\

4° Ciencias de la Salud

Resistencia en bacterias

Gram negativas:

mecanismos, impacto clinico y deteccion

Autora

Ana Carolina Gonzalez

'\ ALRE/V\A ISEN 978-9907-834-02-4



i

ALEMA

Edicion: Primera Edicion 2026

ISBN: 978-9907-834-02-4

Editorial: ALEMA Casa Editora-Editorial Internacional S.A.S.D
Ciudad, Pais: Jipijapa — Ecuador.

URL.: https://editorialalema.org/libros/index.php/alema

Disefio y diagramacion:
Mgtr. Wilter Leonel Solérzano Alava

Correccion de contenidos:
Dr. C. Omar Mar Cornelio

Disefio, montaje y produccion editorial:
ALEMA Casa Editora-Editorial Internacional S.A.S.D, Ecuador

Hecho en Ecuador, Made in Ecuador

Este texto ha sido sometido a un proceso de evaluacion por pares externos.

Advertencia: “Quedan todos los derechos reservados. Se prohibe la reproduccion, el
registro o la transmision parcial o total de esta obra por cualquier sistema de recuperacion
de informacion existente o por existir, sin el permiso previo por escrito del titular de los
derechos correspondientes”.

ISBN: 978-9907-834-02-4

7899071834024



https://editorialalema.org/libros/index.php/alema

Resistencia en bacterias Gram negativas: mecanismos, impacto
clinico y deteccion

AUTORA:
Ana Carolina Gonzéalez-Romero

Licenciada en Bioanalisis (Universidad de Los Andes, Venezuela (Cum laude). Magister
en Microbiologia Clinica (Universidad de Los Andes, Venezuela). Ph.D. Doctora en
Ciencias Médicas Fundamentales. (Universidad de Los Andes, Venezuela). Actualmente
es Profesora Agregada de la Universidad de Los Andes (ULA). Mérida- Venezuela y
docente contratada tiempo completo de la UNACH. Riobamba- Ecuador.

Universidad Nacional de Chimborazo.
Riobamba, Ecuador.
E-mail: ana.gonzalez@unach.edu.ec

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4899-6076



mailto:ana.gonzalez@unach.edu.ec
https://orcid.org/0000-0002-4899-6076

Resumen

El libro Resistencia en bacterias Gram negativas: mecanismos, impacto clinico y
deteccidn ofrece una vision integral y actualizada sobre uno de los principales desafios
de la salud pablica mundial: la resistencia antimicrobiana. A lo largo de la obra se
analizan los mecanismos genéticos y moleculares que permiten a las bacterias Gram
negativas desarrollar resistencia frente a maltiples antibiéticos, con especial énfasis en la
produccion de B-lactamasas, AmpC y carbapenemasas. Asimismo, se aborda cémo
factores como el uso inadecuado de antimicrobianos en humanos y animales, la
transferencia horizontal de genes y la diseminacion global de cepas resistentes han
favorecido el incremento de microorganismos multirresistentes.

De igual manera, el texto examina el impacto clinico, epidemioldgico y
econdémico de estas infecciones, destacando las limitaciones terapéuticas actuales y la
necesidad de fortalecer el enfoque de Una Salud (One Health), que integra la salud
humana, animal y ambiental. Ademas, se revisan estrategias terapéuticas innovadoras,
como la terapia con fagos, los sistemas CRISPR-Cas, los péptidos antimicrobianos y el
uso de nanomateriales, considerados alternativas prometedoras frente a la creciente
resistencia bacteriana.

Por otra parte, la obra resalta el papel fundamental del laboratorio clinico en la
deteccidén temprana de los mecanismos de resistencia, describiendo tanto métodos
fenotipicos convencionales como tecnologias moleculares y proteémicas avanzadas,
entre ellas PCR multiplex, secuenciacion gendmica, MALDI-TOF MS y herramientas
basadas en inteligencia artificial. En conjunto, este libro constituye una fuente de consulta
cientifica orientada a fortalecer el conocimiento microbioldgico, promover el uso racional
de antibidticos y contribuir al control de infecciones causadas por bacterias Gram
negativas multirresistentes.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana; Bacterias Gram negativas; -
lactamasas; Carbapenemasas; One Health; Deteccion molecular



Abstract

The book resistance in Gram-negative bacteria: mechanisms, clinical impact, and
detection provides a comprehensive and up-to-date overview of one of the major global
public health challenges: antimicrobial resistance. The work thoroughly analyzes the
genetic and molecular mechanisms that enable Gram-negative bacteria to develop
resistance against multiple antibiotics, with a particular focus on the production of (-
lactamases, AmpC enzymes, and carbapenemases. It also addresses how factors such as
the inappropriate use of antimicrobials in humans and animals, horizontal gene transfer,
and the global dissemination of resistant strains have contributed to the rise of multidrug-
resistant microorganisms.

The text further examines the clinical, epidemiological, and economic impact of
these infections, highlighting current therapeutic limitations and the urgent need to
strengthen the One Health approach, which integrates human, animal, and environmental
health. Innovative therapeutic strategies such as phage therapy, CRISPR-Cas systems,
antimicrobial peptides, and nanomaterials are also reviewed, presenting promising
alternatives to counteract the increasing bacterial resistance.

Additionally, the book emphasizes the crucial role of the clinical laboratory in the
early detection of resistance mechanisms, describing both conventional phenotypic
methods and advanced molecular and proteomic technologies, including multiplex PCR,
genomic sequencing, MALDI-TOF MS, and artificial intelligence-based tools.
Altogether, this book serves as a valuable scientific resource aimed at enhancing
microbiological knowledge, promoting rational antibiotic use, and contributing to the
control of infections caused by multidrug-resistant Gram-negative bacteria.

Keywords: Antimicrobial resistance; Gram-negative bacteria; p-lactamases;
Carbapenemases; One Health; Molecular Detection
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Introduccion

La introduccion de los antibidticos en la practica clinica durante el siglo XX
transformé la medicina moderna al reducir drasticamente la mortalidad asociada a
enfermedades infecciosas y permitir el desarrollo de procedimientos complejos, como
cirugias de alta especialidad, trasplantes, terapias inmunosupresoras y cuidados
intensivos. No obstante, el uso excesivo e inadecuado de estos farmacos en medicina
humana, veterinaria y produccion agropecuaria ha favorecido la seleccion y diseminacion
de microorganismos resistentes, convirtiendo la resistencia antimicrobiana (RAM) en uno
de las principales riesgos para la salud publica global (Llor & Bjerrum, 2014; Ma et al.,
2021; Katz & Banerjee, 2024).

La RAM se produce cuando los microorganismos adquieren la capacidad de
sobrevivir y multiplicarse en presencia de antimicrobianos previamente eficaces para
inhibirlos o eliminarlos. Entre los patdgenos de mayor relevancia destacan las bacterias
Gram negativas, cuya elevada plasticidad genética y diversidad de mecanismos de
resistencia han incrementado la complejidad del tratamiento de las infecciones tanto
hospitalarias como comunitarias (Munita & Arias, 2016; Miller & Arias, 2024).

Las bacterias Gram negativas presentan caracteristicas estructurales que
favorecen tanto su resistencia intrinseca como la adquisicion de nuevos mecanismos de
defensa frente a los antimicrobianos. Entre estos factores destaca la presencia de una
membrana externa compleja, que actia como barrera selectiva y dificulta la entrada de
numerosos antibioticos. Ademas, estos microorganismos poseen una notable capacidad
para adquirir y transferir genes de resistencia mediante elementos genéticos moviles,
como plasmidos, integrones y transposones. Esta capacidad facilita la propagacion de
determinantes de resistencia entre distintas especies bacterianas, contribuyendo a la
rapida expansion de cepas multirresistentes en entornos clinicos y comunitarios (Poirel et
al., 2004; Kamruzzaman & Iredell, 2020; Cross et al., 2025).

Entre los mecanismos de resistencia mas importantes en bacterias Gram negativas
destaca la produccion de enzimas inactivantes, especialmente las B-lactamasas. Dentro de
este grupo, las [-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las AmpC vy las
carbapenemasas poseen la capacidad de hidrolizar antibidticos B-lactamicos de amplio
espectro, incluyendo en algunos casos farmacos considerados de ultima linea terapéutica,
lo que representa un desafio significativo para el tratamiento de las infecciones. A estos

mecanismos enzimaticos se suman otros mecanismos no enzimaticos que también
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contribuyen de manera importante a la resistencia bacteriana. Entre ellos se encuentran la
pérdida o modificacion de porinas, la sobreexpresion de bombas de eflujo, las alteraciones
en las proteinas diana y la formacion de biopeliculas. En conjunto, estos procesos
favorecen la supervivencia bacteriana, disminuyen la eficacia de los antimicrobianos y
dificultan aun mdas el manejo terapéutico de las infecciones causadas por
microorganismos multirresistentes (Gauba & Rahman, 2023; Nasrollahian et al., 2024;
Almatroudi, 2025).

La RAM representa actualmente uno de los mayores desafios para la salud publica
mundial. En particular, las infecciones causadas por bacterias Gram negativas
multirresistentes se asocian con mayores tasas de mortalidad, hospitalizaciones
prolongadas y un incremento considerable de los costos sanitarios, ademas de reducir de
manera importante las alternativas terapéuticas disponibles (Macesic et al., 2025).

En este escenario, microorganismos como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii generan especial preocupacion debido a su
elevada capacidad de adaptacion, persistencia y diseminacion tanto en el ambito
hospitalario como en la comunidad (Miller & Arias, 2024).

Frente a esta problematica, resulta indispensable abordar la resistencia
antimicrobiana desde el enfoque de Una Salud (One Health), reconociendo la estrecha
relacion entre la salud humana, animal y ambiental. Desde esta perspectiva, la
propagacion de bacterias resistentes no puede entenderse inicamente a partir del uso de
antibioticos en medicina humana, sino también por factores asociados a la produccion
pecuaria, la contaminacion ambiental y la circulaciéon global de microorganismos
resistentes. En este contexto, la interaccion constante entre personas, animales y medio
ambiente favorece la diseminacion de bacterias resistentes entre distintos ecosistemas.
Factores como la movilidad humana, la contaminacién de fuentes hidricas y suelos, asi
como el uso intensivo de antibidticos en la produccion animal, contribuyen
significativamente a la expansion global de la resistencia antimicrobiana (Bhatia, 2019;
Cella et al., 2023; Ferdinand et al., 2023).

El laboratorio clinico desempefia un papel fundamental en la lucha contra la
resistencia antimicrobiana. La deteccion temprana y la adecuada caracterizacion de los
mecanismos de resistencia permiten orientar el tratamiento antimicrobiano, optimizar las
medidas de control de infecciones y fortalecer la vigilancia epidemiologica. Aunque los
métodos fenotipicos convencionales continllan siendo ampliamente utilizados en la

practica clinica, el avance de las herramientas moleculares y de las tecnologias
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emergentes ha mejorado notablemente la rapidez y precision diagnostica. Entre estas
destacan técnicas como la PCR multiplex, la secuenciacion genémica y la espectrometria
de masas MALDI-TOF MS, las cuales han revolucionado el diagnoéstico microbiologico
moderno (Florio et al., 2020; Miglietta et al., 2021; Ali et al., 2023; Aldea et al., 2025).
En este contexto, la obra Resistencia en Bacterias Gram Negativas: Mecanismos,
Impacto Clinico y Métodos de Deteccion ofrece una vision integral y actualizada sobre
esta problematica de creciente relevancia mundial. El libro se organiza en cuatro capitulos
que abarcan desde los fundamentos bioldgicos de la resistencia antimicrobiana hasta las
metodologias diagndsticas mas avanzadas empleadas en microbiologia clinica.

El Capitulo 1 aborda las bases conceptuales de la resistencia antimicrobiana,
incluyendo la resistencia genética, la persistencia bacteriana, la tolerancia a los
antimicrobianos y los mecanismos de transferencia horizontal de genes. Ademas, se
analiza el papel de la microbiota como reservorio de genes de resistencia y se discuten
estrategias de prevencion y control.

Por su parte, el Capitulo 2 se enfoca en los principales mecanismos moleculares
de resistencia presentes en bacterias Gram negativas, con especial atencion a las -
lactamasas de espectro extendido, AmpC y carbapenemasas, debido a su impacto clinico
y epidemiologico.

El Capitulo 3 examina el impacto clinico, terapéutico y social de la resistencia
antimicrobiana, revisando tanto las limitaciones actuales en el tratamiento como las
estrategias terapéuticas emergentes. Entre ellas se incluyen la terapia con bacteri6fagos,
los péptidos antimicrobianos y las herramientas basadas en sistemas CRISPR-Cas,
consideradas alternativas prometedoras frente a bacterias multirresistentes (Kortright et
al., 2019; Greene, 2018; Jacobowski et al., 2025).

Finalmente, el Capitulo 4 presenta una revision actualizada de los principales
métodos utilizados para la deteccion de mecanismos de resistencia en bacilos Gram
negativos, incluyendo técnicas fenotipicas, inmunoldgicas, moleculares, protedmicas y
gendmicas aplicadas en el laboratorio clinico.

A través de esta obra se busca fortalecer el conocimiento cientifico y
microbiolégico sobre la resistencia antimicrobiana, promover el uso racional de
antibidticos y resaltar la importancia del diagnostico oportuno en el control de infecciones

causadas por bacterias Gram negativas multirresistentes.



Capitulo L.- Introduccion a la resistencia bacteriana

1.1. Concepto

La RAM se ha convertido en un problema cronico de salud publica a nivel global.
La disminucion a la sensibilidad de los antibidticos ocurre cuando virus, bacterias, hongos
y parasitos no responden a los tratamientos antimicrobianos en humanos y animales,
permitiendo asi la supervivencia del microorganismo dentro del huésped. La principal
causa que contribuye a la crisis actual sigue siendo el uso excesivo y el uso indebido de
antimicrobianos, en particular el uso inapropiado de antibidticos, lo que aumenta la carga
global de resistencia a los antimicrobianos. Por ello, el consumo y uso de antibiodticos a

nivel mundial se monitorean constantemente (Tang et al., 2023).

El uso desmedido y poco juicioso de antibidticos en multiples escenarios, como
curas médicas, cria de ganado, cuidado de animales y produccion de alimentos, figura
entre las raices primordiales de la problematica actual (Llor, & Bjerrum, 2014). La RAM,
apodada la "Pandemia Silenciosa", se perfila como un peligro apremiante que clama por
una accion pronta. Esto no debe verse como un asunto del futuro, sino como una
emergencia de hoy, necesitando planes de gestion mdas robustos para su mitigacion

(Nature Communications, 2024).

1.2. Mecanismos asociados: resistencia, persistencia, tolerancia y
diseminacion genética

Los procesos que acompanan la resistencia bacteriana, la persistencia, la
tolerancia y la propagacién genética son complejos y estan vinculados. Estos se
relacionan tanto con el fracaso de las terapias con antibidticos como con la expansion de
la resistencia a los antimicrobianos. En este escenario, la resistencia bacteriana se basa
sobre todo en alteraciones genéticas, por ejemplo, la captacién de genes de resistencia a
través de transferencia horizontal. Esta es impulsada por elementos genéticos moviles
(MGESs) como plasmidos y transposones, que fomentan la dispersion de estos factores
determinantes en distintas poblaciones de bacterias (Nasrollahian et al., 2024). En verdad,
estos elementos genéticos facilitan una transmision veloz de genes de resistencia entre
bacterias, ensanchando el rango de especies resistentes y estimulando el surgimiento de

fenotipos con multirresistencia. La supervision actual de la resistencia a antimicrobianos



ayuda a detectar bien la herencia vertical de los genes de resistencia a antimicrobianos
(ARGs). Pero, todavia hay impedimentos para seguir la transferencia horizontal de ADN
entre bacterias, un evento que es llevado acabo principalmente por MGEs. El anélisis
comparativo de secuencias genomicas y el uso ampliado de tecnologias de secuenciacion
de lectura larga, potencian la habilidad de rastrear la diseminacion de ARGs y las vias de
transmision en estudios epidemiologicos. Aun asi, desafios existen, concierne a la
automatizacion del andlisis y la anotacion exacta de los MGEs, ya que estos poseen una
arquitectura compleja y movilidad. Dentro de este marco, la integracion de tecnologias
sofisticadas para identificar y describir MGEs en los protocolos de vigilancia se vuelve
crucial para captar mejor el devenir y la expansion de la resistencia antimicrobiana,
reforzando las tacticas de control y prevencion ante este peligro global (Cross et al.,

2025).

A nivel molecular, la resistencia a los antimicrobianos opera mediante diversos
mecanismos, entre los que destacan la modificacion del sitio blanco del antibidtico, la
degradacion enzimatica como la producida por B-lactamasas y la transferencia horizontal
de genes (Contarin et al., 2024). En este sentido, la microbiota humana, particularmente
la intestinal, actia como un reservorio relevante de genes de resistencia que pueden
transferirse entre bacterias incluso sin presion antibidtica directa. Sin embargo, el uso de
antibidticos altera profundamente este ecosistema: reduce la diversidad microbiana,
disminuye poblaciones beneficiosas como Bifidobacterium y favorece la proliferacion de
patogenos, especialmente Enterobacteriaceae. A la vez, incrementa la abundancia de
genes de resistencia, muchos de los cuales persisten en el intestino incluso después de
finalizado el tratamiento. Esta conjuncion de disbiosis y acumulacion de determinantes
de resistencia genera un circulo vicioso: las infecciones se vuelven mas dificiles de tratar,
lo que exige un mayor uso de antibioticos y, con ello, un deterioro progresivo de la

microbiota intestinal (Dabuo et al., 2025).

Del mismo modo, la interaccion entre genes de virulencia y determinantes de
resistencia puede potenciar la capacidad patogénica y la supervivencia bacteriana, lo que
incrementa la complejidad del tratamiento de las infecciones (Sule & Ogundajo, 2025).
Anadido a esto el creciente reconocimiento de la resistencia a péptidos antimicrobianos

naturales, mediada por mecanismos como la degradacion proteolitica, la expulsion activa



y las modificaciones en la membrana bacteriana, lo que representa un desafio emergente

en el control de infecciones (Tajer et al., 2024).

En resumen, estos factores genéticos, moleculares y ecologicos determinan la
complejidad y dindmica de la resistencia a los antimicrobianos, subrayando la necesidad
de enfoques integrales para su vigilancia, control y abordaje terapéutico (Tajer et al.,

2024; Sule & Ogundajo, 2025).

Paralelamente, la persistencia y la tolerancia corresponden a adaptaciones
fenotipicas que permiten a subpoblaciones bacterianas sobrevivir a la exposicion a
antibidticos sin poseer resistencia genética estable. Este fendmeno se asocia
frecuentemente a estados de latencia o crecimiento lento, en los que las células
persistentes pueden recuperar su susceptibilidad una vez que cesa la presion antibidtica,
dificultando el tratamiento de infecciones cronicas (Helaine et al., 2024; Singh et al.,
2025). En este sentido, la tolerancia antibidtica reviste especial importancia, ya que
permite la supervivencia bacteriana incluso cuando los microorganismos se consideran
susceptibles en pruebas microbioldgicas convencionales. Ademas, se ha demostrado que
la tolerancia puede preceder a la resistencia y acelerar su evolucion, favoreciendo la

aparicion de cepas resistentes bajo presion selectiva (Windels et al., 2019).

La formacién de biopeliculas constituye una tactica adaptativa clave que potencia
estos mecanismos, al generar una matriz protectora que limita la penetracion de los
antibioticos y favorece la supervivencia de células persistentes, incrementando la
resiliencia frente a los agentes antimicrobianos (Almatroudi, 2025). Este evento adquiere
especial importancia en el ambito de la clinica, donde el uso creciente de dispositivos
médicos implantados como prétesis articulares, valvulas cardiacas, endoprotesis
vasculares y marcapasos ha incrementado la incidencia de infecciones asociadas a

biopeliculas, favoreciendo estados de tolerancia antibidtica (Gollan et al., 2019).

Por otro lado, los mecanismos de co-seleccion también influyen en la dindmica de
la resistencia, ya que factores ambientales como los metales pesados pueden seleccionar
bacterias que portan simultineamente genes de resistencia a metales y antibioticos,
frecuentemente localizados en los mismos elementos genéticos moviles, lo que facilita su

persistencia y diseminacion en distintos entornos (Gillieatt & Coleman, 2024).



En este panorama, la RAM representa una grave amenaza para la salud publica,
en la que los plasmidos desempenan un papel central en la transferencia horizontal de
genes de resistencia. Estudios recientes han demostrado que un alto porcentaje de estos
genes posee capacidad de movilizacion entre distintos plasmidos compatibles dentro de
una misma célula bacteriana, destacandose elementos como IS26 en la facilitacion de
estas transferencias, asi como la redistribucion de genes de resistencia a B-lactamicos
entre diversos patogenos clinicos. Este proceso acelera la diseminacion de la resistencia,
especialmente en entornos hospitalarios, consolidando la transferencia genética como un
mecanismo clave en la evolucion de bacterias multirresistentes (Wang et al., 2017).

La comprension de estos mecanismos es clave, y permite desarrollar estrategias
terapéuticas mas eficaces, orientadas a contrarrestar la resistencia genética, la tolerancia
y la persistencia fenotipica, para enfrentar de manera sostenible la creciente amenaza de

las infecciones resistentes en salud publica (Helaine et al., 2024; Contarin et al., 2024).

1.3. Desafios terapéuticos y estrategias de control

Las estrategias de control de la resistencia antimicrobiana han cobrado especial
relevancia ante el aumento sostenido de bacterias multirresistentes y la disminucion en el
desarrollo de nuevos antimicrobianos, lo que constituye una amenaza emergente para la
salud publica. En este contexto, patdogenos prioritarios como el grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa y Enterobacter spp.) representan un desafio terapéutico significativo debido
a su elevada capacidad de adaptacion, diversidad de mecanismos de resistencia y

diseminacion global de clones de alto riesgo (Miller & Arias, 2024).

Principalmente, las bacterias Gram negativas multirresistentes, incluyendo
Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y
resistentes a carbapenémicos, asi como los bacilos no fermentadores, presentan altos
niveles de resistencia a los antimicrobianos utilizados en la practica clinica. Estas
caracteristicas han llevado a su clasificacion como patdgenos prioritarios por organismos
internacionales, debido a su impacto en la mortalidad y la limitada disponibilidad de

opciones terapéuticas eficaces (Macesic et al., 2025).



A pesar de los avances en el desarrollo de nuevos antibioticos e inhibidores de [3-
lactamasas, estas estrategias continuan siendo insuficientes frente al acelerado incremento
de laresistencia a los RAM, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas innovadoras,
como el disefio de antibidticos de espectro reducido y la aplicacion de inteligencia
artificial (IA). La répida aparicion y diseminacion de la resistencia ha disminuido
considerablemente la eficacia de muchos antibidticos tradicionales, generando una

necesidad urgente de desarrollar nuevas opciones terapéuticas (Sanapalli et al., 2026).

La TA ha demostrado ser una herramienta prometedora capaz de acelerar y
optimizar diversas etapas del descubrimiento de antibioticos, incluyendo la identificacién
de dianas terapéuticas, el cribado virtual, el disefio de nuevas moléculas y las pruebas
iniciales. Entre las metodologias mas utilizadas destacan el aprendizaje automatico, el
aprendizaje profundo, el procesamiento del lenguaje natural y los modelos generativos,
aplicados tanto al desarrollo de antibioticos de moléculas pequefias como de péptidos
antimicrobianos (AMPs). Ademas, la IA ha sido util en la optimizacién farmacocinética,
la prediccion de mecanismos de resistencia y el desarrollo de terapias innovadoras, como
el descubrimiento del compuesto Abaucin. Asimismo, la fusion de la IA con la biologia
sintética, la nanotecnologia y los datos multiomicos representa una estrategia
prometedora para el desarrollo de terapias personalizadas y enfoques predictivos frente a
la RAM. No obstante, aiin persisten desafios relacionados con la disponibilidad y calidad
de los datos, los sesgos algoritmicos y la aplicacion clinica de los hallazgos, por lo que se
requiere un uso €tico, colaborativo y responsable de estas tecnologias. En conjunto, la
combinacion de innovacion computacional y validacidon experimental posiciona a la IA
como una herramienta clave para enfrentar la creciente amenaza de la resistencia

antimicrobiana (Sanapalli et al., 2026).

Ante el panorama, se han implementado diversas estrategias clinicas orientadas al
control de la resistencia antimicrobiana. Entre ellas, los programas de optimizacion del
uso de antimicrobianos han demostrado ser altamente efectivos para mejorar la
prescripcion antibidtica y reducir su uso inapropiado (Taylor et al., 2024). También, la
incorporacion de diagnosticos rapidos ha permitido una toma de decisiones mas precisa,
disminuyendo la utilizacién innecesaria de antibidticos de amplio espectro (Harrison et
al., 2023). Adicionalmente, la implementacion de protocolos de prevencion de

infecciones y el desarrollo de algoritmos terapéuticos personalizados basados en patrones
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locales de resistencia han contribuido a mejorar los resultados clinicos (Reynolds et al.,
2024). En este mismo sentido, las herramientas digitales han fortalecido la adherencia a
las guias clinicas, optimizando la practica médica y favoreciendo un uso mas racional de

los antimicrobianos (Yarahuan et al., 2023).

De manera integral, las intervenciones regulatorias han desempefiado un papel
fundamental en el control de la RAM. Tanto las politicas internacionales como los planes
nacionales han contribuido a fortalecer la regulacion del uso de antibidticos mediante
estrategias como la restriccion de su venta sin prescripcion médica y la adopcion del
enfoque One Health o “Una Salud”, el cual integra la salud humana, animal, vegetal y
ambiental. Este enfoque multisectorial, respaldado por la Declaracion Politica de la
Asamblea General de las Naciones Unidas sobre la RAM, busca enfrentar de manera
coordinada desafios globales como las enfermedades infecciosas emergentes, la
seguridad alimentaria y la degradacion ambiental. Su implementacion efectiva depende
de la colaboracion institucional, la planificacion conjunta y los sistemas de vigilancia
coordinada para la deteccion y prevencidon temprana de zoonosis. Asimismo, la toma de
decisiones basada en evidencia cientifica, el fortalecimiento de capacidades
multisectoriales, la inclusion de este enfoque en los programas educativos y la
capacitacion continua de profesionales son elementos esenciales para garantizar su
sostenibilidad. De igual manera, la participacion activa de la sociedad civil y el impulso
a la investigacion resultan fundamentales para mejorar la gestion de riesgos, fortalecer la
coordinacion intersectorial y desarrollar intervenciones costo-efectivas orientadas al

control de la RAM y otros problemas de salud global (Bhatia, 2019; Marino et al., 2025).

El enfoque One Health que integra las perspectivas, prioridades y recursos de los
sectores de salud humana, salud animal, produccion de alimentos y medio ambiente, es
esencial para enfrentar la creciente amenaza de la RAM y contribuir al cumplimiento de
los objetivos de desarrollo sostenible. El fortalecimiento de este enfoque favorece la
creacion de alianzas funcionales y promueve un desarrollo mas adecuado y coordinado.
Sin embargo, debido a las limitaciones actuales en infraestructura dentro de los sectores
de salud animal y ambiental, es necesario destinar recursos adicionales que permitan una
participacion equitativa y efectiva de estos sectores en las iniciativas One Health.
Asimismo, la incorporacion de sistemas de monitoreo y evaluacion contribuiria a

fortalecer estas estrategias, mejorar la comprension de las intervenciones mas efectivas y
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consolidar la relacion entre las acciones dirigidas al control de la RAM y los objetivos

generales de desarrollo sostenible (Ferdinand et al., 2023).

Por otra parte, los incentivos econémicos han desempefiado un papel importante
en el impulso al desarrollo de nuevos antimicrobianos, mientras que las intervenciones
educativas dirigidas tanto a profesionales de la salud como a la poblacion general han
demostrado ser efectivas para modificar los patrones de prescripcion y disminuir el uso
inapropiado de antibiodticos. Entre las estrategias econdmicas propuestas destacan los
incentivos monetarios, como las recompensas por entrada al mercado, orientadas a
estimular la participacion de empresas privadas en la investigacion y desarrollo de nuevos
antibidticos frente a la creciente amenaza de la resistencia antimicrobiana. Sin embargo,
diversos andlisis econdmicos sugieren que el financiamiento publico directo podria
constituir una alternativa mas rentable y sostenible a largo plazo. Estudios basados en
simulaciones compararon los costos de los incentivos indirectos aplicados en fases
avanzadas del desarrollo farmacéutico con el financiamiento directo desde las etapas
preclinicas, evidenciando que los mecanismos indirectos pueden generar costos
superiores, incluso considerando distintos niveles de ineficiencia operativa y multiples
indicaciones terapéuticas. En este sentido, aunque los incentivos indirectos continiian
siendo necesarios para mantener la actual cartera de antibidticos en desarrollo, el
financiamiento publico directo se perfila como una estrategia mas costo-efectiva para
fomentar la innovacién futura en antimicrobianos (Okhravi, 2020). Ademas, las
estrategias comunitarias y el uso de redes sociales han contribuido significativamente a
fortalecer la concienciaciéon sobre la resistencia antimicrobiana, especialmente en

poblaciones jovenes (Jha et al., 2025).

Conjuntamente, la evidencia cientifica indica que el control efectivo de la
resistencia antimicrobiana requiere un enfoque integral y multidisciplinario que articule
estrategias clinicas, regulatorias, educativas y tecnoldgicas, con el objetivo de enfrentar

de manera sostenible esta creciente amenaza mundial (Ferdinand et al., 2023).

No obstante, a pesar de estos avances, persisten limitaciones importantes que
dificultan la implementacion efectiva de estas estrategias, especialmente en paises de
ingresos bajos y medianos. La falta de infraestructura de laboratorio, la insuficiente

capacitacion del personal y la ausencia de estandarizacion diagnoéstica reducen la calidad
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de los datos de vigilancia. También, la fragmentacion de los sistemas de informacion
limita el monitoreo en tiempo real, mientras que los altos costos restringen la adopcion
de tecnologias diagnoésticas avanzadas. A ello se suma la ausencia de financiamiento
sostenible y de politicas a largo plazo, lo que compromete la continuidad y efectividad de
las intervenciones. Por ello, resulta fundamental fortalecer la inversion en salud digital,
el desarrollo del recurso humano y el acceso equitativo a innovaciones diagnosticas

(Marino et al., 2025).
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Capitulo I1.- Mecanismos de resistencia en bacterias Gram negativas

2.1. Bases genéticas y estructurales de la resistencia

La resistencia bacteriana es compleja, la capacidad de las bacterias Gram
negativas para resistir la accion de los antibidticos es el resultado de una interaccion de
factores genéticos y estructurales. A diferencia de la intrinseca, que constituye una
caracteristica natural de ciertas especies, la mayoria de los mecanismos clinicamente
relevantes son adquiridos y estan codificados en elementos genéticos moviles, como
plasmidos, transposones e integrones (Miller, 2016). Estos elementos facilitan la
transferencia genética horizontal (TGH) entre bacterias, incluso entre especies distintas,
lo que permite una rapida adaptacion frente a presiones selectivas como la exposicion a
antibioticos. Entre los principales mecanismos de TGH se encuentran la transformacion,
la transduccion y, de manera predominante, la conjugacion (Tao et al., 2022). En conjunto,
este flujo genético continuo favorece la emergencia de cepas multirresistentes o

“superbacterias” que albergan multiples genes de resistencia (Sun et al., 2019).

Los bacilos Gram negativos destacan por desarrollar resistencia mediante
mecanismos altamente sofisticados, en los que los plasmidos desempefian un papel
central como vehiculos de genes de resistencia y mediadores clave de la TGH.
Particularmente, los plasmidos incompatibles, como IncA, IncC e IncF, contribuyen de
manera significativa a la diseminacion de la resistencia al acumular y transferir mutltiples
determinantes genéticos entre poblaciones bacterianas, potenciando asi la rapida

propagacion de fenotipos multirresistentes (Fang et al., 2024).

Para comprender como actiian estos mecanismos, es basico entender la estructura
celular que los alberga. Las bacterias Gram negativas poseen una envoltura compleja
compuesta por una membrana externa, una capa de peptidoglicano y una membrana
interna o citoplasmatica. El espacio periplasmico, situado entre ambas membranas, es un
compartimento acuoso crucial para la interaccion con muchos antibiéticos (Collet et al.,

2020).

La membrana externa es la caracteristica diferencial mas importante. Actiia como
una barrera de permeabilidad selectiva gracias a su estructura asimétrica: la lamina

externa estd compuesta por lipopolisacaridos (LPS) responsables de la carga negativa
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superficial y la virulencia, mientras que la ldmina interna esta formada por fosfolipidos
(figura 1) (Gauba & Rahman, 2023).

En esta membrana se encuentran insertadas proteinas integrales, principalmente
las porinas (OMPs) que son proteinas de la membrana externa con estructura de barril
que forman canales que permiten el paso pasivo de nutrientes y de antibidticos
hidrofilicos, como los B-lactamicos; entre las mas estudiadas se encuentran OmpF y
OmpC en E. coli, asi como OmpK35 y OmpK36 en K. pneumoniae. , las lipoproteinas
participan en procesos esenciales como la remodelacion del peptidoglicano, la division
celular y la respuesta al estrés. En conjunto, la alteracion de estos componentes
estructurales, ya sea por mutaciones que afectan la expresion o funcionalidad de las
porinas, o por modificaciones en el lipopolisacarido (LPS), constituye la base de
importantes mecanismos de resistencia no enzimaticos que seran abordados mas adelante
(El Rayes et al., 2021).

Figura 1 Envoltura celular de bacterias Gram negativas.
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2.2. Mecanismos Enzimaticos de Resistencia

La resistencia a los antibioticos B-lactdmicos en enterobacterias se debe
principalmente a la produccion de B-lactamasas, enzimas que inactivan estos farmacos al
hidrolizar el enlace amida de su anillo B-lactamico (Lepea & Martinez-Martinez, 2022).
Su clasificacion se basa en dos sistemas complementarios: el molecular de Ambler (por
homologia de secuencia) y el funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (por perfil de sustrato
e inhibicion) (Ambler et al., 1991; Bush & Jacoby, 2010). Este ultimo divide las [-
lactamasas en cuatro clases distintas, denominadas A, B, C y D, identificadas sobre la
base de motivos de secuencia especificos, pero también distinguidas por diferencias
fundamentales en el mecanismo hidrolitico. Otra division fundamental es la que existe
entre las tres clases (A, C y D) de enzimas de serina en el sitio activo (serina B-lactamasas;
SBL) y la clase B, que comprende un grupo heterogéneo de zin metaloenzimas (metalo-

B-lactamasas, o MBL) (Massova & Mobashery, 1998).

Las B-lactamasas son enzimas versatiles con un rango limitado de estructuras
moleculares que se encuentran en una diversidad de fuentes bacterianas. Su caracteristica
comun es la capacidad de hidrolizar compuestos quimicos que contienen un anillo -
lactdmico. Como se muestra en la figura. 2. Con el avance de la investigacion clinica y
gendmica, la clasificacion de las B-lactamasas se ha refinado en multiples grupos
funcionales dentro de las cuatro clases moleculares, diferenciados por su capacidad de
hidrolizar ~ distintos  antibidticos  B-lactdmicos  (penicilinas,  cefalosporinas,
carbapenémicos y monobactdmicos), asi como por su perfil de inhibicion frente a
compuestos como clavulanato, avibactam o EDTA. Desde el punto de vista bioquimico,
estas enzimas se dividen en dos grandes categorias: las B-lactamasas de serina, que
forman un complejo acil-enzima durante la hidrdlisis, y las metalo-p-lactamasas (MBL),

que requieren iones de zinc para su actividad catalitica (Bush, 2018).
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Figura 2 Relaciones moleculares y funcionales entre las p-lactamasas.
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para cefalosporina de espectro extendido; M para monobactamico; y P para penicilina.
Fuente: tomado de Bush. (2018).

Los antibioticos B-lactamicos inhiben el crecimiento bacteriano al acilar el residuo
de serina presente en el sitio activo de las proteinas de unién a penicilina (PBPs), lo que
bloquea la sintesis de peptidoglicano, componente esencial de la pared celular. En
particular, la penicilina actua sobre la transpeptidasa, enzima responsable de la formacion
de enlaces cruzados en el peptidoglicano, al imitar estructuralmente a su sustrato natural
y unirse de manera irreversible a su sitio activo. Por su parte, las f-lactamasas, enzimas
asociadas a la resistencia bacteriana, también contienen una serina catalitica susceptible
de ser acilada por estos antibioticos, lo que evidencia una base bioquimica comin con las

PBPs. Estudios estructurales han demostrado similitudes tridimensionales en sus sitios
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activos, pese a diferencias en la secuencia de aminoacidos. Se considera que las PBPs son
evolutivamente ancestrales, mientras que las [-lactamasas se diferenciaron
principalmente por una mayor velocidad de desacilacion, lo que les permite hidrolizar el

antibiotico y conferir resistencia (Fisher & Mobashery, 2009).

2.2.1. p-Lactamasas de Serina (Clases A, C y D)

Las PB-lactamasas son enzimas hidrolasas que inactivan los antibidticos [-
lactdmicos mediante la ruptura del anillo B-lactdmico. Aunque se han descrito miles de
variantes, estas pueden agruparse en un numero reducido de clases seglin su estructura y
mecanismo de accion (Bush et al., 1995). De acuerdo con la clasificacion de Ambler, las
B-lactamasas de serina (SBL), correspondientes a las clases A, C y D, comparten un
mecanismo catalitico caracterizado por el uso de un residuo de serina nucleofilico. Este
mecanismo ocurre en dos etapas: inicialmente, la serina ataca el anillo B-lactamico,
formando un complejo acil-enzima covalente; posteriormente, una molécula de agua
activada hidroliza este enlace, liberando el antibidtico inactivado y regenerando la enzima
activa. Este proceso es analogo al de las PBP, pero se diferencia por una desacilacion mas
eficiente, lo que permite a las SBL actuar de manera catalitica (Mora-Ochomogo &

Lohans, 2021) (figura 3).

Las BLEE de clase A son fundamentales mecanismos de defensa en
enterobacterias ellas degradan penicilinas ademas de cefalosporinas (salvo las
cefamicinas) y también monobactamicos. Frecuentemente, los genes que codifican para

estas enzimas se encuentran en pladsmidos facilitando esto su rdpida propagacion

(Livermore, 2008).
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Figura 3 Diagrama de reaccion que ilustra las etapas clave en la catdlisis de las
p-lactamasas de serina.
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Fuente: tomado de Mora-Ochomogo & Lohans. (2021).

Desde su aparicion en los afios 80, estas enzimas se han propagado globalmente
hasta volverse endémicas, tanto en infecciones nosocomiales como comunitarias,
representando un problema critico de salud publica. Inicialmente predominaron las
variantes TEM y SHV; sin embargo, en la actualidad las enzimas tipo CTX-M son las
mas prevalentes, con CTX-M-15 como variante dominante a escala mundial, seguidas
por CTX-M-14 y, mas recientemente, por CTX-M-27 en algunas regiones. La
propagacion de estas enzimas esta potenciada por su localizacion en plasmidos, a menudo
integradas en transposones o secuencias de insercion. Ademas, la diseminacion de E. coli
productor de BLEE esta liderada por el clon de alto riesgo ST131, altamente virulento y

exitoso (Paterson & Bonomo, 2005; Canton et al., 2012).

Aunque las distintas familias de BLEE comparten propiedades bioquimicas
comunes como la hidrolisis de B-lactdmicos de espectro extendido y la inhibicion por
clavulanato, presentan una notable diversidad genética. Familias como TEM y SHV
agrupan variantes estrechamente relacionadas, que difieren por pocas sustituciones

aminoacidicas. En contraste, familias como CTX-M exhiben una mayor variabilidad
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genética, cada una con caracteristicas particulares que influyen en su epidemiologia y
perfil de sustrato (tabla 1) (Jacoby, 2006).
Tabla 1 Familias de BLEE

Familia Nomenclatura Caracteristicas
TEM Temoneira, el Variantes por mutacién
paciente infectado con el | puntual de TEM-1 o TEM-2
primer aislado que expresa
TEM-1
SHV Reactivo Variantes por mutacion
sulfhidrilo variable puntual de SHV-1
IRT TEM resistente a Variantes de TEM
inhibidores resistentes a la inhibiciéon por
clavulanato y sulbactam, pero no
tienen fenotipo de ESBL
CMT Mutante complejo Variantes de TEM
derivado de TEM-1 resistentes a la inhibiciéon por
clavulanato y sulbactam, y
también tienen fenotipo de ESBL
CTX-M B-lactamasa Derivada de la 3-lactamasa
cefotaxima-hidrolizante cromosdmica de Kluyvera spp.
aislada en Munich Hidroliza preferentemente
cefotaxima
GES Espectro extendido Mas prevalente en P.
de Guayana aeruginosa que en
Enterobacterales. Algunas
variantes también  hidrolizan
carbapenems
PER Espectro extendido Mads prevalente en P.
resistente de Pseudomonas | aeruginosa y A. baumannii que en
Enterobacterales. La inhibicion
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por inhibidores mas recientes de
[-lactamasa es variable
VEB [-lactamasa de Hidroliza preferentemente
espectro extendido de | ceftazidima y aztreonam en
Vietnam comparacion con cefotaxima. La
inhibicién por inhibidores mas
recientes de [-lactamasa
variable
BEL B-lactamasa de Hidroliza preferentemente
espectro extendido de | ceftazidima y aztreonam
Bélgica comparacion con cefotaxima
TLA Nombrada por los Hidroliza preferentemente
indios Tlahuica (México), | ceftazidima y aztreonam
de donde se obtuvo el | comparacion con cefotaxima
primer aislado
SFO De Serratia fonticola Inducible
OXY De Klebsiella oxytoca Codificada
cromosOmicamente

Fuente: Adaptado de Jacoby, (2006).

La diseminacion de los genes codificantes de BLEE esta estrechamente asociada
a su movilizacion mediante elementos genéticos moviles, especialmente plasmidos. Estos
pueden albergar secuencias de insercion, transposones e integrones, los cuales facilitan
tanto su reordenamiento dentro de una misma bacteria como su transferencia horizontal
entre bacterias a través de conjugacion, transformacion y, en el caso de los bacteridfagos,
transduccion En algunos casos, las IS localizadas adyacentes al gen blactx se integran en
integrones, que a su vez pueden formar parte de transposones, favoreciendo asi su

propagacion y estabilidad genética (Brolund y Sandegren., 2016).

La expansion de plasmidos portadores de genes de resistencia entre distintas
especies bacterianas responde, en gran medida, a la presion selectiva generada por el uso
de antibioticos de amplio espectro. Diversas familias de plasmidos actian como vehiculos

de genes BLEE y, frecuentemente, también de determinantes de resistencia a otras clases
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de antimicrobianos. En este contexto, se han descrito multiples incompatibilidades
plasmidicas que albergan el gen blactx-m-15 en E. coli, incluyendo IncF, IncN, IncN2,
IncI1, IncHI2, IncL/M, IncA/C, IncK, IncX4, IncU y RCR, siendo la familia IncF la mas

relevante en la diseminacién de BLEE en esta especie (Carattoli, 2009a; Carattoli, 2011b).

Las enzimas CTX-M constituyen el grupo mas ampliamente distribuido de -
lactamasas de BLEE, cuyos genes se diseminan principalmente entre enterobacterias
mediante elementos genéticos madviles, en particular la secuencia de insercion ISEcpl,
localizada frecuentemente aguas arriba de blactx-m (Lupo et al., 2018). Estos genes,
originalmente cromosoémicos en especies del género Kluyvera, fueron movilizados a
plasmidos, donde la acumulacion de mutaciones ha favorecido la aparicion de variantes

con capacidad de hidrolizar cefotaxima y ceftazidima (Hussain et al., 2021).

Su difusidn se relaciona a varias familias de plasmidos, no solo IncF, siendo blactx-m-15
la variante mas prevalente en E. coli, frecuentemente vinculada a diversos replicones y a
genes de resistencia adicionales, lo que potencia su propagacion (Moremi et al., 2016).
De igual modo, la diversidad en su &mbito genético influye en los niveles de resistencia,
mientras que otras variantes como CTX-M-14 también presentan una amplia distribucion
mediada por plasmidos especificos (Dhanji et al., 2012). La co-localizacion de blactx-m
con otros determinantes de resistencia, incluso a carbapenémicos y colistina, confirma su
papel fundamental en la multirresistencia bacteriana, reforzando su impacto clinico y

epidemiologico a nivel global (Jayol et al., 2016; Pavez et al., 2019).

Las enzimas de clase AmpC, se caracterizan por la presencia de un residuo de
serina en su sitio activo, crucial para su funcionamiento. Los mecanismos de resistencia
vinculados a estas enzimas pueden originarse por tres vias principales: la expresion
inducible de genes ampC cromosomicos en bacterias como E. cloacae, S. marcescens 'y
P aeruginosa; la resistencia cromosémica no inducible, debida a mutaciones en regiones
reguladoras como el promotor o atenuador, reportadas en E. coli y A. baumannii; y la
diseminacion mediada por plasmidos en patogenos como K. pneumoniae y Salmonella

spp. (Bush & Jacoby, 2010).

Las beta-lactamasas AmpC se clasifican segin su origen genético y patron de

expresion en cromosOmicas o plasmidicas, distincion que conlleva importantes
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implicaciones clinicas. Dentro de las cromosdmicas, las de tipo inducible mantienen una
produccion basal minima que se incrementa ante la presencia de antibidticos beta-
lactdmicos; sin embargo, pueden sufrir mutaciones que las vuelven constitutivas
(desreprimidas), aumentando permanentemente la resistencia en patdgenos como
Enterobacter spp., M. morganii, Providencia spp. y P. aeruginosa (Navarro et al., 2002;
Vila & Marco, 2002).

Por el contrario, las cromosdmicas no inducibles, cuyo principal exponente es E.
coli, presentan una expresion constitutiva baja que generalmente no confiere resistencia
significativa, a menos que ocurra una hiperproduccion que afecte a la mayoria de los beta-
lactdmicos, exceptuando carbapenémicos y cefalosporinas de cuarta generacion (Navarro

etal., 2002).

Para entender los mecanismos de resistencia, es clave recordar que la expresion
del gen ampC se induce en presencia de antibioticos B-lactamicos a través de un sistema
regulado por el reciclaje del peptidoglucano. La degradacion de la pared celular genera
1,6-anhidromuropéptidos (1,6-AMP), los cuales ingresan al citoplasma a través de la
permeasa AmpG. Estas moléculas actian como sefiales que se unen al regulador AmpR,
promoviendo la transcripcion de ampC y la produccion de la B-lactamasa AmpC,

responsable de la inactivacion de los B-lactdmicos (Martinez Rojas, 2009).

La proteina AmpD participa en el reciclaje del peptidoglucano al degradar estos
intermediarios, limitando su interaccién con AmpR. Sin embargo, cuando se acumulan
1,6-AMP y AmpD no logra procesarlos completamente, estos se unen a AmpR,
reduciendo su efecto represor y aumentando la expresion de ampC (Guérin et al., 2015).
Aunque la produccion de AmpC suele disminuir al cesar el estimulo antibidtico,
mutaciones en genes reguladores, principalmente en ampD y, en menor medida, en ampR
y ampQ, pueden generar una desrepresion constitutiva, manteniendo una sobreexpresion

de ampC incluso en ausencia de B-lactamicos (Schmidtke & Hanson, 2006).

Por otro lado, las AmpC plasmidicas se originan a partir de genes cromosomicos
que han sido movilizados hacia elementos genéticos transferibles, lo que favorece su
diseminacion entre especies que naturalmente carecen de estos determinantes, como
Salmonella spp., K. pneumoniae y P. mirabilis (Philippon et al., 2002). Estas enzimas se

agrupan en diversas familias, entre las que se incluyen ACC, FOX, MOX, CIT (que
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comprende CMY), DHA y EBC, algunas de las cuales conservan la capacidad de
expresion inducible (Jacoby, 2009). Desde el punto de vista clinico, su relevancia es
mayor debido a que el elevado numero de copias génicas presentes en los plasmidos
incrementa sus niveles de expresion, lo que se traduce en resistencia a penicilinas,
cefamicinas, cefalosporinas de amplio espectro y, de manera variable, a aztreonam

(Schmidtke & Hanson, 2006).

Con base en lo anterior, Bindu & Saikumar (2022) evidenciaron mediante PCR la
presencia de f-lactamasas AmpC plasmidicas en aislados de E. coli, K. pneumoniae y P.
mirabilis. Sin embargo, observaron que una proporcidon considerable de aislados
resistentes a cefoxitina no presentaban genes AmpC detectables, lo que sugiere la
participacion de mecanismos alternativos de resistencia. El andlisis molecular identifico
a FOX-CIT como el gen predominante, seguido de EBC. Estos resultados apoyan la idea
de que el uso extendido de cefalosporinas en la terapia empirica contra Enterobacteriaceae
ha incrementado la presion selectiva, favoreciendo la emergencia y propagacion de cepas
productoras de AmpC. Por lo tanto, la identificacion precisa de estos aislados resulta
fundamental para comprender la dindmica epidemioldgica de la resistencia bacteriana y

orientar estrategias terapéuticas mas efectivas (Mansouri et al., 2024).

Debido a su prevalencia tanto en infecciones nosocomiales como en comunitarias,
estas enzimas plantean un reto crucial debido a su vinculacion con fracasos terapéuticos,
sobre todo con cefalosporinas de tercera generacion Pai et al 2004. Esto subraya la
importancia de una deteccion precisa y rapida en el laboratorio clinico para orientar el
tratamiento antimicrobiano y prevenir la seleccion de cepas multirresistentes (Pai et al
2004; Martinez Rojas, 2009).

El uso de oximino-cefalosporinas en infecciones causadas por cepas
aparentemente susceptibles puede seleccionar mutantes con AmpC desreprimida,
favoreciendo el fracaso terapéutico. Debido a esto, EUCAST, no recomienda su uso en
monoterapia y su reporte de sensibilidad en especies como Enterobacter spp., complejo
Citrobacter freundii, Serratia spp. y Morganella morganii, debido al riesgo de induccion
de resistencia (Leclercq et al., 2013). Los estudios realizados apoyan esta recomendacion
que evidencia una mayor frecuencia de emergencia de resistencia en infecciones por

Enterobacter (8—19%) en comparacion con otros géneros (Kaye et al., 2001).
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Considerando esto, Kohlmann et al. (2018) demostraron que las tasas de mutacion
varian segun la especie dentro de Enterobacterales con AmpC inducible, lo que influye
en la eleccion terapéutica. Recomiendan evitar oximino-cefalosporinas y
piperacilina/tazobactam en infecciones por Enterobacter spp., complejo C. freundii y
Hafnia alvei, mientras que su uso podria considerarse en Serratia spp., Providencia spp.
y M. morganii, siempre bajo estricta vigilancia clinica. Sin embargo, es importante
recalcar que estos descubrimientos emanan sobre todo de analisis in vitro, por ello su

validacion clinica se hace indispensable.

En este sentido, Tamma et al. (2019) sefialan que los microorganismos con
capacidad de producir B-lactamasas AmpC, suponen un reto para la toma de decisiones
terapéuticas. Indican que las especies de Enterobacter (incluyendo Klebsiella aerogenes)
presentan el mayor riesgo de induccion de AmpC, por lo que recomiendan evitar
cefalosporinas de espectro extendido en infecciones graves, incluso si los resultados in
vitro indican susceptibilidad. Para otros microorganismos del grupo “SPACE”, el
tratamiento puede basarse en los perfiles de sensibilidad, optimizando la administracién
del antibidtico, junto con una vigilancia clinica continua. Igualmente, indican que
cefepime y piperacilina/tazobactam pueden ser opciones terapéuticas, con mayor respaldo
para cefepime, mientras que los carbapenémicos se consideran una alternativa en

pacientes criticamente enfermos.

Por otro lado, la resistencia a los carbapenémicos constituye un problema
independiente y se define como la falta de susceptibilidad in vitro a estos antibioticos o
la produccion de carbapenemasas. Este fenomeno se ha diseminado globalmente en
Enterobacteriaceae, especialmente en Klebsiella spp., y suele asociarse a resistencia a
multiples familias de antimicrobianos. Las carbapenemasas son -lactamasas capaces de
hidrolizar carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem) y, con
frecuencia, otros B-lactdmicos, lo que contribuye al fracaso terapéutico y a una elevada

mortalidad (Durante-Mangoni et al., 2019).

La clasificacion de B-lactamasas se basa en dos sistemas complementarios: el
esquema funcional de Bush—Jacoby—Medeiros (BJM) y el esquema molecular de Ambler.
El primero agrupa las enzimas segin su perfil de sustratos e inhibidores; asi, las

carbapenemasas se ubican principalmente en los grupos 2f (como KPC, GES, IMI, NMC
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y SME), inhibidas por tazobactam y acido clavuldnico, y en el grupo 3 (metalo-f-
lactamasas como NDM, IMP y VIM), inhibidas por quelantes de metales como EDTA.
Posteriormente se afiadio el subgrupo 2df para las carbapenemasas tipo OXA, frecuentes
en Acinetobacter baumannii y Enterobacterales (Bush & Jacoby, 2010; Bush et al., 1995;
Simner et al., 2024).

Por su parte, el sistema de Ambler clasifica las B-lactamasas en cuatro clases (A,
B, C, D) segun su secuencia de aminodcidos. Las carbapenemasas pertenecen a las clases
A,ByD:lasclases A, C y D son serina-f3-lactamasas, mientras que la clase B corresponde
a metalo-p-lactamasas (MBL), que requieren al menos un ion zinc en su sitio activo. A su
vez, las MBL se subdividen en las subclases B1, B2 y B3 seguin caracteristicas funcionales
y estructurales (Tabla 2) (Frere et al., 2005). Ambos sistemas se complementan para una

caracterizacion integral de estos mecanismos de resistencia.

Tabla 2 Clasificacion de las carbapenemasas segun los esquemas funcional

(clasificacion de Bush—Jacoby—Medeiros) y molecular (clasificacion de Ambler)

L L . Organismos mas
Clasificacion Clasificacion Enzimas . .
. ) comunes asociados con | Caracteristicas
funcional molecular representativas .,
la produccion
e Serina en el sitio
activo
OXA-23 A. baumannii
2df D
. Inhibicion
OXA-48 Enterobacterales variable por é4cido
clavulanico y
tazobactam
o Inhibicion
KPC-1, Enterobacterales
variable por acido
clavulanico y
) tazobactam
2f A SME-1, Serratia marcescens
) e Serina en el sitio
GES-2 P. aeruginosa .
activo

24




No fermentadores de
NDM-1,
glucosa / Enterobacterales
¢ Inhibido por
B1
EDTA
IMP-1,
P. aeruginosa
3a
e Zinc en el sitio
B3 VIM-1 ]
P. aeruginosa activo
CAU-1
Caulobacter crescentus
¢ Inhibido por
EDTA
3b B2 CphA Aeromonas hydrophila
e Zinc en el sitio
activo

Fuente: Tomado de Simner et al. (2024).

Las carbapenemasas de clase A, especialmente las KPC, constituyen una de las
principales causas de resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram negativas. Estas
enzimas, distribuidas a nivel mundial predominan en K. pneumoniae especificamente en
clones de alto riesgo como ST258, ST14, ST15 y ST307, tienen la capacidad de hidrolizar
una amplia variedad de B-lactamicos y son inhibidas por compuestos como acido
bordnico, avibactam, vaborbactam y relebactam. El gen blaxpc, generalmente hallado en
el transposon Tn4401 y transportado por plasmidos, facilita su diseminacion y contribuye

a la resistencia a multiples antimicrobianos (Porreca et al., 2018).

En este contexto, la enzima KPC-1 posteriormente reconocida como idéntica a
KPC-2 fue descrita por primera vez a finales de la década de 1990 en un aislado de K.
pneumoniae en Carolina del Norte, Estados Unidos, en el marco del programa Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology (Yigit et al., 2001). A partir de este
hallazgo, las cepas portadoras de blaxpc-2 se diseminaron rapidamente en el noreste del
pais, especialmente en Nueva York, y posteriormente hacia otras regiones. En 2004 se

notificaron los primeros casos asociados a blakpc-3, con un patron de propagacion similar,
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lo que favoreci6 la expansion internacional de cepas productoras de KPC hacia paises
como Israel, Grecia, Italia, Colombia y China (Bradford et al., 2004; Van der Bij & Pitout,
2012; Mufioz-Price et al., 2013).

Actualmente, los Enterobacterales portadores de blaxpc, principalmente K.
pneumoniae, son endémicos en diversas regiones de América, Europa y Asia. Aunque en
el noreste de Estados Unidos e Israel se ha observado una disminucion de su incidencia
desde inicios de la década de 2010 gracias a la implementacion de medidas eficaces de
control de infecciones, estos microorganismos continian causando brotes en hospitales y
centros de atencion a largo plazo a nivel mundial (Van Duin & Doi, 2017; Bonomo et al.,

2018; Bush & Bradford, 2020).

Estudios mas recientes sefialan que las enzimas siguen mutando. En particular,
Vasquez-Ponce et al. (2023), detectaron en Brasil dos nuevas variantes de KPC-2 (KPC-
113 y KPC-114) en aislamientos de K. pneumoniae pertenecientes a clones de alto riesgo
(ST16 y STI11), asociadas a resistencia a ceftazidima-avibactam y a multiples [-
lactamicos.

Estas variantes, relacionadas a mutaciones por insercion de aminoacidos y
transportadas en plasmidos transferibles, revelan el surgimiento de nuevos mecanismos
de resistencia en América del Sur, lo que limita las opciones terapéuticas y resalta la

importancia de mantener una vigilancia continua (Vasquez-Ponce et al., 2023).

Las carbapenemasas de clase molecular B (metalo-B-lactamasas, MBL) requieren
zinc en su sitio activo y no son inhibidas por 4cido clavuldnico o tazobactam, sino por
quelantes como EDTA. Se dividen en tres subclases: B1 y B3 hidrolizan todos los -
lactdmicos excepto monobactamicos, mientras que B2 act@ia exclusivamente sobre
carbapenémicos. Las MBL mas importantes (NDM, IMP, VIM) son plasmidicas y

predominan en Enterobacterales, P. aeruginosa y Acinetobacter (Boyd et al., 2020).

Las B-lactamasas de clase B son enzimas dependientes de Zn*" que presentan un
mecanismo hidrolitico distinto al de otras clases. Estas MBL inactivan los antibioticos -
lactamicos mediante la hidrélisis de su anillo, utilizando el grupo hidroxilo (OH") de una

molécula de agua activada por los iones zinc del sitio activo (figura 4 ). (Bonomo, 2017).
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Este grupo actia como nucleo6filo, atacando el carbono del anillo B-lactdmico y

provocando su ruptura sin la formacion de intermediarios covalentes (Bahr et al., 2021).

Durante este proceso, se genera un intermediario anidnico de alta energia,
considerado clave en la reaccion. Tras la hidrdlisis, el sitio activo se regenera, lo que
permite a la enzima continuar inactivando nuevas moléculas del antibidtico. Este
mecanismo, comun a todas las MBL, puede involucrar uno o dos iones zinc segun la
subclase, y se caracteriza por no formar complejos estables con el sustrato, a diferencia

de las B-lactamasas de clase A, C y D (Meini et al., 2015).

Figura 4 Sitio activo de una metalo-f-lactamasa
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Fuente: Tomado de Bonomo. (2017).

Estas enzimas de clase molecular B, son transferibles y con frecuencia se localizan
como casetes génicos en integrones de clase 1 y, en menor medida, en plasmidos o
transposones. Suelen estar asociadas a otros determinantes de resistencia, como genes que
codifican enzimas modificadoras de aminoglucdsidos, lo que favorece fenotipos de
multirresistencia. Su amplio espectro de hidrélisis y su capacidad de diseminacion
mediante elementos genéticos modviles constituyen un importante problema clinico

(Walsh et al., 2005).
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Las MBL con mayor distribucion geografica son IMP, VIM y NDM (Bonomo,
2017). IMP fue la primera MBL transferible identificada en P. aeruginosa en Japon en
1988 (Watanabe et al., 1991). VIM se reportd inicialmente en P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos en Italia en 1999 (Lauretti et al., 1999) y fue la MBL predominante en
Europa y el Mediterraneo hasta 2017 (Mojica et al., 2016). Por su parte, NDM, detectada
en K. pneumoniae y E. coli de un paciente procedente de India en 2008 (Yong et al.,
2009), ha mostrado la diseminacion geografica mas rapida y extensa entre todas las MBL
(Mojica et al., 2022).

A nivel mundial, la prevalencia de enterobacterales portadoras de MBL ha
aumentado en todas las regiones, con las proporciones mas elevadas en Asia-Pacifico
(59,4%) y Africa/Medio Oriente (49,0%) durante 2018-2019, superando los niveles del
periodo 2012-2017 (Kazmierczak et al., 2021; Estabrook et al., 2023). Ademas, a escala
global, el 7,8% de las enterobacterias resistentes a meropenem portaban dos
carbapenemasas, siendo la combinacion NDM con OXA-48-like la mas frecuente
(84,4%), lo que evidencia la creciente complejidad de los mecanismos de resistencia y su

impacto en las opciones terapéuticas (Estabrook et al., 2023).

La rapida propagacion de NDM a nivel global se ha visto impulsada
principalmente por los viajes internacionales. Los primeros casos en Reino Unido
estuvieron vinculados al subcontinente indio, y posteriormente la incidencia aument6 de
forma pronunciada en la region mediterranea de Europa, donde el 57% de los casos
iniciales se asociaron a hospitalizaciones previas en India o los Balcanes (Struelens et al.,
2010; Canton et al., 2012). El primer brote en Europa ocurri6 en Italia en 2011 a partir de
un paciente procedente de India, lo que llevo a que el pais alcanzara altas tasas de NDM
en 2017; Grecia, por su parte, reportd casos sostenidos desde 2014 asociados a viajes
desde los Balcanes (Grundmann et al., 2017; Wu et al., 2019). En Norteamérica, el
traslado de pacientes desde India introdujo cepas productoras de NDM en Canada y
Estados Unidos, consolidando la diseminacion intercontinental impulsada por la

movilidad humana (Peirano et al., 2014; Mataseje et al., 2016).

El abordaje terapéutico de infecciones por cepas productoras de NDM presenta
desafios notables debido a la complejidad de sus mecanismos de resistencia. Aunque el
aztreonam es estable frente a las MBL, su uso clinico es limitado debido a que estas cepas

suelen co-expresar BLEE o AmpC, que hidrolizan el antibidtico. Para superar esta
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barrera, la combinacion de aztreonam con avibactam un inhibidor de B-lactamasas de
serina protege al aztreonam de dichas enzimas, demostrando potente actividad in vitro

contra Enterobacterales NDM-positivas productoras de BLEE (Karlowsky et al., 2017).

Adicionalmente, aunque ceftazidima-avibactam no es activo frente a NDM, su
asociacion con aztreonam ha mostrado un efecto sinérgico y bactericida (Wenzler et al.,
2017). Esta accion conjunta ha mostrado resultados clinicos favorables: varios reportes
de caso validan la eficacia de esta combinacion en infecciones por CRE NDM-positivas,
considerandola una alternativa util cuando no existen otras opciones terapéuticas (Shaw

etal., 2018).

Las B-lactamasas tipo OXA (clase D) se caracterizan por su mayor capacidad
hidrolitica frente a oxacilinas en comparacion con las clases A y C, y han evolucionado
de ser enzimas poco frecuentes, mediadas por pldsmidos y con actividad principalmente
frente a penicilinas, a constituir un mecanismo relevante de resistencia a los
carbapenémicos (Evans & Amyes, 2014). Dentro de las variantes con actividad
carbapenemasa se distinguen dos grupos principales: aquellas predominantes en A.
baumannii (OXA-23, OXA-24, OXA-51 y OXA-58), donde tanto enzimas adquiridas
como la sobreexpresion de OXA cromosémicas contribuyen a la resistencia, y las propias
de Enterobacterales, representadas por las enzimas tipo OXA-48, identificadas
inicialmente en 2004 en K. pneumoniae en Turquia. La diseminacion de estas enzimas,
facilitada por su transferencia entre especies, ha incrementado su impacto clinico,
consolidandolas como una amenaza importante para la eficacia de los carbapenémicos

(Poirel et al., 2004).

Las B-lactamasas de clase D, como OXA-48, son hidrolasas de serina cuyo
mecanismo de accion es similar al de las proteasas de serina. Inicialmente, se forma el
complejo enzima—sustrato (ES), tras lo cual la serina del sitio activo ataca al sustrato y
genera un intermediario covalente acil-enzima (EAc). Posteriormente, una molécula de
agua activada hidroliza este intermediario, liberando el producto (P), que carece de
actividad antibidtica. En estas enzimas, la activacion del agua de desacilacion estd

mediada por una lisina carboxilada (Golemi et al., 2001).
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Las enzimas tipo OXA-48 son capaces de degradar aminopenicilinas,
carboxipenicilinas y ureidopenicilinas, asi como cefalosporinas de espectro reducido (p.
¢j., cefalotina); son poco activas frente a carbapenémicos y presentan escasa actividad
hidrolitica en cefalosporinas de espectro extendido como ceftriaxona, ceftazidima y

cefepima (Pitout et al., 2019).

Los Enterobacterales que albergan el gen blaoxa-4s, especialmente K.
pneumoniae, son endémicos en el Medio Oriente y el norte de Africa, donde causan brotes
nosocomiales (Pitout et al., 2019). También se han reportado brotes asociados a la
atencion sanitaria en otras regiones, principalmente vinculados a K. pneumoniae y E. coli.
El gen blaoxa-4s se localiza generalmente en pldsmidos conjugativos IncL tipo pOXA-
48a, asociados a variantes del transposon compuesto Tn1999, presentes en diversos
secuenciotipos de K. pneumoniae y otras especies. Este elemento genético desempefia un
papel importante en la diseminacidn internacional e interespecie de blaoxa-as (Poirel et

al., 2012).

Las carbapenemasas tipo OXA-48 son actualmente las mas prevalentes en
Enterobacterales a nivel mundial y siguen extendiéndose hacia regiones no endémicas,
donde causan brotes hospitalarios. Entre sus variantes mas frecuentes se incluyen OXA-
48, OXA-181, OXA-232, OXA-204, OXA-162 y OXA-244. La distribucion geografica
varia: OXA-48 predomina en el norte de Africa y el Medio Oriente; OXA-162 y OXA-
244 se han descrito principalmente en Europa; mientras que OXA-181 y OXA-232 son
mas frecuentes en el subcontinente indio y en algunas zonas del Africa subsahariana. Los
resultados de la vigilancia genomica y de estudios clinicos indican que las
Enterobacterales productoras de OXA-48 son endémicas en ciertas regiones y se
introducen de manera habitual en areas previamente no afectadas (Brink et al., 2013;

Lunha et al., 2016; Pitout et al., 2019).

La diseminaciodn clonal contribuye poco a la propagacion de carbapenemasas; sin
embargo, algunos clones de alto riesgo, como K. pneumoniae ST147 y E. coli ST38, han
contribuido a su expansion a nivel mundial. Aun asi, detectar enzimas OXA-48 sigue
siendo un dolor de cabeza, sobre todo en regiones no endémicas. Alli muchos laboratorios
clinicos ni siquiera hacen pruebas especificas. Y para colmo, el fenotipo que producen

tiene niveles bajos de resistencia a carbapenémicos, lo que complica identificarlas con
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métodos convencionales. Esto sugiere que su incidencia podria estar subestimada. Sin
duda, es una amenaza creciente para la salud publica (Van Duin & Doi, 2017; Pitout et

al., 2019).

En este sentido, identificar Enterobacterales productores de carbapenemasas tipo
OXA-48-like es necesario para el manejo clinico, el control de infecciones y la vigilancia
epidemiologica. Aunque los métodos fenotipicos han mostrado avances importantes, la
baja actividad enzimatica continua limitando su capacidad de deteccidon, incluso en
sistemas automatizados. Entre los antibioticos utilizados para el tamizaje, el meropenem
mantiene un equilibrio aceptable entre sensibilidad y especificidad; sin embargo, hasta el
momento no se dispone de un agente inico que garantice una deteccion optima. Por otro
lado, las técnicas moleculares basadas en PCR ofrecen una elevada precision diagnostica,
aunque su implementacion suele verse limitada por los costos y el tiempo requerido para
su procesamiento. Frente a estas limitaciones, los inmunoensayos de flujo lateral han
surgido como una alternativa rapida y prometedora para la deteccion de estos mecanismos

de resistencia (Pitout et al., 2019).
2.3 Mecanismos de resistencia no enzimaticos

2.3.1. Modificacion de 1a Permeabilidad: Porinas

La capacidad de las bacterias Gram negativas para resistir los antibidticos
betalactdmicos no se limita a la produccion de betalactamasas; existen otros procesos
involucrados como: la alteraciéon o pérdida de las porinas, proteinas integrales de la
membrana externa que facilitan la entrada de nutrientes y antibidticos en la célula
bacteriana. La modificacion o ausencia de estas porinas puede reducir la permeabilidad
de la membrana, limitando la entrada de betalactdmicos y contribuyendo asi a la

resistencia (Kim et al 2020).

La membrana externa de las bacterias Gram negativas facilita la difusion pasiva
de solutos pequefios y hidrofilicos, asi como de antibidticos clave (como los -
lactdmicos), mediante proteinas que forman canales (Achouak et al., 2001). Las porinas
constituyen un grupo de estas proteinas y se encuentran en bacterias de la clase gamma-
proteobacteria, como E. coli, Salmonella, Shigella, entre otras (Ghai & Ghai, 2018).
Ademas de su funcion en el paso de sustancias, las porinas son responsables de mantener

la integridad de la envoltura celular y de actuar como receptores de bacteriocinas y
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bacteriofagos. También juegan un papel en la patogénesis bacteriana, participando en

procesos como la invasion, la resistencia al suero y la adherencia (Buchanan, 1999).

Las porinas son proteinas integrales de la membrana externa cuya clasificacion se
basa principalmente en su estructura y funcion; en general, las proteinas de membrana se
dividen en dos tipos: de hélice alfa, predominantes en la membrana citoplasmadtica, y de
barril beta, caracteristicos de la membrana externa. Estas ultimas presentan cadenas
laterales hidrofobicas orientadas hacia la membrana y una estructura estabilizada por
enlaces de hidrégeno. Las porinas corresponden a proteinas de tipo barril B, formadas por
laminas P organizadas en un cilindro que genera un canal, cuya arquitectura se define por
el nimero de hebras (generalmente entre 8 y 22) y su grado de inclinacion, relacionado
con el nimero de cizalladura, factores que determinan las propiedades del poro. Como se
observa en la Figura 5, la disposicién e inclinacion de las hebras B influyen en la
selectividad y el transporte de moléculas, permitiendo que estos barriles funcionen
principalmente como canales para la captacion de nutrientes y, en algunos casos, en
procesos mas especializados, lo que, junto con su estructura relativamente simple, los
convierte en modelos ttiles para la ingenieria de canales (Schulz, 2002).

Figura 5 Arquitectura general de una proteina de barril

2R

Fuente: Tomado de Schulz (2002).

En E. coli se han identificado tres porinas principales: OmpF, OmpC y PhoE, las
cuales se diferencian por la carga y el tamano de los solutos que permiten atravesar la

membrana. En el caso de K. pneumoniae, las porinas mas relevantes son OmpK35 y
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OmpK36, responsables del transporte de solutos hidrofilicos hacia el interior de la célula

bacteriana (Tsai et al., 2011).

La reduccion de la permeabilidad de la membrana externa puede estar asociada a
mutaciones que inactivan estas porinas, a alteraciones en su expresion o incluso a su
pérdida completa. Diversos estudios han demostrado que la ausencia de OmpK35 y/o
OmpK36 en K. pneumoniae se encuentra estrechamente relacionada con la resistencia a
cefalosporinas y carbapenémicos (Jacoby et al., 2004). Asimismo, se han descrito
mutaciones en los genes ompC y ompF que conducen a la pérdida de estas porinas,
contribuyendo a la resistencia a carbapenémicos en Enterobacter spp., E. coli y S.

marcescens (Masi et al., 2017).

Mas alla de la pérdida estructural, la expresion diferencial de porinas también
modula la permeabilidad antibidtica, como se ha evidenciado en P. aeruginosa. Amisano
et al. (2025) determinaron los coeficientes de permeabilidad para varios antibidticos en
cepas con diferente expresion de porinas, demostrando que OprD y OpdP contribuyen a
la internalizacion de meropenem y biapenem. Mediante qRT-PCR, observaron que la
expresion de OpdP es menor en fase exponencial y aumenta en fase latente, de forma
inversamente proporcional a OprD. Ademas, la deleciéon de OpdP en presencia de
meropenem a concentraciones equivalentes a la CIM favorece la seleccion de cepas
resistentes a carbapenémicos. Estos hallazgos refuerzan la importancia clinica de las
alteraciones en porinas ya sea por pérdida o por variaciones en su expresion como
mecanismo de resistencia a carbapenémicos, particularmente cuando la exposicion a

antibioticos ocurre en concentraciones suboptimas.

2.3.2. Expulsion Activa: Bombas de Eflujo

Las bombas de eflujo bacterianas son mecanismos activos que expulsan sustancias
toxicas, incluidos antibioticos, desde el interior de la célula hacia el exterior. Este proceso
disminuye la concentracion del fairmaco dentro de la bacteria, impidiendo su accion
terapéutica. Representan un importante mecanismo de resistencia antimicrobiana (Pradel
& Pages, 2002).

Hay cinco familias principales de bombas de eflujo en bacterias Gram-negativas:

la superfamilia del facilitador mayor (MFS), la familia de resistencia pequeiia a multiples
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farmacos (SMR), la familia de extrusion de multiples fairmacos y toxinas (MATE), la
superfamilia del casete de union a ATP (ABC), la superfamilia de resistencia-nodulacién-
division (RND) y la familia de eflujo de compuestos antimicrobianos proteobacterianos

(PACE) (Hassan et al., 2015).

Las bombas de eflujo bacterianas, especialmente las pertenecientes a la
superfamilia RND, representan uno de los principales mecanismos de resistencia en
bacilos Gram negativos. Estas estructuras tienen la capacidad de expulsar diversos
antibidticos y compuestos toxicos fuera de la célula bacteriana, favoreciendo el desarrollo
de resistencia multidrogas en microorganismos como FE. coli, P. aeruginosa y A.

baumannii (Kavanaugh et al., 2024).

El aumento en su expresion o las modificaciones en su estructura disminuyen la
concentracion intracelular de antibidticos, incluidos los [-lactdmicos y sus
combinaciones con inhibidores, lo que reduce considerablemente su eficacia terapéutica
(Rouvier et al., 2025). Ademas, estas bombas participan en procesos relacionados con la
virulencia bacteriana y la formacion de biopeliculas, contribuyendo a una mayor

capacidad de infeccion y persistencia de los patdgenos (Xie et al., 2025).

Aunque se han identificado inhibidores con potencial terapéutico, su uso clinico
todavia es limitado debido a problemas relacionados con la farmacocinética y la toxicidad
(Duffey et al., 2024; Rouvier et al., 2025). En consecuencia, las investigaciones actuales
se enfocan en comprender mejor los mecanismos genéticos y estructurales que regulan
estas bombas, con el propdsito de desarrollar estrategias mas eficaces para combatir la
resistencia antimicrobiana en bacilos Gram negativos (Novelli & Bolla, 2024).

Dentro de los sistemas de eflujo pertenecientes a la familia RND, la bomba
tripartita AcrAB—TolC ha sido ampliamente estudiada debido a su importante
participacion en la resistencia bacteriana. Este sistema posee la capacidad de expulsar
diferentes sustancias toxicas, entre ellas numerosos antibioticos, lo que le permite actuar
frente a una gran diversidad de compuestos y favorecer el desarrollo de resistencia a
multiples fArmacos. Ademas de su implicacion en la resistencia antimicrobiana, AcrAB—
TolC interviene en otros procesos asociados con la supervivencia y adaptacion bacteriana,
como la formacion de biopeliculas, la virulencia durante las infecciones y la respuesta

frente a condiciones de estrés ambiental. Estas funciones aumentan su relevancia en la
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patogenicidad de bacterias Gram negativas y contribuyen a dificultar el tratamiento de las
infecciones que producen. Debido a su participacion en mecanismos que afectan
directamente la eficacia terapéutica, este sistema de eflujo ha despertado un creciente
interés como posible objetivo para el desarrollo de nuevas estrategias destinadas al control

de infecciones causadas por bacterias Gram negativas (Yamasaki et al., 2015; Jang, 2023).

Especialmente, AdeB cumple una funcion fundamental en la resistencia frente a
distintos antibioticos, tanto en células planctonicas como en biopeliculas. La inactivacion
de este sistema altera procesos relacionados con la movilidad bacteriana, la formacion de
biopeliculas y la expresion de genes asociados con la virulencia, lo que también
disminuye la capacidad patogénica de la bacteria. En conjunto, estos resultados resaltan
la importancia de las bombas de eflujo RND como mecanismos centrales en la resistencia
antimicrobiana y la virulencia bacteriana, ademés de sefialar su potencial como objetivos

terapéuticos para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento (Xie et al., 2025).

La estructura del complejo AcrAB-TolC ha sido resuelta mediante técnicas
avanzadas como la cristalografia de rayos X y la microscopia crioelectrénica, lo que ha
permitido comprender en detalle su organizacion y mecanismo de accion (Du et al., 2014;
Jang, 2023). Este sistema tripartito, caracteristico de la familia RND, estd conformado
por tres componentes principales: AcrB, una proteina trimérica localizada en la membrana
interna; TolC, también trimérica, situada en la membrana externa; y AcrA, una proteina
hexamérica que actia como puente en el espacio periplasmico, asegurando la conexion
funcional del complejo (Fig. 1A, B).

Los estudios de microscopia crioelectronica han permitido visualizar el complejo
completamente ensamblado, incluyendo a TolC en su conformacion abierta y al trimero
de AcrB, donde se identifican hélices transmembrana y subdominios estructurales clave
(Wang et al., 2017). Ademas, cada uno de los tres protomeros de AcrB experimenta un
ciclo conformacional dindmico compuesto por tres estados secuenciales: suelto (L),
ajustado (T) y abierto (O). Esta rotacion funcional es fundamental para el mecanismo de

expulsion de sustratos hacia el exterior de la célula (Reading et al., 2020).
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Figura 6 Arquitectura de AcrAB—TolC.
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2.4. Mecanismos de resistencia a otras familias de antibioticos

2.4.1 Resistencia a aminoglucdsidos

Los aminoglucésidos (AG) atraviesan la envoltura de las bacterias Gram
negativas mediante un proceso que involucra ambas membranas. Inicialmente, cruzan la
membrana externa, una bicapa asimétrica de fosfolipidos y lipopolisacaridos que actia
como barrera hidrofobica, a través de poros que funcionan como filtros selectivos (Masi
et al., 2019). Posteriormente, alcanzan el espacio periplasmico y deben atravesar la
membrana interna, cuya permeabilidad estd asociada a la fuerza proton-motriz generada
por la cadena respiratoria. A diferencia de otros antibidticos como la vancomicina, que no
logran penetrar la membrana externa (Stokes et al., 2016), los AG pueden superar ambas
barreras mediante mecanismos de transporte especificos e inespecificos, lo que explica
su eficacia frente a bacterias Gram negativas; sin embargo, la mayoria de los estudios
sobre este proceso se han realizado en células en fase de crecimiento exponencial. Una

vez en el citoplasma, estos antibidticos ejercen su accion al unirse al sitio A de la
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subunidad ribosomal 308, interfiriendo con el ARNr 16S e inhibiendo la sintesis proteica.
No obstante, diversas bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia, siendo el mas

comun la produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Lang et al., 2023).

2.4.1.1 Enzimas Modificadoras de Aminoglucésidos

Las enzimas modificadoras de aminoglucosidos inactivan estos antibioticos
mediante acetilacion (AAC), fosforilacion (APH) o adenilacion (ANT), al catalizar
modificaciones en los grupos —OH o —NH: del ntcleo de 2-desoxiestreptamina o de los
residuos azucarados. En funcion del tipo de reaccion que realizan, se clasifican en N-
acetiltransferasas (AAC), O-nucleotidiltransferasas (ANT) y O-fosfotransferasas (APH).
Cada una de estas familias se subdivide en subtipos segun la posicion del aminoglucésido
modificada por la enzima, indicada mediante un nimero romano y, en algunos casos, una
letra cuando existen varias enzimas que actian sobre el mismo sitio (Ramirez &
Tolmasky, 2010). Los principales sitios de modificacion de los aminoglucésidos por las
enzimas modificadoras de aminoglucdsidos mas comunes se ilustran para kanamicina A
en la figura 7.

Figura 7 Sitios de modificacion quimica por enzimas modificadoras de
aminoglucosidos representativas en kanamicina A
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Fuente: tomado de Krause et al (2016).

Los genes que codifican estas enzimas suelen localizarse en plasmidos,
transposones ¢ integrones, lo que favorece su transferencia horizontal y su co-seleccion

con otros determinantes de resistencia, como las carbapenemasas (Lang et al., 2023).
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Ademads, la mutagénesis contribuye a la generacion continua de nuevas variantes
enzimaticas capaces de modificar un nimero creciente de antibidticos. La diseminacion
de estos genes puede ocurrir tanto a nivel molecular mediante integrones, casetes génicos,
transposones o elementos conjugativos integrativos como a nivel celular, a través de
conjugacion (plasmidos movilizables o conjugativos), transformacion natural o
transduccion, lo que facilita su propagacion entre diferentes especies bacterianas

(Tolmasky, 2007).

Respecto a su distribucion, se ha observado que en A. baumannii predominan
principalmente las enzimas APH y ANT, mientras que en P. aeruginosa las mas frecuentes
corresponden a las AAC. En el caso de las Enterobacterales, la presencia de estos
mecanismos de resistencia puede variar de acuerdo con la region geografica y los patrones

locales de uso de antibidticos (Adeniyi et al., 2015).

2.4.1.2 Metilacion del ARNr 16S (16S-RMTasas)

La metilacion del ARNr 16S mediada por metiltransferasas plasmidicas (RmtA—
H, ArmA y NpmA) representa una amenaza creciente, ya que confiere resistencia de alto
nivel a la mayoria de los aminoglucosidos y, ademas, suele asociarse con genes de
resistencia a [-lactdmicos en elementos genéticos moviles, lo que favorece su
diseminacion (McGann et al., 2016). En este contexto, aunque los aminoglucosidos
continllan siendo opciones terapéuticas importantes, su eficacia se ve cada vez mas
comprometida por la propagacion de estos genes en bacterias Gram negativas. Un analisis
genOdmico en el continente americano identifico 4.877 secuencias de metiltransferasas del
ARNr 168, principalmente en A. baumannii, K. pneumoniae y E. coli, con mayor
prevalencia en paises como Estados Unidos, Brasil, Canad4d y México, y un incremento
notable en los tltimos afios. El gen armA fue el mas frecuente, aunque otros como rmiB,
rmtE y rmtF muestran potencial emergente, lo que resalta la necesidad de fortalecer la
vigilancia genémica bajo un enfoque One Health, especialmente en regiones con datos

limitados (Sellera et al., 2023).

Por su parte, Jouybari et al (2021) reportan que los altos valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI) de aminoglucésidos observados en aislados que presentan

simultineamente genes de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos y la metilasa
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ArmA evidencian el papel de estos determinantes en la resistencia a aminoglucésidos en
A. baumannii. No obstante, la seleccion del antibidtico basada en pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, junto con el uso de terapias combinadas, podria contribuir
amejorar el manejo de las infecciones causadas por este patdogeno. En este sentido, resulta
fundamental fortalecer los sistemas de vigilancia, con el fin de generar evidencia que
respalde estrategias efectivas de prevencion, tratamiento y control de las infecciones

asociadas a este microorganismo.

La resistencia a los aminoglucésidos mediada por metiltransferasas adquiridas del
ARNr 16S (16S-RMTasas) comenzo a describirse a inicios de la década del 2000 y, desde
entonces, ha adquirido gran relevancia clinica. Su presencia se ha relacionado
estrechamente con la diseminacion de carbapenemasas, favoreciendo la aparicion de
microorganismos extensamente resistentes (XDR) e incluso panresistentes en algunos
casos. Aunque los aminoglucosidos no siempre constituyen la primera opcidn terapéutica
en diferentes escenarios clinicos, contindlan siendo antibidticos de gran importancia
debido a su elevada actividad bactericida, especialmente frente a patdgenos resistentes a
otras familias antimicrobianas, como los B-lactdmicos y las fluoroquinolonas. En este
sentido, la propagacion de las 16S-RMTasas en bacterias multirresistentes (MDR)
representa una preocupacion creciente para la practica clinica y la salud publica, ya que
limita atin mas las alternativas terapéuticas disponibles para el tratamiento de infecciones

graves (Doi et al., 2016).

2.4.2 Resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas

Las quinolonas han evolucionado de ser antimicrobianos de uso limitado,
principalmente en infecciones del tracto urinario, a convertirse en una de las clases mas
prescritas a nivel mundial, utilizadas frente a una amplia variedad de infecciones causadas
por bacterias Gram negativas y Gram positivas. Sin embargo, su eficacia se ha visto
progresivamente comprometida por el aumento de la resistencia bacteriana, documentada

en numerosas especies expuestas a estos farmacos (Aldred et al., 2014).

Estos antibioticos ejercen su accion bactericida mediante la inhibicion de las
topoisomerasas de tipo II, principalmente la ADN girasa y la topoisomerasa IV, esenciales

para la replicaciéon del ADN bacteriano (Drlica et al., 2009). La comprension de su
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mecanismo de accidon ha permitido identificar que las alteraciones en estas enzimas, junto
con otros factores como cambios en la permeabilidad de la membrana, el aumento de la
expulsion activa del farmaco y modificaciones metabolicas, contribuyen al desarrollo de
resistencia (Guan et al., 2013).

En este contexto, la resistencia a las quinolonas puede explicarse por tres
mecanismos principales que suelen coexistir: (1) la modificacion de la diana, mediada
por mutaciones en la ADN girasa y la topoisomerasa IV que disminuyen la afinidad del
antibidtico; (2) la resistencia mediada por plasmidos, que incluye proteinas Qnr, la enzima
Aac(6")-Ib-cr y bombas de eflujo plasmidicas que reducen la accioén del farmaco; y (3)
mecanismos cromosomicos, como la disminucion de porinas en bacterias Gram negativas
y la sobreexpresion de bombas de eflujo, que limitan la entrada y favorecen la expulsion

del antibidtico (Kim et al., 2009).

Figura 8§ Mecanismos de resistencia a las quinolonas.

Fuente: Tomado de Aldred et al (2014).

2.4.2.1 Modificacion de la diana

La resistencia a las quinolonas constituye un problema clinico creciente que
compromete la eficacia de estos antimicrobianos. Este fendmeno puede explicarse por
tres mecanismos principales, que no son excluyentes y pueden acumularse, generando
altos niveles de resistencia (Aldred et al., 2014). El mecanismo mas frecuente es la

resistencia mediada por la modificacion de la diana, asociada a mutaciones puntuales en
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los genes que codifican la ADN girasa y la topoisomerasa IV (Hooper, 1999). Estas
mutaciones, comiunmente localizadas en gyr4 y parC, afectan residuos clave como serina
y acido glutamico o aspartico, alterando el sitio de union del antibidtico mediante la
modificacion del puente agua—ion metalico (Hooper, 1999; Morgan-Linnell et al., 2009).
Mientras que una mutacion en una sola enzima suele conferir bajos niveles de resistencia
(10 wveces), la acumulacibn de mutaciones en ambas puede incrementarla
significativamente, alcanzando niveles de 10 a 100 veces. Las mutaciones mas frecuentes,
responsables de mas del 90% de los casos en aislados clinicos y de laboratorio, se
localizan en residuos de serina y, con menor frecuencia, en residuos acidos. Estos
aminoacidos son esenciales para anclar el puente agua 16n metalico que facilita la unién
del farmaco; su modificacion interrumpe este puente e impide la accion de la quinolona

(Figura 9) (Morgan-Linnell et al., 2009).
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Figura 9 Mecanismo de union quinolona-topoisomerasa mediante puente de

agua-ion metalico. Un ion Mg?" une la quinolona a la topoisomerasa mediante un
puente de agua con serina y dcido. Mutaciones en serina causan resistencia clinica.
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2.4.2.2 Resistencia mediada por plasmidos (PMQR)

La resistencia a quinolonas mediada por plasmidos constituye un problema clinico
emergente que generalmente confiere niveles bajos de resistencia (<10 veces), aunque en
algunos casos puede alcanzar incrementos de hasta ~250 veces en la concentracion
inhibitoria. A diferencia de la resistencia mediada por mutaciones en las dianas
enzimaticas, que se transmite verticalmente, este tipo de resistencia puede diseminarse
tanto vertical como horizontalmente mediante conjugacién bacteriana. Ademads, los
plasmidos que portan estos determinantes con frecuencia contienen genes adicionales que

confieren resistencia a otros antimicrobianos (Aldred et al., 2014).

Se han descrito tres familias principales de genes implicados en la resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos. La primera corresponde a los genes gnr, que codifican
proteinas de repeticion de pentapéptidos (~200 aminoacidos), con cerca de 100 variantes
agrupadas en al menos cinco subfamilias (Rodriguez-Martinez et al., 2011). Estas
proteinas actlian como miméticos del ADN, interfiriendo con la unién de la ADN girasa
y la topoisomerasa IV al ADN y protegiendo a estas enzimas de la accion de las

quinolonas (Tran et al., 2005).

La segunda categoria esta representada por aac(6')-Ib-cr, una variante de
acetiltransferasa de aminoglucésidos que, debido a mutaciones especificas (W102R y
D179Y), posee la capacidad de modificar fluoroquinolonas como ciprofloxacino y
norfloxacino mediante un proceso de acetilacion, disminuyendo asi su actividad

antibacteriana (Guillard et al., 2013).

La importancia clinica de estos mecanismos ha sido demostrada en distintos
estudios epidemioldgicos. Sah y Feglo (2022), por ejemplo, reportaron una elevada
prevalencia de genes PMQR en patdogenos Gram negativos, con predominio de aac(6')-
1b-cr (89,6 %), gnrS (56,3 %) y ogxA (47,9 %). Estos resultados evidencian la capacidad
de estos determinantes para diseminarse horizontalmente y favorecer la expansion de
cepas resistentes. De forma similar, Aref et al. (2025) describieron altos niveles de
resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas en E. coli uropatégena en Iran, asociados
principalmente con la presencia de gnrS y gnrB, genes que mostraron una relacion

significativa con la resistencia a multiples antibidticos. En conjunto, estos hallazgos
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ponen en evidencia la amplia circulacion de determinantes plasmidicos de resistencia y
resaltan la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemiologica, fomentar el uso racional

de antimicrobianos y reforzar las medidas de control de infecciones.

Finalmente, un tercer mecanismo de resistencia corresponde a las bombas de
eflujo codificadas en plasmidos, como OgxAB, QepAl y QepA2 (Yamane et al., 2007;
Strahilevitz et al.,2009) que disminuyen la concentracion intracelular del antibiotico al
expulsarlo fuera de la célula. QepA se ha descrito principalmente en aislamientos de
origen humano, mientras que OqxAB se asocia con mayor frecuencia a infecciones de

origen animal (Kim et al., 2009).

2.4.2.3 Mecanismos cromosomicos de resistencia: alteracion de la

permeabilidad por pérdida de porinas y sobreexpresion de bombas de eflujo

Mecanismos cromosomicos adicionales incluyen la disminucion de la expresion
o alteracion de porinas, que limita la entrada del formaco al interior bacteriano, y la
sobreexpresion de bombas de eflujo que expulsan activamente las quinolonas fuera de la
célula, reduciendo su concentracién intracelular (Kherroubi et al.,, 2024;). La
combinacion de estas estrategias puede aumentar significativamente los niveles minimos
inhibitorios (MIC) y contribuir a una resistencia mas robusta. También se ha observado
que mecanismos plasmidicos pueden coexistir con los cromosémicos, aunque en algunos
estudios predominan las mutaciones cromosomicas (Amel et al., 2024). Finalmente,
factores ambientales como el pH pueden influir en la actividad antimicrobiana y en la
eficacia relativa de diferentes fluoroquinolonas frente a cepas resistentes (Alexandre et

al., 2025).

2.4.3 Resistencia a Polimixinas (Colistina)

Las polimixinas constituyen una opcion terapéutica de ultima linea frente a
infecciones por bacterias Gram negativas multirresistentes, aunque su uso creciente ha
impulsado la aparicion de cepas resistentes. El mecanismo de accion de las polimixinas
frente a estas bacterias ha sido ampliamente estudiado debido a su importancia terapéutica

y a la creciente aparicion de resistencia. Aunque aun no se conocen completamente todos
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los detalles de su actividad antibacteriana, se sabe que su efecto depende de la interaccion

inicial con la membrana externa bacteriana (Moubareck, 2020).

Las polimixinas, péptidos cationicos anfipaticos de aproximadamente 1000 Da,
se unen al lipopolisacarido (LPS) y a los fosfolipidos de la membrana externa,
desplazando cationes divalentes como Mg** y Ca?" de los grupos fosfato del lipido A, lo
que desestabiliza la membrana, provoca la fuga del contenido intracelular y conduce a la
muerte celular (Yu et al.,, 2015). Este proceso de auto-promocioén de captacion es
facilitado por la naturaleza cationica del antibiotico, que compite con los iones divalentes
por los sitios de union en el LPS (Zavascki et al., 2007). La eficacia de este proceso se
relaciona con la estructura particular de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, que rodea una delgada capa de peptidoglicano y actia como una barrera
selectiva de permeabilidad frente a moléculas toxicas, incluidos detergentes y antibidticos
(Delcour, 2009). Esta membrana presenta una organizacion asimétrica compuesta por
fosfolipidos, LPS, proteinas y lipoproteinas, donde la bicapa fosfolipidica se localiza en
la cara interna y el LPS en la externa, junto con proteinas y lipoproteinas ancladas

(Whitfield & Trent, 2014).

Ademas del efecto directo sobre la integridad de la membrana, estudios recientes
han demostrado que las polimixinas pueden inducir la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) que contribuyen al dafo oxidativo del ADN, lipidos y proteinas,
amplificando su efecto bactericida (Yu et al., 2015). Este mecanismo secundario refuerza
la actividad letal del antibidtico, especialmente en concentraciones cercanas a la

concentracion minima inhibitoria (Andrade et al., 2020).

El principal mecanismo de resistencia implica modificaciones del
lipopolisacarido (LPS), especialmente del lipido A, mediante la adicion de grupos con
carga positiva como 4-amino-L-arabinosa, fosfoetanolamina o galactosamina, lo que
reduce la carga negativa de la superficie bacteriana y disminuye la unién del antibidtico.
Si bien estas modificaciones suelen estar codificadas en el cromosoma bacteriano, la
identificacion de genes plasmidicos mer (mer-1 a mer-8), que codifican transferasas de
fosfoetanolamina, ha generado alarma por su potencial de diseminacion rapida (Olaitan
et al., 2014). A esto se suman formas de resistencia intrinseca en especies como Neisseria

meningitidis, P. mirabilis y Burkholderia spp., asi como la alta resistencia adquirida en 4.
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baumannii por mutaciones en los genes IpxA, IpxC o IpxD que alteran la sintesis del
lipido A. Otros mecanismos, aunque de menor impacto, incluyen sobreproduccion de
polisacaridos capsulares, bombas de eflujo y alteraciones en proteinas de la membrana

externa (Moffatt et al., 2010).

En A. baumannii, la resistencia a colistina puede deberse a la pérdida completa
del lipopolisacarido (LPS) por mutaciones en los genes IpxA, [pxC o I[pxD, un mecanismo
antes considerado inviable en bacterias Gram negativas (Moffatt et al., 2010). Este
fendmeno ejemplifica la creciente amenaza que supone la resistencia de esta bacteria en
el ambito clinico, donde la colistina, utilizada como ultimo recurso frente a cepas
multirresistentes, muestra una eficacia cada vez mas limitada. Ante esta situacion, se han
propuesto diversas alternativas terapéuticas como combinaciones de antibidticos,
adyuvantes, péptidos antimicrobianos, nanotecnologia, terapia fotodinamica, sistemas
CRISPR/Cas y bacteriofagos que, pese a sus resultados prometedores en estudios

experimentales, requieren ain ensayos clinicos que confirmen su eficacia y viabilidad

(Islam et al., 2024).

2.4.3.1 Resistencia cromosomica

Frente a la exposicion a péptidos antimicrobianos catiénicos, como la polimixina
B y la colistina, las bacterias Gram negativas desarrollan mecanismos de resistencia
basados principalmente en la modificacion del lipopolisacarido (LPS), especialmente del
lipido A, que constituye la principal diana de estos antibioticos (Moffatt et al., 2010).
Entre las modificaciones mas importantes se encuentran la adicién de fosfoetanolamina
(PEtN) y 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N), ademas de procesos de desacilacion
e hidroxilacion. La sustitucion de grupos fosfato por L-Ara4N representa el mecanismo
mas frecuente y eficaz, ya que neutraliza la carga negativa del lipido A, disminuyendo la

union de las polimixinas a la membrana bacteriana (Ernst et al., 2001; Raetz et al., 2007).

Estas modificaciones del LPS estan reguladas por sistemas de dos componentes
(TCS) como PhoP/PhoQ y PmrA/PmrB. La activacion de estos sistemas ya sea por
estimulos ambientales o por mutaciones que provocan su expresion constitutiva induce la
sobreexpresion de los operones encargados de modificar el LPS,

como arnBCADTEF (para L-AradN) y pmrCAB (para PEtN) (Trent et al., 2001; Abraham
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& Kwon, 2009). En patéogenos como E. coli 'y K. pneumoniae, la resistencia cromosémica
a colistina esta regulada principalmente por estos TCS (Wang et al., 2024). El sistema
PhoPQ detecta sefiales ambientales y regula genes implicados en la modificaciéon de la
envoltura bacteriana, influyendo en la resistencia a colistina a través de su interaccion con

PmrAB y proteinas conectoras como PmrD (Mao et al., 2025).

Las mutaciones en los sistemas reguladores representan uno de los mecanismos
mas importantes involucrados en el desarrollo de resistencia bacteriana. En particular, las
alteraciones en pmrB modifican el funcionamiento del sistema PmrAB, favoreciendo el
incremento en la expresion de genes relacionados con la resistencia, como pmrA y pmrK
(Wang et al., 2024).

De igual manera, las mutaciones presentes en estos sistemas de dos componentes
(TCS) o en sus reguladores, como mgrB, pueden generar una activacion constitutiva de
las vias de resistencia. En K. pneumoniae, la sobreexpresion de pmrA, pmrB, phoP, phoQ
y otros genes asociados ha sido relacionada con la resistencia a colistina, frecuentemente
acompafiada de mecanismos adicionales de resistencia a otros antibidticos (Mirshekar et
al., 2024).

Ademas, la interaccion entre distintos sistemas reguladores, incluidos QseBC y
PmrAB, participa en la modulacion de procesos como la motilidad bacteriana y la
resistencia antimicrobiana. En este sentido, los reguladores de respuesta fosforilados
pueden activar o reprimir genes implicados en la resistencia.

En conjunto, estos resultados muestran la existencia de una compleja red
regulatoria en la que las mutaciones y los cambios en la expresion génica de los sistemas
PhoP/PhoQ y PmrA/PmrB coordinan la resistencia cromosdémica a colistina en

Enterobacterales (Ouyang et al., 2024; Wang et al., 2024).

2.3.3. 2 Resistencia plasmidica: genes mcr (mobile colistin resistance)

Hasta 2015, la resistencia a las polimixinas se atribuia principalmente a
mutaciones cromosomicas; sin embargo, posteriormente se demostré que también puede
originarse por genes transferibles mediados por plasmidos, conocidos como genes de
resistencia movilizada a colistina (mcr) (Anyanwu et al., 2020). El primer gen
identificado, mer-1, fue descrito en 2015 en E. coli de origen animal, humano y ambiental

en China, durante un programa de vigilancia de resistencia antimicrobiana (Liu et al.,
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2016). Al localizarse en plasmidos conjugativos, este gen se propag6 rapidamente entre
diversas bacterias Gram negativas y en multiples regiones del mundo en menos de un afio

desde su descubrimiento (Schwarz, & Johnson, 2016).

El gen mcr-1 codifica una transferasa de fosfoetanolamina (pEtN) encargada de
modificar el lipido A presente en el lipopolisacarido bacteriano mediante la incorporacion
de este grupo quimico. Esta modificacion reduce la carga negativa de la membrana
externa y favorece un mayor empaquetamiento de los lipidos de la envoltura celular (Gao
et al., 2016).

Como consecuencia, las polimixinas presentan menor capacidad de uniéon y
penetracion en la membrana bacteriana, debido al fortalecimiento de las interacciones
entre las moléculas de lipopolisacarido. Este proceso disminuye el dafio sobre la
membrana externa y contribuye al desarrollo de resistencia frente a este grupo de

antibioticos (Khondker et al., 2019).

Posteriormente se identificaron otras variantes, desde mcr-1 hasta mcr-9, en
diferentes bacterias Gram negativas reportadas en todos los continentes (Stefaniuk &
Tyski, 2019), y en 2020 se describio el gen mcr-10 en un plasmido de una cepa clinica
de Enterobacter roggenkampii (tabla 3 ) (Wang et al., 2020). Este mecanismo de
resistencia mévil compromete la eficacia terapéutica de las polimixinas, consideradas
antibidticos de ultimo recurso, y ha favorecido su diseminacion a escala global entre

humanos, animales, el ambiente y la cadena alimentaria (Shen et al.,2020).

Los estudios mas recientes confirman que los genes mcr representan una amenaza
significativa para la eficacia de la colistina, encontrandose ampliamente diseminados en
diversos tipos de pldsmidos y especies bacterianas a nivel global,
incluyendoEnterobacterales como Enterobacter, K. pneumoniae, E. coli y Salmonella
enterica, con frecuencia co-ocurriendo con otros genes de resistencia antimicrobiana
(Anyanwu et al., 2023). El gen mcr-9, por ejemplo, se origind en la década de 1960 y se
ha diseminado globalmente con una marcada preferencia por especies de Enterobacter;
frecuentemente se asocia con resistencia a colistina de bajo nivel, pero puede evolucionar

hacia resistencia de alto nivel en el &mbito clinico (Song et al., 2024).
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En los sectores avicolas de paises de ingresos bajos y medios, el uso inadecuado
y poco regulado de colistina ha favorecido la propagacién de genes de resistencia,
principalmente mediante transferencia horizontal a través de plasmidos conjugativos
asociados con secuencias de insercion y transposones (Anyanwu et al., 2023). Frente a
esta problematica, se han desarrollado diferentes herramientas diagndsticas, entre ellas
ensayos de PCR en tiempo real con sonda TagMan multiplex, que permiten identificar de
manera rapida las variantes conocidas del gen mcr en aislados clinicos y fortalecen las

estrategias de vigilancia epidemioldgica (Kigen et al., 2024).

Ante el incremento de la resistencia a polimixinas, resulta prioritario regular su
uso y reforzar las medidas de prevencion y control de infecciones. La deteccion de genes
mcr tanto en aislados de origen humano como animal evidencia la necesidad de
implementar estrategias integrales bajo el enfoque de Una Sola Salud (One Health),
orientadas a optimizar el uso de antimicrobianos y fortalecer la vigilancia epidemioldgica
para limitar la diseminacion de la resistencia a colistina mediada por plasmidos (Anyanwu
et al., 2023).

Aunque en los ultimos afos se han logrado avances importantes en el
conocimiento del mecanismo de accion de las polimixinas y de los procesos de resistencia
bacteriana, todavia son necesarios mas estudios que permitan comprender con mayor
profundidad su interaccién con la membrana bacteriana y mejorar su aplicacion en la
practica clinica (Moubarek, 2020).

Tabla 3 Variantes identificadas del gen de resistencia movilizada a colistina
(mcr), con sus especies bacterianas y el pais donde se detectaron por primera vez, asi
como su homologia de secuencia con mcr-1.

Tipo Especie de Pais de Homologia de | Informacion de la | Referencia
de primera primera secuencia con cepa
gen deteccion deteccion mcr-1 (%)
mcr
mcr-1 E coli China 100 SHP45 Liu et al.,
2016
mcr-2 E. coli Bélgica 76.7 CP011374 Xavier et
al., 2016
mcr-3 E. coli China 45 WJ1 Yin et al.,
2017
mcr-4 Salmonella Italia 34 R3445 Carattoli et
enterica serovar al., 2017
Typhimurium
mcr-5 | S. enterica subsp. | Alemania 63.89 11-00422 Borowiak et
enterica al., 2017
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mcr-6 Moraxella Gran 62 248-01T (DSM- AbuOun et
pluranimalium Bretafia 22804) al., 2017
mcr-7 K. pneumoniae China 65 5C20141012 Yang et al,,
2018
mcr-8 K. pneumoniae China 31.08 KPI1 Wang et al,,
2018
mcr-9 Salmonella Estados 63 GCF_002091095.1 Carroll et
enterica subsp. Unidos al., 2019
enterica (Nueva
York)
mcr- Enterobacter China 29.31 090065 Wang et al.,
10 roggenkampii (WCHER090065) 2020

Fuente: Adaptado de Moubareck, C. A. (2020). Polymyxins and bacterial

membranes: A review of antibacterial activity and mechanisms of resistance.

Membranes, 10(8), 181.
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Capitulo III.- Impacto clinico de la resistencia antimicrobiana

3.1. Evolucion del uso de antibioticos y emergencia de la resistencia

El descubrimiento de los antibidticos y su incorporacion a la practica clinica
representaron uno de los hitos mas trascendentales de la medicina del siglo XX, al
permitir el tratamiento eficaz de infecciones que hasta entonces resultaban mortales y
facilitar el desarrollo de procedimientos médicos y quirtrgicos complejos. Durante
décadas, estos farmacos demostraron una eficacia excepcional, reduciendo drasticamente

la morbilidad y mortalidad asociadas a enfermedades infecciosas (Munita & Arias, 2016).

No obstante, este avance terapéutico también ha generado una consecuencia
preocupante: el uso extendido de antibidticos ha favorecido la aparicidon y permanencia
de la resistencia antimicrobiana (RAM), considerada actualmente uno de los mayores
retos para la salud publica mundial. Investigaciones recientes han demostrado que incluso
exposiciones cortas a antibidticos como la ciprofloxacina pueden promover el desarrollo
de resistencia en la microbiota intestinal humana. Ademas, las mutaciones asociadas
pueden persistir mucho tiempo después de finalizado el tratamiento y, en muchos casos,
no representan un costo bioldgico significativo para las bacterias, lo que facilita su

mantenimiento y diseminacion (Yaffe et al., 2025).

A mayor escala, el seguimiento a largo plazo en Europa sugiere que las
frecuencias de resistencia tienden a estabilizarse en niveles intermedios. Asi, Emons et al
(2025) analizaron 887 trayectorias de resistencia correspondientes a ocho especies
bacterianas de relevancia clinica entre 1998 y 2019, y observaron que, tras un aumento
inicial, el 37 % de las trayectorias se mantuvieron estables, el 21 % se estabilizaron tras
un periodo de incremento, el 21 % disminuyeron y solo el 20 % continuaron en aumento.
El consumo de antibioticos predice tanto el nivel de equilibrio de la resistencia como la
velocidad para alcanzarlo, aunque una parte considerable de la variabilidad responde a
otros factores no identificados. Los autores concluyen que el aumento continuo de la
resistencia no es un desenlace inevitable. A esta complejidad se suma que factores
ambientales como la disponibilidad de nutrientes y la dosis del antibidtico moldean las

trayectorias evolutivas hacia la resistencia o la persistencia (Windels et al., 2024).
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De manera paralela, el uso de antibidticos se ha expandido considerablemente mas
alla del entorno clinico. Desde la introduccion comercial de la penicilina en la década de
1940, estos medicamentos han sido utilizados de forma extensa tanto en medicina humana
como veterinaria. En la produccion animal, su aplicacién no solo ha estado orientada al
tratamiento y prevencion de enfermedades, sino también al mejoramiento del crecimiento
animal, practica que se mantuvo durante varias décadas, especialmente en paises como

Estados Unidos (Ma et al., 2021).

Aunque la Uniéon Europea prohibi6 el uso de antibioticos como promotores de
crecimiento en 2006 (Castanon, 2007), esta medida no ha sido suficiente para frenar el
avance de la resistencia antimicrobiana. De hecho, las estimaciones globales indican que
el consumo de antibidticos en bovinos, aves y porcinos podria incrementarse hasta en un
67 % entre 2010 y 2030 (Tiseo et al., 2020). Este panorama pone en evidencia la necesidad
urgente de fortalecer estrategias integrales que permitan preservar la eficacia de estos

farmacos esenciales.

Sin embargo, aunque el uso intensivo de antibidticos ejerce una fuerte presion
selectiva que favorece la propagacion de la resistencia, el origen de este fendbmeno no
depende exclusivamente de la actividad humana. Diversos estudios realizados en
ecosistemas remotos y ambientes poco alterados han demostrado que los genes de
resistencia poseen un origen evolutivo ancestral. Agudo y Reche (2024) senalan que
muchos de estos genes antiguos presentan funciones similares a las observadas en la
actualidad, lo que sugiere que las sustancias antimicrobianas naturales han impulsado,
durante miles de afos, la evolucion y el intercambio de mecanismos de resistencia
mediante transferencia horizontal de genes. Comprender estos procesos ancestrales
resulta, por tanto, fundamental no solo para predecir la evolucion futura de la resistencia
bacteriana, sino también para orientar el desarrollo de nuevos antibioticos y estrategias

de manejo mas efectivas.

La RAM es el resultado de una compleja interacciéon entre factores
microbioldgicos, ambientales y humanos. Entre los determinantes ambientales destacan
la alta densidad poblacional, el hacinamiento, los viajes masivos, las deficiencias en
saneamiento, el control ineficaz de infecciones y el uso intensivo de antimicrobianos en

produccion animal (Ferraz, 2024). Sin embargo, estos factores se manifiestan de manera
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desigual seglin el nivel de desarrollo de los paises. En naciones en vias de desarrollo
predominan problemas estructurales como la regulacion deficiente, la vigilancia
insuficiente, el uso clinico inadecuado y los controles de calidad precarios de los
medicamentos (Sifti et al., 2019). A ellos se suman factores relacionados con los firmacos
circulacion de productos falsificados y venta sin prescripcion, factores vinculados a los
pacientes bajo cumplimiento terapéutico, pobreza, falta de educacion, automedicacion y
factores asociados a los profesionales de la salud prescripcion inapropiada, dosificacion

incorrecta y deficiencias formativas (Abushaheen et al., 2020).

El uso excesivo e inadecuado de antibioticos, sumado a la estrecha relacion entre
la salud humana, la sanidad animal y la produccion pecuaria, ha favorecido la aparicion
y propagacion de microorganismos resistentes (Cella et al., 2023). Esta problematica ha
incrementado de manera importante la circulacion de bacterias multirresistentes,

convirtiéndose en una de las principales amenazas para la salud publica a nivel mundial.

Las repercusiones clinicas de este fendmeno son significativas. Los pacientes
afectados por infecciones causadas por patdogenos multirresistentes presentan mayores
tasas de mortalidad y complicaciones durante su evolucion clinica. Diversos estudios
realizados en unidades de cuidados intensivos han evidenciado un aumento considerable
del riesgo de muerte asociado a infecciones producidas por Acinetobacter spp., P.
aeruginosa y S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Este incremento se relaciona
principalmente con el fracaso de la terapia antibidtica inicial y con la frecuente presencia

de enfermedades comoérbidas graves en estos pacientes (Niederman, 2019).

3.2. Determinantes y factores impulsores de la resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibioticos es el resultado de la interaccion de multiples
factores, entre los que destacan el uso excesivo e inadecuado de antibidticos en humanos,
animales y agricultura, la contaminacion ambiental y diversas condiciones
socioecondmicas. Estos determinantes se expresan de forma heterogénea segln el
contexto geografico. En los paises de ingresos bajos y medios, la alta densidad
poblacional, las deficiencias en la infraestructura sanitaria y la inadecuada gestion de

residuos favorecen la propagacion de bacterias resistentes. En los paises de ingresos altos,
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aunque el consumo de antibioticos se ha estabilizado, la transmision ambiental continia
siendo un factor relevante (Vikesland et al., 2019).

En conjunto, los principales impulsores de la RAM pueden agruparse en seis ejes:
uso indebido de antibidticos;  prescripcion inapropiada;  escasez de nuevos
antimicrobianos; uso de antibioticos en la produccion animal; movilidad poblacional; y
debilidades en los sistemas de salud y en los marcos regulatorios ( Ferraz, 2024; Zhang

et al., 2024a).

e Uso indebido de antibioticos

El uso excesivo e inadecuado de antibioticos tanto en humanos como en animales
se ha convertido en uno de los principales factores que favorecen la resistencia
antimicrobiana, debido a que facilita la seleccion y propagacion de bacterias resistentes a
nivel mundial (Chaw et al., 2018). A pesar de las estrategias implementadas en los tltimos
afos, esta practica continua siendo frecuente, especialmente en los servicios de atencion
primaria y hospitalaria, donde el uso inapropiado de antibidticos puede alcanzar cifras

muy elevadas en determinados contextos.

Ademas, infecciones comunes como la bronquitis, la sinusitis y la otitis media
suelen tratarse de manera inadecuada, lo que incrementa el riesgo de fracaso terapéutico
y favorece la aparicion de resistencia bacteriana (Schwartz et al., 2020). A esto se suman
otros factores que dificultan el control del problema, entre ellos la baja percepcion de la
resistencia antimicrobiana como una amenaza cercana, la automedicacion, el
desconocimiento sobre el uso correcto de antibidticos, la venta sin prescripcion médica y
la circulacion de medicamentos de baja calidad, situaciones particularmente frecuentes
en paises en desarrollo (Robles-Jimenez et al., 2024; Ferraz, 2024). Frente a este
panorama, resulta prioritario fortalecer el uso racional de antibidticos mediante la
aplicaciéon de guias terapéuticas estandarizadas, el apoyo continuo del laboratorio
microbiolégico y la implementacion de programas de optimizacion de antimicrobianos
(stewardship), orientados a mejorar las decisiones terapéuticas y reducir la propagacion

de la resistencia bacteriana (Chaw et al., 2018).
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e Practicas de prescripcion inapropiadas

Las practicas inadecuadas en la prescripcion de antibioticos, como el uso sin
indicacion clinica, la seleccion incorrecta del fairmaco o la administracion de dosis y
tiempos de tratamiento no apropiados, representan uno de los principales factores
asociados con el desarrollo de la resistencia antimicrobiana (Netea et al., 2024). Se estima
que cerca de la mitad de los pacientes hospitalizados reciben al menos un antibidtico
innecesario, mientras que aproximadamente un tercio es tratado sin contar con pruebas
diagnésticas adecuadas o durante periodos mas prolongados de lo recomendado
(Woolhouse et al., 2016). Esta situacion resulta ain mas preocupante en los centros de
atencion a largo plazo, donde entre el 25 % y el 75 % de las prescripciones pueden

considerarse inapropiadas (Laur et al., 2021).

A esta problematica se sumo el impacto de la pandemia por COVID-19, periodo
durante el cual se incrementd considerablemente la prescripcion de antibidticos. Como
consecuencia, se favorecid la expansion de microorganismos resistentes y aumento el
riesgo de diseminacion de la resistencia antimicrobiana, particularmente en bacterias

prioritarias definidas por la Organizacion Mundial de la Salud (Kariyawasam et al., 2022).

o Escasez de antibioticos de nueva generacion

La limitada disponibilidad de nuevos antimicrobianos representa un desafio
importante para el tratamiento de infecciones resistentes, incluidas la tuberculosis, las
infecciones urinarias, la neumonia y diversas infecciones causadas por bacterias Gram
negativas, afectando principalmente a poblaciones vulnerables. Esta situacion esta
relacionada con multiples factores cientificos, econdmicos e industriales, entre ellos los
elevados costos de investigacion y desarrollo, los riesgos financieros y las exigencias
regulatorias, aspectos que han llevado a muchas compaiias farmacéuticas a disminuir o

abandonar la investigacion en este campo (Dutescu & Hillier, 2021; Ferraz et al., 2024).
Aunque se han identificado nuevas dianas terapéuticas, gran parte de los

antibidticos actualmente en desarrollo corresponden a modificaciones de clases ya

existentes, mas que a compuestos verdaderamente innovadores dirigidos contra blancos
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bacterianos no explorados, considerados fundamentales para enfrentar la resistencia

antimicrobiana (Butler et al., 2024).

Frente a este escenario, han surgido estrategias prometedoras orientadas a la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Entre ellas destacan la exploracion de
nichos ecologicos poco estudiados para identificar péptidos antimicrobianos novedosos
(Torres et al., 2025) y la aplicacion de inteligencia artificial en el disefio de antibidticos
de novo. En este sentido, modelos de aprendizaje profundo han permitido identificar
compuestos con actividad bactericida frente a patdogenos multirresistentes y eficacia
demostrada in vivo, lo que evidencia el potencial de estas tecnologias para desarrollar

farmacos con mecanismos de accion innovadores (Krishnan et al., 2025).

e Uso de antibioticos en la produccion ganadera

El uso de antibioticos en la agricultura, especialmente en los sectores ganadero y
avicola, constituye uno de los factores que més contribuyen al incremento de la RAM,
convirtiéndose en una amenaza importante para la salud publica mundial. En estos
sistemas de produccion, los antibidticos no solo se utilizan para tratar enfermedades, sino
también con fines preventivos y como promotores del crecimiento animal, practicas que
aumentan la presion selectiva y favorecen la aparicion de bacterias resistentes.

Estas bacterias pueden transmitirse a los seres humanos por diferentes vias,
incluyendo el contacto directo con animales, el consumo de alimentos contaminados y la
dispersion ambiental, lo que facilita la circulacion de microorganismos resistentes entre
animales, personas y ecosistemas (Katz & Banerjee, 2024).

Las estimaciones actuales sugieren que, si no se implementan medidas
coordinadas para regular el uso de antibioticos y controlar el crecimiento de la produccion
pecuaria, el consumo global de estos farmacos en el sector ganadero podria aumentar
considerablemente hacia el afio 2040 (Acosta et al., 2025).

Frente a este escenario, la reduccién de la resistencia microbiana requiere
estrategias integrales que incluyan politicas de control mas estrictas, educacion dirigida a
los productores, promocion de alternativas al uso de antibidticos y la aplicacién del
enfoque Una Salud (One Health), el cual reconoce la estrecha relacion entre la salud

humana, animal y ambiental (Matheou et al., 2025).
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e Movilidad

La movilidad humana constituye un factor clave en la diseminacion global de
bacterias resistentes, al facilitar tanto su propagacion internacional como el intercambio
de genes de resistencia entre humanos, animales y el ambiente dentro del enfoque One
Health. Evidencia reciente ha demostrado que bacterias portadoras de multiples genes de
resistencia y elementos genéticos moviles pueden transferirse horizontalmente entre estos
reservorios, como se ha observado en mercados humedos, donde se identifican rutas
directas de transmision entre humanos, aves y el entorno (Yang et al., 2025).

En la actualidad, el desarrollo de los sistemas modernos de transporte y el
incremento de actividades como el turismo, los viajes de negocios, la migracion y el
turismo médico han facilitado la diseminacion de bacterias resistentes entre diferentes
regiones del mundo. Esta situacion es particularmente relevante en espacios con alta
concentracion de personas, como aeropuertos y sistemas de transporte masivo, donde el
intercambio de microorganismos ocurre con mayor facilidad (Sridhar et al., 2021).

Una vez que estas bacterias ingresan a nuevos entornos, pueden establecerse y
propagarse a través de distintas vias, entre ellas el contacto directo entre personas, el
consumo de alimentos o agua contaminados, los ambientes hospitalarios y el medio
ambiente. Ademas, factores como las deficiencias en saneamiento, las fallas en las
medidas de control de infecciones y el uso inadecuado de antibidticos favorecen aun mas
su seleccion y expansion (Arcilla et al., 2017).

A esto se suma que muchos viajeros pueden convertirse en portadores
asintomaticos de bacterias resistentes adquiridas en regiones de alta prevalencia. Estas
bacterias pueden permanecer en el organismo durante varios meses, incluso hasta un afo,
aumentando el riesgo de transmision, especialmente en poblaciones vulnerables. Por esta
razén, la creciente interconexion global hace indispensable fortalecer estrategias
internacionales de vigilancia, mejorar las medidas de control de infecciones, promover el
uso racional de antibidticos y desarrollar programas de educacidon y concienciacion

dirigidos a la poblacién (McCubbin et al., 2021).

e Falta de conocimiento

El conocimiento sobre el uso adecuado de antibidticos y sobre los mecanismos
asociados a la resistencia antimicrobiana sigue siendo limitado tanto en la poblacion

general como entre los profesionales de la salud, lo que dificulta el control de este
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problema. En Kosovo, por ejemplo, aunque la mayoria de las personas habia escuchado
sobre la resistencia a los antibidticos, solo una pequefia proporciéon comprendia
adecuadamente conceptos fundamentales, manteniéndose ideas erréneas, como creer que

la resistencia ocurre en el cuerpo humano y no en las bacterias (Pasha et al., 2025).

En el ambito clinico también persisten limitaciones importantes. Estudios
recientes muestran que solo una parte de los médicos generales reconoce la resistencia
antimicrobiana como un problema local relevante, mientras que muchos presentan
dificultades para seleccionar tratamientos adecuados debido a la falta de informacion

actualizada y a limitaciones en la disponibilidad de antibidticos (Maksane et al., 2025).

En atencion primaria, la educaciéon de los pacientes suele verse afectada por
multiples factores, entre ellos el tiempo limitado durante la consulta, la falta de recursos,
la escasa confianza y determinadas dindmicas de comunicacidon entre profesionales y
pacientes, lo que reduce la efectividad de las intervenciones educativas (Balea et al.,
2025).

De igual manera, en paises de ingresos bajos y medianos se han identificado
conocimientos inconsistentes y practicas inadecuadas tanto en pacientes como en
dispensadores de medicamentos. Esta situacion evidencia la necesidad de implementar
programas educativos estandarizados, como los basados en la clasificacion Access, Watch
y Reserve (AWaRe), con el objetivo de fomentar el uso racional de antibidticos y

contribuir a la reduccién de la resistencia antimicrobiana (Saleem et al., 2025).

3.3 Impacto de la resistencia antimicrobiana en el contexto de la pandemia

de COVID-19 y su relacion con el enfoque de Una Salud (One Health)

La pandemia de COVID-19 ha influido significativamente en la RAM,
principalmente por el incremento en el uso de antibidticos y biocidas en humanos, asi
como por cambios en las practicas veterinarias y ambientales. No obstante, el impacto en
animales y el medio ambiente aun requiere mayor investigacion desde el enfoque de Una
Salud (Rhouma et al., 2021). Asimismo, la pandemia exacerbo esta problematica al

desviar recursos de los programas de uso racional de antimicrobianos y favorecer el uso
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preventivo e incluso inadecuado de antibidticos en pacientes con COVID-19, lo que

podria acelerar la aparicion de resistencias (Pelfrene et al., 2021).

Sin embargo, también se han observado efectos mitigadores a corto plazo, como
la disminucién del uso ambulatorio de antibidticos en paises de altos ingresos y un
aumento en la conciencia publica sobre la higiene y el control de infecciones (Seneghini
et al., 2022). En este contexto, el enfoque de Una Salud resulta fundamental, ya que
integra la salud humana, animal y ambiental, promoviendo la colaboracién multisectorial
para abordar riesgos complejos, fortalecer la vigilancia y mejorar las politicas globales
(Cameron et al., 2022).

Ademas, la pandemia evidencio la necesidad de incorporar de manera mas activa
el sector ambiental y las ciencias sociales en estrategias integradas contra la RAM, asi
como de fortalecer los sistemas de salud y la comunicacion efectiva (Cameron et al.,
2022). En este sentido, “combatir la resistencia antimicrobiana requiere un enfoque ‘One
Health’ sostenido, integral y colaborativo que trascienda las fronteras geograficas y

sectoriales” (Linardon, 2025, p. 307, traduccidn propia).

La pandemia de COVID-19 produjo cambios importantes en los patrones de uso
de antibidticos a nivel mundial. La reorganizacion de los servicios de salud, junto con las
limitaciones diagnésticas durante los primeros meses de la emergencia sanitaria, afectd
temporalmente los programas de optimizacion de antimicrobianos. Aunque inicialmente
se registrd una disminucién en la comercializacidon de estos medicamentos, su consumo
volvid a incrementarse progresivamente a medida que aumentaban los casos de COVID-
19, situacion que contribuy6 al fortalecimiento de la resistencia antimicrobiana. Como
resultado, entre 2019 y 2020 se observo un incremento aproximado del 15 % en la
resistencia bacteriana, asociado a un elevado nimero de muertes, principalmente

relacionadas con infecciones intrahospitalarias (Nandi et al., 2023).

De manera paralela, diversos estudios han evidenciado un aumento significativo
de bacterias Gram negativas multirresistentes, incluyendo cepas resistentes a
carbapenémicos de Klebsiella, Acinetobacter y Enterobacter. Estos hallazgos reflejan el
impacto que tuvo la pandemia en la seleccion y propagacion de microorganismos

resistentes (Golli et al., 2025).
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Actualmente, la resistencia antimicrobiana se considera una amenaza silenciosa
para la salud publica mundial, agravada por el incremento en la prescripcion de
antibidticos, la sobrecarga de los sistemas sanitarios y las dificultades en la vigilancia
epidemiologica y en las medidas de prevencion de infecciones. Todos estos factores
podrian comprometer los avances alcanzados en el control de este problema durante las
ultimas décadas (Livermore, 2021).

En consecuencia, el uso generalizado de antibidticos tanto en humanos como en
animales ha acelerado la diseminacion global de microorganismos multirresistentes,
considerados hoy uno de los desafios mas criticos para la salud mundial. De mantenerse
esta tendencia, se estima que la resistencia antimicrobiana podria causar hasta 10 millones

de muertes anuales para el afio 2050 (Pulingam et al., 2020).

Estas infecciones incrementan la mortalidad, los costos sanitarios y el riesgo en
poblaciones vulnerables, ademés de propagarse desde entornos hospitalarios hacia la
comunidad. Paralelamente, los residuos de antibidticos contaminan el ambiente a través
de aguas residuales y desechos, facilitando la dispersion de bacterias resistentes en el
suelo, el agua y la cadena alimentaria. Este proceso perpetua un ciclo de transmision entre
humanos, animales y el entorno, en concordancia con el enfoque de Una Salud (figura

10) (Jain et al., 2024).

60



Figura 10 Ciclo de diseminacion de la resistencia antimicrobiana entre
humanos, animales, alimentos y ambiente.

Fuente: Tomado de Jain et al., 2024.

3.4 Implicaciones clinicas de la RAM

La aparicion y expansion de microorganismos resistentes representa uno de los
principales desafios para la practica clinica actual, debido a que reduce las opciones
terapéuticas disponibles y dificulta el tratamiento eficaz de las infecciones. Como
consecuencia, se incrementan la morbilidad, la mortalidad, la duraciéon de la
hospitalizacion y los costos asociados a la atencion sanitaria. Patdogenos como P.
aeruginosa y E. coli poseen diversos mecanismos que favorecen su persistencia y
resistencia, entre ellos la formacién de biopeliculas, la produccioén de enzimas capaces de
inactivar antibioticos, las modificaciones en los sitios diana y la transferencia horizontal
de genes, procesos que disminuyen la eficacia de los antimicrobianos y favorecen
infecciones persistentes (Elfadadny et al., 2024; Fatokun et al., 2024).

A esto se suma el incremento de cepas multirresistentes, incluidas aquellas
resistentes a antibidticos de ultima linea como los carbapenémicos y la colistina, situacién

que compromete seriamente la eficacia de la medicina moderna y aumenta el riesgo de
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fracaso terapéutico a nivel mundial (Nazir et al., 2025). Ademads, la resistencia
antimicrobiana no afecta Unicamente a la salud humana, sino que también tiene
repercusiones en la produccién animal y en el medio ambiente, lo que evidencia la
necesidad de adoptar un enfoque integral de Una Salud (One Health), basado en la

interaccion entre la salud humana, animal y ambiental (Bava et al., 2024).

Aunque actualmente existen alternativas terapéuticas innovadoras con resultados
prometedores, muchas de ellas todavia enfrentan limitaciones relacionadas con la
seguridad, los costos y su aplicacion clinica (Elfadadny et al., 2024). Por ello, el control
de la resistencia a los antimicrobianos requiere esfuerzos coordinados a nivel global que
incluyan programas de uso racional de antibioticos, vigilancia epidemiologica apoyada
en herramientas genémicas avanzadas, desarrollo de nuevas terapias y fortalecimiento de
las politicas sanitarias, con el proposito de reducir su creciente impacto clinico,

economico y social (Jain et al., 2024).

3.5 Como combatir la resistencia a los antimicrobianos

Combatir la resistencia a los antimicrobianos exige un enfoque integral que
combine el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas con la implementaciéon de
estrategias orientadas a reducir la demanda y el uso inadecuado de antibidticos. Este
desafio se ve agravado por la capacidad de las bacterias para desarrollar diversos
mecanismos de defensa, tales como la modificacion de sitios diana, la accion de bombas
de expulsion, la formacion de biofilms y la degradacion enzimatica de los farmacos, lo
que dificulta significativamente su tratamiento (Elshobary et al., 2025; Halawa et al.,
2024). En este sentido, como sefhala Angelini, “el manejo de la resistencia a los
antibidticos en entornos clinicos sigue siendo un desafio, particularmente con el aumento

de las superbacterias” (Angelini, 2024, p. 1, traduccion propia).

Ante el avance de la resistencia bacteriana, se han desarrollado diversas
estrategias terapéuticas innovadoras orientadas a contrarrestar los mecanismos que
utilizan los microorganismos para evadir la accion de los antibidticos. Entre las
alternativas mas prometedoras destacan los péptidos antimicrobianos, la terapia con fagos
y las estrategias dirigidas a interferir en la comunicacion bacteriana mediante mecanismos

de quorum sensing. Asimismo, herramientas avanzadas como los sistemas CRISPR-Cas
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han despertado un gran interés por su capacidad para realizar intervenciones genéticas
especificas dirigidas contra genes de resistencia.

De igual manera, el desarrollo de nanomateriales ha mostrado resultados
alentadores, ya que puede mejorar la eficacia de los antibioticos y facilitar la superacion
de algunas barreras asociadas con la resistencia antimicrobiana (Jacobowski et al., 2025;
Elshobary et al., 2025). Paralelamente, los compuestos obtenidos de plantas y otros
productos naturales han adquirido relevancia como posibles alternativas terapéuticas
frente a bacterias multirresistentes, ampliando las opciones disponibles para el
tratamiento de estas infecciones (Angelini et al., 2024).

Frente a este escenario, resulta indispensable fortalecer la colaboracion
interdisciplinaria, mejorar los sistemas de vigilancia epidemioldgica y promover el uso
racional de antibidticos con el fin de disminuir la pérdida progresiva de eficacia de los
antimicrobianos. En este contexto, las intervenciones de salud publica, como los
programas de optimizacion del uso de antimicrobianos, la vacunacion, las medidas de
control de infecciones y las politicas regulatorias dirigidas tanto al &ambito humano como
animal, desempefian un papel fundamental en la contencion de la resistencia microbiana.

Ademas, enfoques emergentes como la medicina de precision, la inteligencia
artificial, el monitoreo ambiental y la cooperacion internacional representan herramientas
clave para enfrentar este problema de manera integral y garantizar la efectividad de las

terapias antimicrobianas actuales y futuras (Gaji¢ et al., 2025; Terkimbi et al., 2025).

3.6 Estrategias no alternativas para combatir patogenos resistentes a los
antibiodticos

Las estrategias alternativas para combatir patdogenos resistentes a los antibidticos
abarcan diversos enfoques que no dependen directamente del desarrollo de nuevos
antimicrobianos. Entre ellas destacan las terapias basadas en péptidos antimicrobianos,
eficaces frente a bacterias, virus y hongos; sin embargo, su aplicacion clinica ain presenta
limitaciones como la baja biodisponibilidad y la posible toxicidad, aunque los avances en
ingenieria peptidica han contribuido a optimizar su eficacia. Asimismo, la terapia con
bacteriofagos constituye una alternativa altamente especifica para eliminar bacterias
resistentes sin afectar la microbiota normal, mostrando un potencial particular en

infecciones gastrointestinales (Yarahmadi et al., 2025).
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Por otra parte, los inhibidores del quorum sensing actiian bloqueando la formacion
de biofilms y la expresion de factores de virulencia, lo que los posiciona como una
estrategia innovadora para reducir la resistencia bacteriana (Hetta et al., 2024). En
paralelo, los nanomateriales emergen como herramientas prometedoras al potenciar la
actividad antibacteriana mediante la generacién de especies reactivas de oxigeno, la
alteracion de las membranas bacterianas y la mejora en la liberacion de farmacos (Parvin
et al., 2025). De igual manera, otras aproximaciones incluyen el uso de probidticos,
postbidticos, el trasplante de microbiota fecal, inmunoterapias, fototerapia antimicrobiana
y sistemas genéticos como CRISPR-Cas para intervenciones dirigidas (Lin et al., 2021;

Elshobary et al., 2025).

A pesar de los avances alcanzados, la aplicacion clinica de estas estrategias
todavia enfrenta importantes limitaciones relacionadas con la seguridad, los costos, los
procesos regulatorios y la posibilidad de implementarlas a gran escala. Superar estos
desafios serd fundamental para facilitar su incorporacion efectiva en la practica médica y
ampliar su disponibilidad en el tratamiento de infecciones resistentes (Yarahmadi et al.,

2025; Elshobary et al., 2025).

e Terapia con fagos

La terapia con fagos ha ganado interés en los ultimos afios como una alternativa
prometedora para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos
multirresistentes. Esta estrategia utiliza bacteridéfagos liticos, virus capaces de infectar y
destruir bacterias especificas mediante lisis celular (Kortright et al., 2019). Entre sus
principales ventajas destacan su elevada especificidad, su capacidad para actuar sobre
biopeliculas y su menor impacto sobre la microbiota normal, caracteristicas que la
convierten en una opcion atractiva frente al aumento de la resistencia antimicrobiana.

Sin embargo, su aplicacion clinica aln presenta ciertas limitaciones,
principalmente relacionadas con la necesidad de seleccionar fagos especificos para cada
cepa bacteriana. A pesar de ello, estudios recientes han demostrado resultados favorables
en términos de seguridad y efectividad, especialmente en infecciones producidas por P.
aeruginosa y enterobacterias resistentes a carbapenémicos, en muchos casos utilizando

terapia combinada con antibidticos convencionales.
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Ademas, la eficacia de este tratamiento puede verse influenciada por factores
como la dosis administrada, la via de aplicacion y el momento del tratamiento. Aunque
las bacterias pueden desarrollar resistencia frente a los fagos, algunos estudios sugieren
que este fenomeno podria incluso restaurar la sensibilidad bacteriana a determinados

antibioticos, generando nuevas oportunidades terapéuticas (Jault et al., 2019).

e Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAM) forman parte de los mecanismos naturales
de defensa de la inmunidad innata y representan una alternativa prometedora frente a las
infecciones resistentes. Generalmente, estas moléculas estan compuestas por entre 10 y
50 aminoacidos y se caracterizan por poseer carga positiva y propiedades anfipaticas,
caracteristicas que facilitan su interaccion con las membranas microbianas y favorecen
su accion antimicrobiana (Moghadam et al., 2022).

Los PAM pueden clasificarse segun su estructura y origen. Entre las
conformaciones mas frecuentes predominan las estructuras de tipo a-hélice y f-lamina,
aunque estas pueden modificarse dependiendo de las condiciones del entorno y de la

interaccion con las membranas celulares (Nguyen et al., 2011).

Su mecanismo de accion incluye la desestabilizacion de la membrana celular
mediante la formacion de poros o mecanismos tipo “alfombra” y la inhibicion de procesos
esenciales como la sintesis de ADN y proteinas, lo que conduce a la muerte del
microorganismo (Falanga et al., 2016). Estas propiedades les confieren una actividad de
amplio espectro frente a bacterias, virus, hongos y parasitos, con menor probabilidad de
inducir resistencia, posiciondndolos como una alternativa prometedora a los antibioticos

convencionales (Xuan et al., 2023).

Ademas, algunos PAM ya han sido aprobados para uso clinico, como las
polimixinas y gramicidinas, mientras que otros se encuentran en desarrollo. Su aplicacion
también se extiende a &mbitos no médicos, como la agricultura, la ganaderia y la industria
alimentaria (Gomes et al., 2020;). No obstante, la optimizacién de su eficacia mediante
modificaciones estructurales debe equilibrarse con posibles efectos adversos, como el
incremento de la actividad hemolitica asociado a cambios en su carga e hidrofobicidad

(Jiang et al., 2008).
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e Inhibidores de quorum sensing

El quorum sensing (QS) es un sistema de comunicacion bacteriana que regula
procesos como la formacién de biopeliculas, la produccion de factores de virulencia y la
resistencia a antibidticos mediante moléculas sefializadoras que activan la expresion
génica al alcanzar una densidad critica (Mahdally et al., 2021). Este sistema varia entre
bacterias Gram negativas, que utilizan acil-homoserina lactonas, y Gram positivas, que

emplean péptidos autoinductores, ademas de sistemas universales como el autoinductor-

2 (Xu et al., 2023).

El quorum quenching (QQ) es una estrategia dirigida a inhibir los sistemas de
comunicacion bacteriana conocidos como quorum sensing, mediante mecanismos
enzimaticos o compuestos quimicos capaces de interferir en estas sefiales celulares. Al
bloquear este proceso, se reduce la capacidad patogénica de las bacterias y, al mismo

tiempo, puede potenciarse la eficacia de antibioticos y bacteridfagos (Fatima et al., 2023).

Este efecto puede lograrse a través de la degradacion de las moléculas senal o
mediante la inhibicion de su unidon a los receptores bacterianos, alterando procesos
fundamentales como la formacion de biopeliculas, la produccion de sustancias
extracelulares (EPS) y la expresion de genes relacionados con la virulencia y la resistencia
antimicrobiana (Yin et al., 2022). En los ultimos afios, diversos compuestos naturales han
mostrado actividad de quorum quenching. Entre ellos destacan sustancias derivadas de
Sambucus nigra y Matricaria chamomilla, asi como moléculas como la vainillina, el
cinamaldehido y el 4cido salicilico. Estos compuestos pueden interferir con los sistemas
de quorum sensing y disminuir la virulencia bacteriana sin ejercer una fuerte presion
selectiva sobre los microorganismos, caracteristica que los convierte en alternativas
terapéuticas prometedoras frente a la resistencia bacteriana (Qin et al., 2020; K rizkovska

et al., 2023; Mirpour et al., 2024).

e Nanoparticulas

La nanotecnologia se posiciona como una estrategia innovadora para superar las
limitaciones de los antimicrobianos convencionales y enfrentar la resistencia

antimicrobiana (Paladini et al., 2025). En este contexto, los nanomateriales como
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nanoparticulas metalicas, estructuras basadas en carbono y sistemas poliméricos destacan
por sus propiedades fisicoquimicas, que mejoran la estabilidad, solubilidad y eficacia de
los farmacos, ademés de permitir una liberacion controlada y dirigida hacia los focos

infecciosos (Mondal et al., 2024).

Las nanoparticulas, cuyo tamafio oscila entre 1 y 100 nm, han despertado un
creciente interés en el campo biomédico debido a su capacidad para penetrar biopeliculas
e interactuar directamente con las membranas bacterianas. Estas propiedades favorecen
una mayor eficacia terapéutica y, al mismo tiempo, pueden disminuir los efectos adversos
asociados al tratamiento antimicrobiano convencional (Chakraborty et al., 2023).

Su actividad antimicrobiana se relaciona con diferentes mecanismos de accion,
entre ellos la generacion de especies reactivas de oxigeno, la alteracion de la integridad
de la membrana bacteriana, la liberacion de iones y diversos efectos fotoactivados.
Gracias a ello, las nanoparticulas pueden actuar tanto sobre bacterias en estado
planctonico como sobre microorganismos organizados en biopeliculas (Hetta et al.,
2023).

Ademas, estos nanomateriales tienen la capacidad de evadir algunos mecanismos
de resistencia bacteriana, como las bombas de expulsion, y pueden potenciar la accion de
los antibidticos mediante efectos sinérgicos. Esta interaccion favorece una mayor
susceptibilidad bacteriana y permite reducir las dosis requeridas de antimicrobianos
(Parvin et al., 2025).

En conjunto, estas caracteristicas otorgan a los nanomateriales un amplio espectro
de accion y un menor riesgo de inducir resistencia, posicionandolos como una alternativa
terapéutica prometedora frente a microorganismos multirresistentes. Sin embargo, su
aplicacion clinica aun enfrenta desafios importantes relacionados con la toxicidad, la
regulacion y la posibilidad de produccion a gran escala, aspectos que deben resolverse

para garantizar su uso seguro y efectivo (Wahab et al., 2023).

e Uso de probioticos, postbioticos y simbidticos
La microbiota intestinal, integrada por bacterias, hongos y virus, desempefia
funciones esenciales en procesos como la digestion, la regulacion del sistema inmunitario
y el control de microorganismos patégenos, contribuyendo al mantenimiento de la

homeostasis y a la prevencion de infecciones (Alvarez et al., 2021). En este contexto, el
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incremento de la resistencia antimicrobiana ha impulsado el desarrollo de estrategias
terapéuticas basadas en la modulacion de la microbiota intestinal, entre ellas el uso de
probioticos, postbidticos y simbidticos, con el objetivo de disminuir la dependencia de

antibidticos y favorecer el equilibrio microbiano (Lin et al., 2021).

Los probidticos, definidos como microorganismos vivos administrados en
cantidades adecuadas, contribuyen al mantenimiento de la microbiota intestinal, inhiben
la proliferacion de patdgenos y ayudan a reducir la incidencia de infecciones, lo que puede
disminuir la necesidad del uso de antibioticos (Rabetafika et al., 2023).

Su mecanismo de accidon incluye la competencia por nutrientes y sitios de
adhesion, el fortalecimiento de la barrera intestinal, la modulacion de la respuesta inmune
y la produccion de compuestos antimicrobianos, como acidos orgéanicos, peroxido de
hidrogeno y bacteriocinas (Khalil et al., 2024). Ademas, los probidticos pueden ayudar a
contrarrestar algunos efectos adversos asociados al uso de antibidticos y contribuir a

prevenir la proliferacion de microorganismos resistentes (Yang et al., 2025).

Por su parte, los postbioticos metabolitos bioactivos derivados de probioticos
presentan propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras,
destacando por su mayor estabilidad y seguridad (Wu et al., 2022). En conjunto, estas
estrategias favorecen la funcion inmunolégica y el equilibrio microbiano, contribuyendo
a mitigar la resistencia antimicrobiana. No obstante, su implementacion enfrenta
limitaciones relacionadas con la variabilidad de resultados, la falta de estandarizacion,
aspectos regulatorios y la necesidad de mayor evidencia clinica sobre su eficacia a largo

plazo (Elshobary et al., 2025).

e Trasplante de microbiota fecal (FMT)

Esta estrategia ha mostrado resultados prometedores para disminuir la
colonizacién por microorganismos multirresistentes, especialmente en pacientes con
mayor riesgo de infeccion. Su beneficio principal radica en favorecer la restauracion del
equilibrio de la microbiota intestinal y reducir la presion selectiva generada por el uso de
antimicrobianos, contribuyendo asi a limitar la proliferacion de bacterias resistentes (Kim

& Gluck, 2019).
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En este contexto, diversos estudios han evidenciado que la transferencia de
microbiota fecal constituye una estrategia eficaz para reducir la colonizaciéon por
microorganismos multirresistentes (MDRO), no solo en el corto plazo, sino también con
efectos sostenidos en el tiempo, asociados a la recuperacion del equilibrio de la
microbiota intestinal. En este sentido, se ha observado que la microbiota fecal terapéutica
puede contribuir a mantener un resistoma intestinal similar al del donante, lo que sugiere
una disminucion estable de la carga de genes de resistencia y beneficios prolongados en
la homeostasis microbiana, respaldados por la evidencia disponible (Woodworth et al.,

2023)

Ademas, el FMT se asocia con la restauracion de la microbiota intestinal y la
reducciéon de infecciones, aunque los mecanismos exactos ain no se comprenden
completamente. La evidencia obtenida a partir de seguimientos a largo plazo sugiere que
la eficacia de esta estrategia podria estar relacionada con el establecimiento y la
permanencia de microorganismos anaerobios provenientes del donante, fendmeno
asociado con una descolonizacion sostenida (Babiker et al., 2025). En estudios con
seguimientos de hasta cinco afos, aproximadamente el 80 % de los pacientes tratados con
FMT permanecieron descolonizados, mientras que en los grupos control no se evidencio
una descolonizacion sostenida a lo largo del tiempo. Asimismo, los andlisis
metagenomicos evidenciaron la persistencia prolongada de cepas anaerobias del donante,
lo que indica un injerto microbiano estable como mecanismo clave. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la microbiota fecal terapéutica puede lograr una descolonizacioén
duradera de MDRO, probablemente mediada por la persistencia de la microbiota donante

(Babiker et al., 2025).

Aun asi, los resultados reportados hasta el momento no han sido completamente
uniformes entre los diferentes estudios. Investigaciones recientes no han evidenciado
diferencias significativas en la erradicacion global de microorganismos multirresistentes
(MDRO); sin embargo, si sugieren que la implantacion de cepas provenientes del donante
y las modificaciones en los perfiles de resistencia podrian influir en la respuesta

terapéutica (Merrick et al., 2025).

o Estrategias para fortalecer la inmunidad
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha destacado el importante papel
que pueden desempefiar las vacunas en la lucha contra la RAM. Ademéas de prevenir
infecciones, las vacunas contribuyen a disminuir la transmision de cepas resistentes y a
reducir el uso de antibidticos, aspectos fundamentales para limitar la propagacion de la
resistencia bacteriana. Durante muchos afios, la contribucion de las vacunas al control de
la RAM no fue plenamente reconocida, ya que tradicionalmente su uso estuvo enfocado
principalmente en la prevencion de enfermedades infecciosas. Sin embargo, el informe
mas reciente de la OMS analiza de manera integral el potencial de 44 vacunas dirigidas
contra 24 patégenos, incluyendo tanto vacunas ya autorizadas como aquellas que atn se
encuentran en desarrollo.

Para ello, el documento emplea una metodologia que evalta su impacto sobre
distintos indicadores, entre ellos los resultados en salud, el consumo de antibioticos y los
costos econdmicos asociados. Los hallazgos obtenidos muestran que las vacunas
representan un componente esencial dentro de las estrategias nacionales y globales

orientadas al control de la resistencia antimicrobiana (OMS, 2024).

En este contexto, en la ultima década se han desarrollado diversas plataformas
inmunolégicas frente a bacilos Gram negativos multirresistentes, entre ellas vacunas
basadas en células inactivadas, proteinas de membrana externa, lipopolisacaridos,
conjugados polisacéridos y anticuerpos monoclonales (Troisi et al., 2022). Sin embargo,
su desarrollo enfrenta limitaciones como la posible reactividad cruzada con el
microbioma y la respuesta inmunitaria insuficiente en pacientes inmunocomprometidos,
lo que ha impedido que, pese a algunos perfiles favorables de seguridad e
inmunogenicidad, aun no exista ninguna vacuna aprobada para uso clinico en este grupo

(Motamed et al., 2024).

En los ultimos afios, los avances tecnologicos han favorecido el desarrollo de
vacunas cada vez mas especificas frente a patogenos resistentes. Entre estas estrategias
destaca un candidato vacunal dirigido contra dos porinas conservadas de K. pneumoniae,
disefiado con el objetivo de generar proteccion cruzada frente a multiples cepas
bacterianas, iniciativa respaldada por el programa Horizon Europe (Horizon Europe

Programme, 2024).
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De forma paralela, contintian desarrolldndose investigaciones orientadas a la
creacion de vacunas contra P. aeruginosa, especialmente en pacientes con fibrosis
quistica y bronquiectasias, asi como frente a otros patogenos de relevancia clinica como

E. coli'y Acinetobacter spp. (Chastre et al., 2022).

Ademdas de las vacunas, también se han explorado estrategias basadas en
anticuerpos monoclonales dirigidos contra factores de virulencia bacteriana,
particularmente en infecciones ocasionadas por P aeruginosa. Aunque algunos
candidatos iniciales, como KB001-A y ciertos anticuerpos biespecificos dirigidos contra
biopeliculas, no demostraron resultados suficientemente eficaces en fases clinicas
tempranas (Frangois et al., 2012), investigaciones mas recientes han mostrado resultados
alentadores. En este contexto, se han identificado anticuerpos monoclonales con elevada
actividad bactericida frente a cepas hipervirulentas productoras de carbapenemasas. Entre
ellos destaca el mAb 08009, que ha demostrado un efecto protector profilactico en
modelos animales frente a distintos mecanismos de resistencia y virulencia bacteriana

(Roscioli et al., 2025).

e Terapia fotodinamica antibacteriana (PDT)

La PDT se ha posicionado como una alternativa innovadora frente a las
infecciones causadas por microorganismos resistentes. Esta estrategia se basa en el uso
de un fotosensibilizador que, al ser activado por una fuente de luz especifica, genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de producir dafio oxidativo y provocar la
muerte de las células microbianas. Gracias a este mecanismo, la PDT ha demostrado
actividad frente a bacterias multirresistentes y biopeliculas, superando algunas
limitaciones asociadas a los antibidticos convencionales y disminuyendo el riesgo de
generar nuevos mecanismos de resistencia (Tanu et al., 2025).

Diversos fotosensibilizadores, entre ellos Hypocrellin, eritrosina, azul de metileno
y compuestos derivados de coumarina, han mostrado una importante actividad
antimicrobiana, ademas de buena biocompatibilidad y capacidad para actuar incluso en
ambientes hipoxicos o en biopeliculas complejas (Yerra et al., 2025).

Asimismo, la PDT ha sido aplicada exitosamente en modelos odontologicos para
disminuir biopeliculas multiespecie asociadas con infecciones orales y periodontitis,

observandose mejoras en la salud periodontal y una reduccion significativa de
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microorganismos patogenos (Nie et al., 2024). Mas recientemente, se han desarrollado
enfoques combinados que integran la PDT con nanomateriales, nanozymes y terapias
complementarias, como la hipertermia magnética, con el propdsito de potenciar la
generacion de especies reactivas de oxigeno y mejorar la penetracion y eficacia

terapéutica en infecciones cronicas y heridas resistentes (Li et al., 2025).

Aunque los resultados preclinicos obtenidos hasta ahora son prometedores,
todavia es necesario establecer protocolos estandarizados y desarrollar ensayos clinicos
solidos que permitan confirmar su seguridad y eficacia a largo plazo en humanos

(Rubilar-Huenchuman et al., 2024).

e Sistemas genéticos CRISPR-Cas

El sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de inmunidad adaptativa presente en
bacterias que les permite defenderse frente a material genético invasor, como
bacteridfagos y plasmidos (Kamruzzaman & Iredell, 2020). En este sentido, actiia como
una barrera natural contra la transferencia horizontal de genes, uno de los principales
mecanismos implicados en la diseminacioén de genes de resistencia a antibidticos, gracias
a esta funcidn, el sistema CRISPR-Cas contribuye a limitar la adquisicion y propagacion
de genes de resistencia antimicrobiana en las poblaciones bacterianas. A diferencia de los
antibidticos convencionales, que presentan una accidn inespecifica sobre la microbiota,
este sistema permite una intervencion altamente dirigida mediante ARN guia
complementarios a secuencias especificas de ADN, lo que posibilita la eliminacion
selectiva de genes de resistencia (ARGs) y de bacterias patdgenas sin afectar de manera
significativa a otras especies en comunidades microbianas complejas (Greene et al.,

2018).

No obstante, la relacion entre los sistemas CRISPR-Cas y la resistencia a
antibiodticos en bacterias Gram negativas es compleja. Por un lado, estos sistemas limitan
la transferencia horizontal de ARGs, los cuales suelen encontrarse en elementos genéticos
moviles que facilitan su diseminacion y contribuyen al fracaso terapéutico. En este
contexto, CRISPR-Cas, presente en aproximadamente la mitad de los genomas
bacterianos, desempefia un papel clave en la restriccion de la propagacion de la resistencia

antimicrobiana (Kadkhoda et al., 2025).
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Por otra parte, en algunas bacterias Gram negativas, como Salmonella enterica, la
presencia de sistemas CRISPR-Cas completos se ha relacionado con una mayor
frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana. Este fenomeno podria estar asociado
con procesos adaptativos inducidos por la presion antibidtica, que favorecen la
adquisicion y mantenimiento de genes de resistencia (ARGs) (Fallah et al., 2024).

Ademas, tanto las bacterias como los bacteriofagos pueden producir proteinas
anti-CRISPR capaces de bloquear el funcionamiento de este sistema defensivo. Como
consecuencia, se facilita la incorporacion y diseminacion de genes de resistencia entre
diferentes microorganismos, contribuyendo a la expansion de la resistencia

antimicrobiana (Kadkhoda et al., 2024).

En este escenario, donde la resistencia antimicrobiana compromete incluso a
antibidticos de ultimo recurso como la tigeciclina y la colistina, cuya eficacia se ha visto
afectada por genes plasmidicos como fet(X4) y mcr-1,se han desarrollado estrategias
innovadoras basadas en CRISPR-Cas9. Estos sistemas utilizan ARN guia especificos
dirigidos contra dichos genes de resistencia junto con la nucleasa Cas9, siendo
introducidos mediante conjugacién con alta eficiencia. Bajo condiciones optimizadas, se
han logrado eficiencias de conjugacion cercanas al 100% in vitro y tasas de
resensibilizacion superiores al 90% en aislados clinicos. Asimismo, en modelos in vivo,
se han implementado sistemas seguros que evitan la introduccion de nuevos genes de
resistencia, logrando una reduccion significativa de la carga bacteriana resistente. En
conjunto, estos avances evidencian el potencial de las herramientas CRISPR-Cas como
antimicrobianos programables capaces de eliminar de manera selectiva bacterias
resistentes y modular comunidades microbianas, lo que abre nuevas perspectivas
terapéuticas para el control y la diseminacion de genes de resistencia antimicrobiana

(Zhang et al., 2024b).
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Capitulo IV.- Métodos de deteccion de la resistencia en bacilos Gram

negativos

4.1. Panorama general de la resistencia antimicrobiana en bacilos Gram

negativos y desafios diagndsticos

Laresistencia a los antibidticos representa una amenaza creciente para la medicina
moderna, lo que exige el desarrollo de métodos diagndsticos mas rapidos y confiables.
Aunque las pruebas de sensibilidad basadas en cultivos continuian siendo el estandar de
referencia, presentan limitaciones importantes como tiempos prolongados de
procesamiento y baja capacidad para la deteccion temprana. En este contexto, han surgido
avances significativos en técnicas moleculares y espectrométricas, como la PCR, la
secuenciacion de nueva generacion, MALDI-TOF, asi como espectroscopias Raman y
FTIR, junto con tecnologias emergentes basadas en CRISPR, biosensores, microfluidica
e inteligencia artificial, que estan revolucionando el diagndstico microbioldgico al

mejorar la rapidez, sensibilidad y portabilidad de los ensayos (Aldea et al., 2025).

Las bacterias Gram negativas multirresistentes, en especial las pertenecientes al
grupo ESKAPE, representan actualmente una de las mayores amenazas para la salud
publica mundial debido a su notable capacidad para desarrollar y combinar multiples
mecanismos de resistencia. Entre estos mecanismos destacan la produccion de enzimas
capaces de inactivar antibidticos, las alteraciones en las porinas, la sobreexpresion de
bombas de eflujo y las modificaciones en las dianas terapéuticas, procesos que dificultan
considerablemente el tratamiento de las infecciones. Aunque en los tltimos afos se han
logrado algunos avances terapéuticos, como el desarrollo de inhibidores de -lactamasas
y la incorporacion de herramientas basadas en inteligencia artificial para la busqueda de
nuevos antimicrobianos, las opciones de tratamiento continuan siendo limitadas frente al
rapido avance de la resistencia bacteriana. Por ello, comprender en profundidad los
mecanismos especificos implicados en la resistencia antimicrobiana resulta esencial para
el disefio de estrategias terapéuticas mas eficaces y para el desarrollo de nuevos
tratamientos capaces de enfrentar las infecciones causadas por estos patogenos de alta

relevancia clinica (Gauba & Rahman, 2023).
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En el laboratorio clinico, la deteccion de B-lactamasas incluyendo BLEE, AmpC
y carbapenemasas en Enterobacterales representa un desafio debido a la coexistencia de
multiples genes de resistencia y mecanismos simultaneos en un mismo aislamiento, lo
que puede generar resultados errdneos en las pruebas fenotipicas. Organismos como el
CLSI y EUCAST han establecido métodos estandarizados para su deteccion, aunque con
diferencias en criterios de cribado y confirmacion Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2024 (CLSI, 2024) como el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2024 (EUCAST, 2024). Entre los métodos fenotipicos, destacan
pruebas como DDST, MDDST, mCIM/eCIM y Carba NP, asi como sistemas
automatizados (Vitek, MicroScan), mientras que técnicas avanzadas como MALDI-TOF
MS y Xpert Carba-R permiten una deteccion mas rapida, aunque con limitaciones de

acceso por su costo (Perera et al., 2023).

A pesar de su utilidad, la deteccién fenotipica puede verse limitada por la
variabilidad geografica de las enzimas y por la coexistencia de multiples mecanismos de
resistencia en una misma bacteria, factores que dificultan la interpretacion precisa de los
resultados. Por esta razon, actualmente se considera que la combinacion de métodos
fenotipicos y genotipicos representa la estrategia mas confiable para identificar la
resistencia mediada por genes bla. La integracion de ambas aproximaciones permite
mejorar la precision diagndstica y optimizar la deteccion de mecanismos de resistencia
clinicamente relevantes. Sin embargo, la incorporacion rutinaria de técnicas moleculares
aun enfrenta importantes limitaciones en numerosos entornos de salud, principalmente
debido a los altos costos, la disponibilidad limitada de recursos y las restricciones en

infraestructura diagndstica especializada (Priyadharshana et al., 2019; Perera et al., 2023).

4.2. Métodos fenotipicos de susceptibilidad antimicrobiana

A continuacion, se describen de manera sucinta los métodos fenotipicos de prueba
de susceptibilidad antimicrobiana de uso mas frecuente en la practica microbiologica para
los principales bacilos Gram negativos, con especial énfasis en los ensayos para la

deteccion de B-lactamasas y carbapenemasas.

e Deteccion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido
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Los métodos fenotipicos, como la difusion en disco y la microdilucion en caldo,
han sido ampliamente utilizados para detectar la produccion de B-lactamasas de BLEE en
bacterias Gram negativas. No obstante, la confiabilidad de estos métodos puede verse
afectada por diversos factores, entre ellos la coexistencia de multiples B-lactamasas, la
sobreexpresion de B-lactamasas AmpC y el posible enmascaramiento de BLEE en
bacterias productoras de AmpC, lo que dificulta su correcta identificacion. Asimismo,
limitaciones técnicas en algunos laboratorios clinicos pueden influir en la adecuada
realizacion e interpretacion de estas pruebas, lo que puede derivar en decisiones

terapéuticas inadecuadas (Aruhomukama, 2020).

La deteccion de BLEE suele realizarse mediante un proceso dividido en dos
etapas: una fase de tamizaje inicial y una fase de confirmacion fenotipica.

Durante el tamizaje, se evalta la susceptibilidad bacteriana frente a antibidticos
como cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y aztreonam, utilizando los
puntos de corte establecidos por el CLSI. El uso combinado de varios antibioticos permite
mejorar la sensibilidad diagnostica, ya que algunos compuestos facilitan la deteccion de
determinados tipos de enzimas. Por ejemplo, la cefotaxima resulta especialmente util para
identificar enzimas del grupo CTX-M, mientras que la ceftazidima favorece la deteccion
de enzimas TEM y SHV. Posteriormente, la confirmacion fenotipica se basa en demostrar
la sinergia entre las cefalosporinas y el 4cido clavulanico. Para ello, se emplean métodos
como la difusion con discos combinados, la prueba de sinergia de doble disco (DDS) y la
prueba modificada de doble disco (MDDS), técnicas que permiten confirmar de manera
confiable la produccion de BLEE en los aislamientos bacterianos analizados (CLSI,

2025).

La prueba de discos combinados es un método de difusion en disco utilizado para
la deteccion de BLEE, que compara la actividad de dos discos con el mismo
antimicrobiano colocados en una placa de agar inoculada: uno con cefalosporina o
monobactamico solo (cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima o aztreonam) y otro con el
mismo antibidtico combinado con acido clavulanico. El resultado se interpreta
comparando los halos de inhibicion, considerandose positivo cuando el didmetro del halo
es > 5 mm mayor en presencia de clavulanato. Este método es simple de realizar e
interpretar, y puede presentar mayor sensibilidad que la prueba de sinergia de doble disco

(DDST), ya que no depende de la distancia entre discos (figura 11) (Lezameta et al.,2010).
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Figura 11 Prueba de discos combinados realizada en una cepa productora de
BLEE.

Cefotaxima l Ac. clavulanico Ceftazidima / Ac.clavulanico

Cefotaxima

&

Ceftazidima

Fuente: Lezameta et al. (2010).

La prueba de DDST es un método utilizado para detectar la produccion de BLEE
constituye una técnica fenotipica sencilla y confiable. El procedimiento consiste en
sembrar una placa de agar Mueller-Hinton con un in6culo bacteriano ajustado al 0,5 de la
escala de McFarland, para luego colocar un disco de amoxicilina-acido clavulanico
(AMC) en el centro y, alrededor de este a 25 mm de distancia, discos de cefalosporinas
como ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX) y cefepima (FEP). La produccion de esta
enzima se evidencia por la distorsion de los halos de inhibicion de las cefalosporinas hacia

el disco con inhibidor, manifestdndose como figuras caracteristicas tipo "huevo", "cola

de pez" o "baldn de futbol americano"” (figura 12) (Lezameta et al., 2010; Das et al., 2023).
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Figura 12 Prueba de sinergia de doble disco realizada en una cepa productora
de BLEE.

Fuente: Lezameta et al. (2010).

e Deteccion fenotipica de f-lactamasa AmpC

La identificacién de B-lactamasas AmpC representa un reto importante en el
laboratorio clinico, debido a que estas enzimas no siempre muestran un perfil claramente
resistente en las pruebas convencionales de difusion en disco ni en muchos sistemas
automatizados de susceptibilidad (Gupta et al., 2014). Esta situacion dificulta su
reconocimiento oportuno y puede afectar la interpretacion de los resultados

microbiologicos.

Ademas, la expresion de las AmpC puede presentarse de manera inducible o
desreprimida, caracteristica que complica la prediccion de la respuesta al tratamiento y
aumenta el riesgo de fracaso terapéutico, especialmente en ausencia de directrices
estandarizadas para su deteccion e interpretacion (Maraskolhe et al., 2014). Las f-
lactamasas AmpC constituyen un mecanismo relevante de resistencia en bacterias Gram
negativas, ya que poseen la capacidad de inactivar diversos PB-lactdmicos de amplio

espectro. Estas enzimas pueden estar codificadas cromosdmicamente en patdgenos como
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Enterobacter y Pseudomonas, donde su expresion puede inducirse tras la exposicion a
determinados antibidticos. Como consecuencia, pueden seleccionarse cepas altamente
resistentes incluso cuando los aislamientos iniciales parecen susceptibles en las pruebas
de laboratorio. Asimismo, el riesgo de aparicion de resistencia puede variar dependiendo
del B-lactamico utilizado, lo que resalta la importancia de considerar estos mecanismos
al momento de seleccionar el tratamiento antimicrobiano mas adecuado (MacDougall,

2011).

A diferencia de las BLEE, las enzimas AmpC presentan escasa inhibicion por los
inhibidores clasicos, especialmente por el acido clavulanico, por lo que su deteccion
fenotipica suele basarse en la inhibicion con cloxacilina o &cido bordnico. Entre los
métodos mas utilizados destacan la prueba de difusion en disco cefoxitina-cloxacilina y
la tira de gradiente para AmpC. La resistencia a cefoxitina, una cefamicina hidrolizada
selectivamente por AmpC, puede sugerir la presencia de esta enzima; sin embargo,
algunas variantes, como las tipo ACC, pueden permanecer susceptibles, y la resistencia
también puede relacionarse con alteraciones en la permeabilidad bacteriana o
mecanismos intrinsecos de resistencia. En la prueba cefoxitina-cloxacilina, una reduccion
>4 mm en el halo de inhibicion indica produccion de AmpC, mientras que en la tira de
gradiente, una relacion de MIC cefotetan/cefotetan-cloxacilina > 8 se considera positiva,
lo que evidencia la necesidad de métodos diagndsticos mas sensibles y estandarizados

para su deteccion (Peter- Getzlaff et al., 2011).

La produccion de B-lactamasa AmpC inducible se detecta mediante un ensayo de
sinergia en disco basado en la difusion en agar. En este procedimiento, se utilizan discos
de imipenem (10 pg), cefoxitina (30 pg) y amoxicilina-acido clavulanico (20/10 pg)
como sustratos inductores, mientras que discos de ceftazidima (CAZ, 30 ng), cefotaxima
(CTX, 30 pg) y acido fenilboronico (PBA, 400 pg) actian como sustratos reporteros
(Peter-Getzlaff et al., 2011). El ensayo se realiza sobre una placa de agar Mueller-Hinton
inoculada con una suspension bacteriana ajustada al 0,5 de la escala de McFarland. Los
discos, tanto los suplementados con inhibidores como los no suplementados, se colocan
asépticamente a una distancia de 20 mm entre si. Tras la incubacion en atmdsfera
ambiente a 35 £+ 2 °C durante 18-24 horas, se procede a la interpretacion. Se considera
un resultado positivo para la produccion de AmpC inducible cuando se observa

un aplanamiento o borramiento del halo de inhibicién en la zona comprendida entre el
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disco inductor y el disco reportero. Para la medicion de los halos, se considera el borde
de la inhibicion claramente visible, ignorando la presencia de microcolonias dentro de la

zona de inhibicion (Peter-Getzlaff et al., 2011).

La prueba Cica-beta, basada en el cromoégeno cefalosporinico HMRZ-86,
constituye un método fenotipico rdpido para la deteccion de B-lactamasas en bacterias
Gram negativas. Su principio se fundamenta en la hidrélisis del anillo B-lactamico del
sustrato cromogénico, reaccion que genera un cambio de color de amarillo a rojo cuando
estan presentes enzimas como BLEE, AmpC o metalo-f-lactamasas (MBL).EI sistema
incorpora tiras reactivas con inhibidores especificos, entre ellos acido clavulanico, 4cido
bordnico y acido mercaptoacético, lo que permite diferenciar distintos mecanismos de

resistencia en aproximadamente 15 minutos (Livermore et al., 2007).

Ademas, una de las innovaciones mas relevantes de esta técnica es su posibilidad
de aplicacion directa a partir del pellet bacteriano obtenido de hemocultivos positivos.
Esta caracteristica evita la necesidad de realizar subcultivos previos y permite reducir de
manera considerable el tiempo de respuesta diagnostica, favoreciendo una deteccion mas
temprana y un manejo terapéutico oportuno de las infecciones bacterianas (Okinaka et

al., 2025).

No obstante, deben considerarse algunas limitaciones. Estudios comparativos han
sefialado que la prueba Cica-beta puede presentar menor sensibilidad que otras pruebas
fenotipicas, asi como posibles dificultades interpretativas, como la confusion entre
enzimas K1 o cepas hiperproductoras de carbapenemasas con productoras de AmpC. A
pesar de estas restricciones, su simplicidad, rapidez y bajo costo la convierten en una
alternativa valiosa para laboratorios con recursos limitados y una herramienta de apoyo

en programas de optimizacion de antimicrobianos (Livermore et al., 2007).

e Deteccion fenotipica de de carbapenemasas
Las pruebas fenotipicas empleadas en estudios de vigilancia para la deteccion de
carbapenemasas aportan informacion limitada sobre el tipo especifico de enzima presente
en los aislamientos bacterianos. Por esta razon, es necesario complementar estos analisis

con métodos moleculares, como la PCR o la amplificacion isotérmica mediada por bucle
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(LAMP), asi como con ensayos inmunocromatograficos de flujo lateral, que permiten
identificar con mayor precision los diferentes tipos de carbapenemasas, entre ellos NDM
y KPC. La caracterizacion especifica de estas enzimas es relevante para comprender los
patrones de susceptibilidad antimicrobiana, su frecuencia, la distribucién temporal y
geografica, y las especies bacterianas asociadas a estos mecanismos de resistencia

(Matsumura & Pitout, 2016).

La deteccion de carbapenemasas es fundamental para orientar de manera
adecuada el tratamiento de las infecciones causadas por enterobacterias resistentes a
carbapenémicos (CRE). Generalmente, la identificacion inicial se realiza mediante
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, las cuales permiten reconocer aislamientos
con concentraciones inhibitorias minimas (MIC) elevadas frente a carbapenémicos como
meropenem, ertapenem e imipenem. Segin las recomendaciones de EUCAST, el
meropenem es considerado el antibidtico mas apropiado para el cribado inicial, debido a
que ofrece un equilibrio adecuado entre sensibilidad y especificidad en la deteccion de
estos mecanismos de resistencia. Una vez identificado un posible aislamiento productor
de carbapenemasa, la confirmacion puede llevarse a cabo mediante diferentes métodos
fenotipicos, entre ellos la prueba Carba NP, el método de inactivacion de carbapenémicos
(CIM) y la prueba de discos combinados (CDT). Esta Glltima técnica se basa en comparar
la actividad de discos de meropenem en presencia y ausencia de inhibidores especificos,
como el acido boroénico y el EDTA. Gracias a ello, es posible diferenciar carbapenemasas
de clase A de aquellas pertenecientes a la clase B o metalo-B-lactamasas (MBL),
facilitando una caracterizacion mas precisa del mecanismo de resistencia presente en el
aislamiento bacteriano. En contraste, para las enzimas de clase D atn no se dispone de
inhibidores especificos, por lo que la resistencia de alto nivel a temocilina se utiliza con
frecuencia como marcador indirecto para el cribado de enzimas tipo OXA-48. A pesar de
su utilidad en el diagndstico rutinario, estos métodos fenotipicos presentan como principal
limitacion el tiempo requerido para la obtencion de resultados, que generalmente oscila

entre 18 y 24 horas (Glupczynski et al., 2016; Lawrence et al., 2024).

La prueba Carba NP constituye un método fenotipico rapido y ampliamente
utilizado para la deteccion de carbapenemasas, con un tiempo de respuesta aproximado
de 30 minutos a 2 horas. Su principio se basa en la hidrolisis del imipenem por accion de

las carbapenemasas presentes en el aislamiento bacteriano. Durante este proceso, la

81



degradacion del antibidtico genera un derivado carboxilico que provoca la acidificacion
del medio, disminuyendo el pH y produciendo un cambio de color en el indicador rojo
fenol, el cual pasa de rojo a amarillo cuando existe actividad carbapenemasa. El periodo
de lectura de hasta dos horas resulta fundamental para el rendimiento diagnostico de la
prueba, ya que la mayoria de las carbapenemasas hidrolizan rapidamente el imipenem
dentro de este intervalo. En contraste, las bacterias resistentes a carbapenémicos que no
producen carbapenemasas suelen degradar el antibidtico de manera mas lenta y, por lo
general, no generan el cambio de color durante ese tiempo. Este método fue descrito
inicialmente por Laurent Poirel y Patrice Nordmann en 2012, quienes demostraron un
excelente desempefio diagnostico en comparacion con técnicas moleculares para la

deteccion de enterobacterias resistentes a carbapenémicos.

Estudios posteriores confirmaron un buen desempefo para la mayoria de las
clases de carbapenemasas; sin embargo, se han descrito limitaciones de sensibilidad en
aislamientos productores de OXA-48-like y GES, asi como en cepas con baja expresion
de carbapenemasas (reflejada en valores bajos de MIC a carbapenémicos) y en
aislamientos mucoides. Asimismo, la interpretacion del resultado puede ser subjetiva, ya
que algunos cambios de color son discretos y dificiles de diferenciar. Tanto el CLSI como
EUCAST recomiendan la prueba Carba NP para la deteccion de carbapenemasas en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos, y el CLSI también la avala para P
aeruginosa resistente a carbapenémicos. No obstante, el CLSI introdujo una categoria
interpretativa invalida cuando el cambio de color es de rojo a naranja oscuro, debido a
que este resultado puede observarse tanto en aislamientos productores como no
productores de carbapenemasas. Ademads, la aparicion de resultados invalidos también
puede relacionarse con el deterioro de los reactivos, por lo que se recomienda utilizar

reactivos recién preparados (CLSI, 2024).

El bajo rendimiento de este método en la deteccion de carbapenemasas en A.
baumannii motivd que el CLSI retirara su recomendacion oficial para esta especie en
2018. Aun asi, la prueba continua siendo valorada por una de sus principales ventajas: la
posibilidad de obtener resultados el mismo dia, caracteristica que la convierte en una
herramienta 1til para la deteccion rapida de carbapenemasas en el laboratorio clinico. No
obstante, su implementacion rutinaria puede presentar algunas dificultades operativas.

Entre ellas destaca la necesidad de preparar los reactivos con frecuencia, debido a que la
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solucion que contiene imipenem posee una vida util aproximada de 72 horas. Esta
limitacion puede ocasionar desperdicio de reactivos y un incremento en los costos,
especialmente en regiones donde la resistencia a carbapenémicos tiene baja frecuencia y

el volumen de muestras procesadas es reducido (CLSI, 2024).

Con el fin de mejorar el desempefio del ensayo original, se han propuesto diversas
modificaciones del método manual Carba NP, Posteriormente se desarrollé Carba NP 11,
disefiado no solo para detectar carbapenemasas sino también para diferenciar las clases
de Ambler mediante el uso de inhibidores especificos, como tazobactam para identificar

carbapenemasas tipo KPC y EDTA para detectar MBL (Tijet et al., 2014).

El NG-Test Carba 5 es un inmunoensayo rapido y de facil implementacion que
permite detectar y diferenciar de manera simultdnea las principales carbapenemasas de
relevancia clinica, incluyendo KPC, OXA-48-like, VIM, IMP y NDM, directamente a
partir de colonias bacterianas. Diversos estudios multicéntricos han demostrado su
utilidad diagnodstica al evaluarlo en aislamientos clinicos de Enterobacterales y P.
aeruginosa. Los resultados obtenidos evidencian un desempefio comparable al de
métodos moleculares, como Xpert Carba-R, lo que posiciona a esta prueba como una
herramienta eficaz para la deteccion rapida de resistencia a carbapenémicos en el

laboratorio clinico (Jenkins et al., 2020).

Debido a la baja permeabilidad de la membrana externa y a la hidrolisis lenta del
imipenem por carbapenemasas de clase D tipo OXA frecuentes en el complejo A.
baumannii, se desarrollaron adaptaciones del método Carba NP para mejorar su
rendimiento en este género. Entre ellas destaca CarbAcineto NP, que incrementa el
in6culo y utiliza una solucion hiperosmotica de NaCl 5 M como agente de lisis, logrando

sensibilidades entre 89 % y 95 % (Dortet et al., 2014; Simner et al., 2017).

De manera paralela, se han desarrollado versiones comerciales destinadas a
simplificar este procedimiento mediante el uso de reactivos liofilizados preformulados,
los cuales ofrecen mayor estabilidad y eliminan la necesidad de preparacion manual en el
laboratorio. Entre estas alternativas se encuentra RAPIDEC Carba NP (bioM¢érieux),
aprobada por la FDA para su utilizacion en Enterobacterales y P. aeruginosa. Asimismo,

otras pruebas comerciales como Neo-Rapid Carb Screen, Rapid Carb Blue Screen y 3
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CARBA NP han ampliado las opciones disponibles para la deteccion rapida de

carbapenemasas en el ambito clinico (Yusuf et al., 2014; Mancini et al., 2017).

e Método modificado de inactivacion de carbapenémicos (mCIM) y

variantes

El método modificado de inactivacion de carbapenémicos (mCIM) es una
adaptacion del CIM original, descrito en 2015 y posteriormente respaldado por el CLSI
para la evaluacion de aislamientos de Enterobacterales (CLSI, 2016) y Pseudomonas
aeruginosa (CLSI, 2017) con sensibilidad reducida a carbapenémicos. El procedimiento
consiste en incubar un disco de meropenem en caldo tripticasa de soya inoculado con el
aislamiento en estudio durante 4 horas; durante este periodo, los microorganismos
productores de carbapenemasas hidrolizan el antibidtico, mientras que aquellos que no
producen estas enzimas conservan su actividad, lo que permite su diferenciacion (Simmer

et al., 2024).

Para evaluar la actividad residual del disco después de la incubacion, este se retira
del caldo y se coloca sobre una placa de agar Mueller-Hinton previamente inoculada con
una cepa indicadora sensible a carbapenémicos, generalmente E. coli ATCC 25922.
Posteriormente, tras una incubacion durante toda la noche, los discos que estuvieron
expuestos a microorganismos productores de carbapenemasas presentan poca o ninguna
actividad antimicrobiana, debido a la hidrélisis eficiente del meropenem. Como resultado,
se observan halos de inhibicién reducidos, habitualmente entre 6 y 15 mm, hallazgo
compatible con la presencia de actividad carbapenemasa. En cambio, los aislamientos no
productores de carbapenemasas conservan la mayor parte de la actividad del antibiotico,
produciendo halos >19 mm (CLSI, 2017) (figura 13). Este método destaca por su facilidad
de ejecucion e interpretacion, asi como por el bajo costo y amplia disponibilidad de los
materiales requeridos (discos y caldo), lo que favorece su implementacion en la mayoria
de los laboratorios. No obstante, su principal limitacion es el prolongado tiempo de

respuesta (18-24 h) (CLSI, 2017; Simner et al., 2024).
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Figura 13 Procedimiento para colocar los discos de meropenem para el mCIM.

A B C

Retire el disco de meropenem con un asa de 10 uL (A) y deslice el asa
contra el borde interno del tubo para expulsar cualquier exceso de liquido (B).
Utilice la misma asa para retirar el disco del tubo (C) y coldéquelo sobre la placa
de agar Mueller-Hinton (MHA) (D), previamente inoculada con la cepa
indicadora E. coli (ATCC® 25922) susceptible a meropenem.

Fuente: CLSI, 2017

Posteriormente, se desarrollaron variantes del mCIM para diferenciar las MBL de
las carbapenemasas de serina, incorporando EDTA, un quelante de cationes divalentes
que inhibe las MBL. El mCIM con EDTA (eCIM) se realiza en paralelo con el mCIM y
solo se interpreta cuando este ultimo es positivo, indicando produccion de
carbapenemasa. Este método, avalado por el CLSI, se limita a Enterobacterales. El eCIM
se considera positivo para MBL cuando la diferencia en los diametros de inhibicion entre
mCIM y eCIM es >5 mm, lo que refleja la inhibicion de la MBL por el EDTA (5 uM) y
la consiguiente preservacion de la actividad del meropenem. Si la diferencia es <4 mm,
se interpreta como positivo para carbapenemasa de serina, ya que el EDTA no inhibe
eficazmente estas enzimas (CLSI, 2018) (figura 14). Es relevante advertir que pueden

obtenerse falsos negativos en el eCIM cuando las cepas coexpresan MBL vy
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carbapenemasas de serina, dado que estas ultimas, al no ser inhibidas por el EDTA,
enmascaran la presencia de la MBL (CLSI, 2024).

Figura 14 Interpretacion de las pruebas mCIM y eCIM: resultados positivos de
mCIM y eCIM

Se observa un resultado positivo en la prueba mCIM con un didmetro de

la zona de inhibicién de 6 mm (A), junto con un resultado positivo en la prueba
eCIM, que presenta un didmetro de zona de 15 mm con presencia de colonias
puntiformes dentro de la zona de inhibicién (B).

Resultado: mCIM positivo y eCIM positivo.

Informe: deteccion de metalo-B-lactamasa.

Fuente: CLSI, 2018

Asimismo, se ha observado que ciertas enzimas tipo OXA pueden ser inhibidas
por el EDTA, ya que los cationes divalentes contribuyen a estabilizar su forma dimérica
mas activa. En presencia de EDTA, estas enzimas adoptan una conformacion monomérica
menos activa, reduciendo su capacidad hidrolitica y pudiendo generar falsos positivos en
el eCIM (Segal et al., 2005).

La distincion entre MBL y carbapenemasas de serina tiene relevancia clinica para
orientar la terapia segun el genotipo de la carbapenemasa, particularmente porque las
nuevas combinaciones de P-lactdmicos con inhibidores de [B-lactamasas (BL-BLI)
carecen de actividad frente a productores de MBL. Sin embargo, en regiones donde es
frecuente la coinfeccion con carbapenemasas de serina y MBL, no se recomienda el uso

del eCIM (Simner et al., 2024).
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4.3 Métodos automatizados para la deteccion de betalactamasas

Los sistemas automatizados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
permiten detectar fenotipicamente diferentes tipos de B-lactamasas mediante algoritmos
interpretativos basados en patrones de resistencia . Estos sistemas emplean paneles con
diversos antibidticos y combinaciones con inhibidores, cuyos resultados son analizados

por programas expertos integrados (Chan & Leroi, 2021).

El sistema VITEK 1 es un método automatizado empleado para la deteccion de 3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), basado en la evaluacion simultdnea de la
actividad de determinadas cefalosporinas en presencia y ausencia de acido clavulanico.
La interpretacion de los resultados se realiza mediante un sistema experto computarizado
incorporado al analizador, lo que permite una lectura estandarizada y automatizada. La
prueba utiliza tarjetas comerciales que incluyen cuatro pocillos con cefotaxima y
ceftazidima solas (0,5 mg/mL) y en combinacién con acido clavulanico (4 mg/mL).
Después de la inoculacion, la tarjeta se introduce en el analizador VITEK 1, donde el
sistema determina si el aislamiento es positivo o negativo para BLEE. La interpretacion
se basa en la reduccidn del crecimiento bacteriano observada en los pocillos que contienen
cefotaxima o ceftazidima asociadas con clavulanato, en comparacion con aquellos que
contienen unicamente el antimicrobiano. Una disminucion significativa del crecimiento
en presencia del inhibidor sugiere la produccion de BLEE por parte del aislamiento

bacteriano evaluado (Das et al., 2023).

La prueba VITEK 2 para la deteccion de B-lactamasas de BLEE constituye una
evolucion del sistema VITEK 1, disefiada para optimizar la detecciéon automatizada de
estos mecanismos de resistencia. A diferencia de su predecesor, que evalua Uinicamente
dos antimicrobianos, este sistema analiza tres antibidticos B-lactamicos en presencia y
ausencia de acido clavulanico, lo que incrementa su capacidad discriminatoria y utiliza
diferentes tipos de tarjetas comerciales que incluyen combinaciones de antibidticos como
cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona y aztreonam, solos o asociados a
clavulanato en concentraciones especificas. Algunas configuraciones han sido validadas
para la deteccion de BLEE en especies clinicamente relevantes como E. coli, K.

pneumoniae y K. oxytoca (Garrec et al., 2011).
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El sistema VITEK 2 ha demostrado una elevada sensibilidad y especificidad para
la deteccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), mostrando un rendimiento
comparable al de los métodos fenotipicos convencionales utilizados en Enterobacterales
(Robin et al., 2008). Ademas de la automatizacion del proceso, este sistema incorpora
herramientas avanzadas de interpretacion, como el sistema experto integrado, capaz de
analizar perfiles de concentracion inhibitoria minima (CMI) mediante amplias bases de
datos para inferir posibles mecanismos de resistencia bacteriana.

A esto se afladen herramientas complementarias, como el bioMérieux Advanced
Reporting Tool (bioART), que permiten predecir diferentes clases de carbapenemasas,
incluyendo KPC, MBL y OXA-48-like, a partir de patrones de resistencia observados
frente a B-lactamicos y sus inhibidores (Chan & Leroi, 2021; Yin et al., 2020).

En este contexto, los Enterobacterales productores de carbapenemasas
representan un desafio clinico importante, lo que hace necesario disponer de métodos
diagnosticos con alta capacidad de deteccion. Recientemente, un algoritmo adaptado del
CA-SFM basado en datos generados por VITEK 2, que incorpora la evaluacion de
ceftazidima-avibactam, temocilina y carbapenémicos, mostrd una sensibilidad y un valor
predictivo negativo del 100 %. Este enfoque superd al algoritmo estandar basado
unicamente en las CMI de carbapenémicos, cuya sensibilidad es menor, particularmente
en la deteccion de cepas productoras de OXA-48. Por ello, la implementacion de este tipo
de estrategias contribuye a optimizar la deteccion de carbapenemasas y fortalece tanto el

control de infecciones como el uso racional de antimicrobianos (Gibert et al., 2026).

El sistema Phoenix ha demostrado una alta precision en la deteccion de genes de
resistencia a los antimicrobianos, incluyendo BLEE, B-lactamasas tipo AmpC y
carbapenemasas en bacterias Gram negativas, entre otros. Su avanzado sistema de gestion
de datos facilita la comunicacion directa entre los laboratorios y los clinicos. La
automatizacion del sistema ha permitido mejorar la eficiencia del flujo de trabajo
mediante la estandarizacion del indculo y la eliminacién de algunas limitaciones
asociadas a los métodos manuales; sin embargo, aun se requieren aislamientos en cultivo
puro para la determinacion e interpretacion de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, las cuales tardan entre 6 y 16 horas en generar los resultados de CMI

(Salam et al., 2023).
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El panel Phoenix para la deteccion de BLEE esta constituido por cinco pocillos
que contienen cefpodoxima, ceftazidima, ceftazidima con acido clavulénico, cefotaxima
con acido clavulédnico y ceftriaxona con acido clavulanico. Tras la inoculacion, el panel
se introduce en el equipo, donde se realiza el monitoreo continuo del crecimiento
bacteriano, y los resultados son interpretados mediante el sistema experto BDXpert. Este
sistema aplica reglas de interpretacion predefinidas que facilitan la identificacion de
mecanismos de resistencia. Entre ellas se destacan: (1) las Enterobacteriaceae productoras
de BLEE se consideran resistentes a todos los [-lactamicos, excepto a los
carbapenémicos; (2) los aislamientos susceptibles a carbapenémicos, pero resistentes a
ureidopenicilinas, cefalosporinas de tercera generacion, cefpodoxima o aztreonam,
también se interpretan como resistentes a otros P-lactamicos, con excepcion de los
carbapenémicos; y (3) cuando el tamizaje sugiere la posible produccion de BLEE, se
recomienda realizar pruebas confirmatorias. En caso de un resultado negativo, no se

aplica ninguna regla adicional (Sanguinetti et al., 2003).

La tecnologia MicroScan representa una de las primeras aproximaciones
automatizadas para la determinacion de la CIM. El sistema MicroScan WalkAway-96 SI
integra procesos de incubacion, mantenimiento e interpretacion de resultados a partir de
paneles deshidratados inoculados e incubados previamente. Dentro de esta plataforma, el
panel MicroScan ESBL esté disefiado para la confirmacion fenotipica de BLEE en E. coli,
K. pneumoniae, K. oxytoca y P. mirabilis, mediante la comparaciéon de las CIM de
cefalosporinas de espectro extendido solas y combinadas con acido clavulanico. Una
reduccion >3 diluciones en presencia del inhibidor confirma la produccion de BLEE.
Ademas, el panel MicroScan ESBL plus amplia la deteccion al incluir diversos B-
lactdmicos y otros antimicrobianos con rangos de concentracion definidos (Wiegand et

al., 2007).

Estos sistemas permiten realizar una identificacion presuntiva de distintos
mecanismos de resistencia, informacion que resulta Gtil para orientar de manera temprana
la terapia antimicrobiana y apoyar las estrategias de control de infecciones (Winstanley
& Courvalin, 2011).

Sin embargo, también presentan algunas limitaciones. Entre ellas se incluyen la
posibilidad de obtener falsos positivos y las dificultades diagnosticas que pueden surgir

cuando coexisten multiples enzimas de resistencia en un mismo aislamiento bacteriano.
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Por esta razon, los resultados generados por estos sistemas suelen considerarse pruebas
de tamizaje y, en muchos casos, requieren confirmacion mediante métodos fenotipicos
especificos o técnicas moleculares (Yin et al., 2020).

En comparacidn con otros sistemas automatizados, como VITEK 2, el sistema
MicroScan ha mostrado una elevada concordancia con el método de referencia de
microdilucion en caldo, alcanzando valores >94 % de concordancia categorica y >96 %
de concordancia esencial, ademas de una precision similar para la mayoria de los
antibioticos evaluados. No obstante, existen diferencias operativas importantes entre
ambos sistemas. Mientras VITEK 2 ofrece resultados en un menor tiempo, MicroScan
requiere menos tiempo de preparacion manual, lo que demuestra que ambos métodos son
confiables, aunque presentan ventajas practicas distintas segun las necesidades y recursos

de cada laboratorio (Richter et al., 2025).

4.4 Agares cromogénicos

Se utilizan ampliamente en microbiologia clinica como herramientas de tamizaje
rapido para la deteccion de bacterias productoras de B-lactamasas, incluyendo BLEE,
AmpC y carbapenemasas como KPC. Estos medios contienen sustratos cromogénicos y
antibidticos selectivos que favorecen el crecimiento de microorganismos resistentes, al
mismo tiempo que inhiben las bacterias susceptibles. Ademads, permiten una
diferenciacion preliminar de especies bacterianas mediante cambios de color en las
colonias, lo que facilita la identificacion inicial directamente a partir de muestras clinicas

(Zhu et al., 2022).

Entre los medios cromogénicos utilizados en microbiologia clinica destacan
CHROMagar ESBL, disefiado para la deteccion de Enterobacterales productores de
BLEE mediante la incorporacion de cefalosporinas de tercera generacion que inhiben
bacterias susceptibles, y CHROMagar AmpC, empleado para el aislamiento de bacterias
productoras de B-lactamasas tipo AmpC plasmidicas. Asimismo, para la deteccion de
Enterobacterales productores de carbapenemasas se han desarrollado medios selectivos
como CHROMagar KPC y chromID CARBA SMART, que permiten su identificacion
tanto en muestras clinicas como en programas de vigilancia microbioldgica (Peyroux et

al., 2023).
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En general, los medios cromogénicos selectivos comerciales utilizados para el
cribado de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos presentan un costo superior al
de los medios selectivos convencionales; sin embargo, ofrecen una interpretacion mas
sencilla de los resultados y, por lo general, una mayor sensibilidad diagnostica (Viau et
al., 2016). Entre los principales medios disponibles se encuentran mSuperCARBA,
chromID CARBA, ChromID CARBA SMART, CHROMagar KPC, Remel Spectra CRE,
Colorex KPC, RambaCHROM KPC, Brilliance CRE y Hardy CHROM carbapenemase.
Ademas, existen presentaciones en placas dobles (bi-plates), como ChromID CARBA
SMART, que combinan en una misma placa los medios ChromID CARBA y ChromID
OXA-48, lo que permite ampliar la deteccion de distintos tipos de carbapenemasas

(Girlich et al., 2019).

En este &mbito, medios cromogénicos como Brilliance CRE y Brilliance ESBL
destacan por su capacidad para la identificacion répida de bacterias y la deteccion
presuntiva de mecanismos de resistencia, mostrando una buena correlacion con la
presencia de genes de carbapenemasas, BLEE y AmpC identificados mediante PCR.
Asimismo, se ha evidenciado una alta prevalencia de genes de resistencia en K.
pneumoniae, E. coli y A. baumannii, incluyendo CTX-M, SHV, TEM, NDM y OXA. No
obstante, aunque estos medios permiten una diferenciacion rapida de especies, los
resultados deben confirmarse mediante métodos fenotipicos validados y técnicas

moleculares para una caracterizacion precisa (Glowacka et al., 2025).

Una ventaja importante de los medios cromogénicos es que permiten combinar el
cribado de enterobacterias resistentes a carbapenémicos con una identificacion presuntiva
del microorganismo aislado, se han demostrado que estos medios presentan, en general,
altas sensibilidades y especificidades en diferentes tipos de muestras clinicas, como
hisopados rectales, heces, muestras respiratorias, orina y exudados de heridas (Alizadeh

etal., 2018).

Sin embargo, algunos medios cromogénicos, como CHROMagar KPC, pueden
presentar limitaciones en la deteccion de cepas productoras de carbapenemasas tipo
OXA-48, lo que puede reducir su sensibilidad frente a este tipo de mecanismos de
resistencia (Wilkinson et al., 2012). Para superar esta dificultad, se ha propuesto el uso

combinado de medios cromogénicos especificos, como ChromID OXA-48, asi como de
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placas dobles como ChromID CARBA SMART, estrategias que han demostrado mejorar
significativamente la capacidad de deteccion de productores de OXA-48 y otros

Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (Girlich et al., 2013).

En este escenario, el medio CHROMagar mSuperCARBA ha mostrado un
desempefio diagnostico destacado. Estudios realizados en enterobacterias resistentes a
carbapenémicos y en muestras de vigilancia obtenidas mediante hisopados rectales
reportaron limites de deteccion entre 10' y 10> UFC/mL. Aunque su sensibilidad puede
disminuir en cepas productoras de OXA-48 con concentraciones inhibitorias minimas
bajas, los resultados obtenidos evidenciaron valores de sensibilidad y especificidad del
100 % en muestras de vigilancia rectal, respaldando su utilidad en programas de

monitoreo microbiologico y control epidemioldgico (Garcia-Fernandez et al., 2017).

4.5 Métodos genotipicos de susceptibilidad antimicrobiana para bacterias

Gram negativas

Los métodos genotipicos utilizados para determinar la susceptibilidad antimicrobiana se
fundamentan en la identificacion de genes de resistencia y mutaciones asociadas
presentes en el ADN bacteriano, mediante técnicas moleculares de amplificacion, analisis
y secuenciacion. Habitualmente, estas herramientas se emplean como complemento de
las pruebas fenotipicas, ya que permiten confirmar con mayor precision los perfiles de
resistencia y susceptibilidad observados en el laboratorio. Entre las principales
metodologias destacan la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), tanto convencional
como en tiempo real, la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), los
microarreglos de ADN vy la secuenciacion del genoma completo (Buchan & Ledeboer,
2014).

Estas técnicas ofrecen ventajas importantes, como una detecciéon rapida y
altamente especifica, ademés de disminuir la dependencia de cultivos prolongados. Sin
embargo, su implementacion todavia enfrenta limitaciones relacionadas con la
complejidad técnica, los costos y la necesidad de infraestructura especializada. En
conjunto, aunque las tecnologias moleculares han avanzado de forma considerable, ain

requieren procesos de optimizacion y mayor accesibilidad. En este sentido, la integracion
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de automatizacion, herramientas de aprendizaje automatico y sistemas de vigilancia
epidemiolégica se perfila como una estrategia clave para fortalecer el diagndstico
microbiologico y mejorar el control de la resistencia antimicrobiana (Yamin et al., 2023).
e PCR multiplex

Es una técnica eficaz para la deteccion simultdnea de patdogenos gramnegativos y
sus genes de resistencia, incluidos aquellos asociados a BLEE y carbapenemasas como
KPC. Diversos estudios han demostrado que estos sistemas permiten identificar con alta
sensibilidad y especificidad bacterias y determinantes de resistencia directamente a partir
de muestras clinicas, como hemocultivos positivos, reduciendo significativamente el

tiempo diagndstico en comparacion con los métodos convencionales (Ti¢ac et al., 2025).

Entre estas herramientas moleculares, destacan paneles comerciales como BioFire
FilmArray AMR, disefiados para detectar de manera simultdnea multiples genes de
resistencia antimicrobiana. Su utilidad ha sido especialmente relevante en
microorganismos como E. coli y K. pneumoniae, ya que permiten obtener resultados
rapidos que favorecen la optimizacion temprana del tratamiento antimicrobiano y apoyan
la toma de decisiones clinicas oportunas, aunque su desempefo puede variar segun el

microorganismo analizado (Ti¢ac et al., 2025).

En el caso de K. pneumoniae, los genes de resistencia identificados con mayor
frecuencia incluyen blaSHV, blaTEM y blaCTX-M, ademas de carbapenemasas
clinicamente relevantes como OXA-48, NDM y KPC, las cuales estan estrechamente
relacionadas con la expansiéon de cepas multirresistentes y con importantes desafios

terapéuticos a nivel hospitalario (Huynh et al., 2025).

Asimismo, kits comerciales como AusDiagnostics GN-12 permiten la
identificacion rapida de patdogenos y genes de resistencia en aproximadamente tres horas,
siendo especialmente ttiles en infecciones polimicrobianas, estas metodologias también
facilitan la deteccion de multiples genes de resistencia coexistentes en un mismo aislado,
lo cual es clave para ajustar de manera oportuna la terapia antimicrobiana (Giilhan et al.,

2025).
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La resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram negativas se ha convertido en
un problema creciente de salud publica, debido al aumento de cepas multirresistentes y a
las limitadas opciones terapéuticas disponibles. En este contexto, la PCR multiplex se ha
consolidado como una herramienta de gran utilidad, ya que permite detectar de forma
rapida y simultinea multiples genes de carbapenemasas, superando varias de las
limitaciones asociadas a los métodos fenotipicos convencionales. Ademas, la frecuente
coexistencia de genes como NDM 'y OXA-48 retleja la complejidad de los mecanismos de
resistencia presentes en estos microorganismos y pone de manifiesto la necesidad de
mantener una vigilancia continua. Este monitoreo resulta esencial para orientar
adecuadamente el tratamiento y optimizar el uso de antibioticos de ultima linea (Mawla

etal., 2024).

En conjunto, los paneles comerciales basados en PCR multiplex representan
herramientas fundamentales para el diagnostico rapido y simultaneo de bacterias Gram
negativas y sus principales mecanismos de resistencia. Su implementacion contribuye a
mejorar el manejo clinico de los pacientes y fortalece las estrategias de control de

infecciones en el ambito hospitalario (Ti¢ac et al., 2025; Giilhan et al., 2025).

e PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Es una técnica molecular que permite detectar y cuantificar microorganismos
mediante la mediciéon del ADN amplificado durante la reaccion, empleando sondas
fluorescentes que generan sefales detectables en tiempo real. Este enfoque posibilita
estimar cantidades relativas o absolutas de microorganismos y agiliza el andlisis gracias
al monitoreo continuo de la amplificacion. En este contexto, la qPCR se ha consolidado
como un método altamente eficaz para la deteccion rapida de genes de resistencia en
bacterias Gram negativas, ofreciendo resultados significativamente mas rapidos que los
métodos convencionales basados en cultivo. Diversos estudios han demostrado que los
ensayos de PCR en tiempo real pueden identificar genes de carbapenemasas, como
blakprc, blanpm y blaoxa-as, con sensibilidad y especificidad del 100 %, directamente a
partir de muestras clinicas como sangre u orina en pocas horas, reduciendo el tiempo

diagnostico de dias a solo horas (Hoj et al., 2021; Yengui et al., 2022).
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Asimismo, los ensayos de qPCR multiplex permiten detectar de manera
simultanea multiples genes de resistencia en una sola prueba, lo que incrementa la
eficiencia diagnostica y facilita una toma de decisiones terapéuticas mas rapida y precisa

(Hoj et al., 2021).

A este avance se han sumado nuevas plataformas moleculares, como la qPCR
basada en perlas liofilizadas y los ensayos de amplificacion por polimerasa recombinasa,
disefiados para ofrecer formatos mas estables, sencillos de utilizar y adecuados para
pruebas en el punto de atencion. Estas caracteristicas resultan especialmente valiosas en
entornos con recursos limitados, donde el acceso a infraestructura especializada puede ser
restringido. En conjunto, estas herramientas moleculares ofrecen ventajas importantes
frente a las pruebas fenotipicas tradicionales, principalmente en términos de rapidez y
precision diagnostica. Su capacidad para identificar tempranamente cepas resistentes
contribuye no solo a orientar de manera adecuada la terapia antimicrobiana, sino también
a reducir la diseminacion nosocomial de microorganismos multirresistentes

(Tullayaprayouch et al., 2025).

e Prueba molecular rapida basada en PCR en tiempo real

Los ensayos moleculares comerciales automatizados han contribuido de manera
significativa a simplificar la deteccion de la resistencia antimicrobiana, gracias a la
implementacion de flujos de trabajo estandarizados y de facil adopcion en el laboratorio

clinico (Simner et al., 2024).

Dentro de estas plataformas, varias han sido aprobadas por la FDA para la
identificacion de genes de carbapenemasas a partir de aislados cultivados, entre ellas
Xpert Carba-R (Cepheid), Revogene Carba C (anteriormente GenePOC Carba; Meridian
Bioscience) y el panel OpGen Acuitas AMR.Estas tecnologias se caracterizan por
permitir una deteccion rapida con minima intervencidbn manual, sin requerir
infraestructura compleja ni personal altamente especializado, lo que amplia su
aplicabilidad en diferentes contextos asistenciales. Ademas, su disefio cerrado contribuye
a reducir el riesgo de contaminacion cruzada y facilita su implementacion en laboratorios

clinicos de distintos niveles de complejidad (Traczewski et al., 2018; Khoo et al., 2023).
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En cuanto a su desempefio, multiples estudios han demostrado una alta precision
diagnéstica de estas plataformas. Xpert Carba-R presenta sensibilidades y especificidades
superiores al 97 % en aislamientos bacterianos (Khoo et al., 2023), mientras que un
metaandlisis report6 una sensibilidad combinada del 100 % y una especificidad del 98 %
(Baietal., 2021). De manera similar, Revogene Carba C ha mostrado sensibilidades entre
93 % y 100 % y una especificidad del 100 % en Enterobacterales, P. aeruginosa y A.
baumannii resistentes a carbapenémicos, con un rendimiento comparable al de Xpert
Carba-R. No obstante, presenta la ventaja de detectar un mayor niimero de variantes del
gen IMP, a diferencia de Xpert Carba-R, que se limita principalmente a la identificacion

de IMP-1 (Girlich et al., 2020).

En este contexto, el ensayo GenePOC/Revogene Carba C, descrito por Lucena
Baeza et al. (2020), corresponde a una prueba diagnoéstica in vitro cualitativa aprobada
por la FDA, disefiada para la deteccion de genes asociados a la no susceptibilidad a
carbapenémicos en Enterobacterales. Este sistema utiliza PCR en tiempo real basada en
fluorescencia sobre una plataforma microfluidica, lo que permite analizar directamente
colonias bacterianas sin requerir extraccion previa de ADN y obtener resultados en un
tiempo aproximado de 70 minutos.

Su rendimiento diagnostico ha sido ampliamente respaldado en estudios que
incluyeron 294 aislamientos clinicos, donde alcanzé una sensibilidad y especificidad del
100 %, con capacidad para detectar de forma eficiente genes de carbapenemasas como
KPC, VIM, NDM, OXA-48 y diversas variantes de IMP. En conjunto, estos resultados
destacan su elevada precision, rapidez y utilidad como herramienta para el diagnostico

temprano de la resistencia a carbapenémicos (Lucena Baeza et al., 2020).

De forma complementaria, se han desarrollado estrategias basadas en PCR
cuantitativa directa aplicadas a muestras clinicas, como heces o hisopados rectales, que
permiten la deteccion rapida y sensible de carbapenemasas sin necesidad de cultivo previo
(Saliba et al., 2020). Aunque estas metodologias pueden implicar mayores costos
operativos, su eficiencia puede optimizarse mediante el agrupamiento de muestras en
programas de cribado poblacional (Zhang et al., 2022). Sin embargo, el numero de
plataformas validadas para su uso directo en muestras clinicas ain es limitado, y la
mayoria se centra en la deteccion de los principales genes de carbapenemasa, como

blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP y blaOXA-48-like (Banerjee et al., 2017).
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e Amplificacion isotérmica de ADN
Las técnicas de amplificacion isotérmica representan un avance importante en
biologia molecular, ya que permiten realizar la amplificacion de 4cidos nucleicos sin la
necesidad de termocicladores, lo que simplifica de forma notable los procesos
diagnosticos. Dentro de este grupo se incluyen metodologias como NASBA, SDA, RCA,
TMA, RPA, HDA y LAMP (Srivastava & Prasad, 2023).

En este contexto, estas estrategias han facilitado el desarrollo de pruebas rapidas
y de alta eficiencia, como el ensayo LAMP aplicado a la deteccion de A. baumannii
resistente a carbapenémicos portador del gen blaOXA-23 (Yamamoto et al., 2015), asi
como a la identificacion simultdnea de K. pneumoniae y genes de carbapenemasas en

muestras clinicas (Poirier et al., 2022).

De manera complementaria, se ha implementado un método basado en LAMP
combinado con cromatografia de ADN para la deteccion simultanea de cinco genes de
carbapenemasas (blaNDM, blaOXA-48-like, blaIMP, blaKPC y blaVIM) en
Enterobacterales. Esta técnica permite la visualizacion directa de los resultados mediante
lineas coloreadas y no requiere equipamiento especializado. Ademads, ha demostrado un
excelente desempefio diagndstico, con una sensibilidad del 100 % y una especificidad
superior al 97 % en comparacién con la secuenciacion, lo que la convierte en una
herramienta accesible y eficaz para el diagnéstico rapido y el control de infecciones,

especialmente en entornos con recursos limitados (Mikita et al., 2024).

e Secuenciacion del genoma completo (WGS)

La WGS se ha consolidado como una herramienta fundamental en el abordaje de
infecciones causadas por bacterias resistentes, ya que permite identificar patrones
emergentes de resistencia y fortalecer la correlacion entre genotipo y fenotipo. Aunque su
aplicacion en tiempo real dentro de la practica clinica ain es limitada, la evidencia
disponible sugiere un alto potencial para optimizar la selecciéon de tratamientos
antimicrobianos y reforzar la vigilancia epidemiologica. Sin embargo, su implementacion
rutinaria requiere el desarrollo de guias estandarizadas que orienten su uso clinico (Giffen

& Halpin, 2026).
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Esta metodologia permite caracterizar de forma integral el resistoma bacteriano,
es decir, el conjunto de genes asociados a la resistencia antimicrobiana presentes en un
aislado clinico. No obstante, su adopcion enfrenta diversas limitaciones, entre ellas los
altos costos, la necesidad de personal altamente capacitado en biologia molecular y
bioinformatica, asi como la dependencia de bases de datos especializadas para la correcta
identificacion de los genes de resistencia. Entre las madas utilizadas se encuentran
ResFinder, la Comprehensive Antimicrobial Resistance Database (CARD), Antibiotic
Resistance Gene-ANNOTation y la base de datos de organismos resistentes a antibioticos

del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Yee & Simner, 2022).

4.6 Métodos de flujo lateral inmunocromatograficos para la deteccion de

betalactamasa

Los ensayos inmunocromatograficos de flujo lateral (LFA) se han consolidado
como herramientas rapidas y costo-efectivas para la deteccion de B-lactamasas, incluidas
carbapenemasas y BLEE, directamente a partir de muestras clinicas como aislamientos
bacterianos, hemocultivos u orina. Estos métodos proporcionan resultados en pocos
minutos y han demostrado alta sensibilidad y especificidad para determinadas enzimas,
como las variantes CTX-M en E. coli, lo que los posiciona como una alternativa agil
frente a los métodos de cultivo convencionales y a las técnicas moleculares (Fang et al.,
2023). Por ejemplo, el ensayo de flujo lateral RESIST-5 O.K.N.V.I. mostrd una elevada
concordancia con la PCR y la secuenciacion del genoma completo en la deteccion de
genes de B-lactamasas en E. coli, aunque su sensibilidad fue menor en K. pneumoniae
(Ain et al., 2025). Asimismo, la integracion de LFA con métodos de amplificacion
molecular, como LAMP-CRISPR-Casl2a, ha permitido mejorar la sensibilidad y
posibilitar la deteccion directa sin necesidad de cultivo bacteriano (Xu et al., 2022). En
conjunto, por su rapidez y facilidad de uso, estos ensayos constituyen una herramienta
valiosa para el cribado de resistencia antimicrobiana y el apoyo a los programas de
optimizaciéon del uso de antimicrobianos, especialmente en entornos con recursos
limitados, aunque presentan limitaciones en la deteccion de algunas variantes de

carbapenemasas, como IMP y VIM (Boutal et al., 2022).
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Desde el punto de vista técnico, los LFA se basan en el uso de nanoparticulas de
oro coloidal depositadas en membranas de nitrocelulosa, previamente sensibilizadas con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos especificos de enzimas
carbapenemasas. Este principio permite su deteccion individual o en formato multiplex
en dispositivos de flujo lateral, como K-SeT, NDM LFIA o RESIST-5 O.0.K.N.V. (Boutal
et al., 2017). Entre los ensayos mas utilizados destaca NG-Test Carba 5, aprobado por la
FDA, que permite identificar en aproximadamente 15 minutos las cinco principales
familias de carbapenemasas (KPC, NDM, VIM, IMP y OXA-48-like) a partir de
aislamientos bacterianos (Boutal et al., 2018). En un estudio multicéntrico, este ensayo
mostr6 una concordancia global del 100 % en comparacion con un estandar de referencia
al analizar aislamientos de Enterobacterales y P. aeruginosa cultivados en agar sangre y
agar MacConkey (Jenkins et al., 2020). Ademas, ha demostrado capacidad para detectar
aislamientos productores de multiples carbapenemasas, como combinaciones de NDM y

OXA-48-like, sin reactividad cruzada con enzimas, como GES o SME (Chan et al., 2020).

4.7 Métodos protedomicos para la deteccion de betalactamasas

El desarrollo de métodos protedmicos ha permitido importantes avances en la
deteccion rapida de carbapenemasas, B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
enzimas AmpC. Técnicas de espectrometria de masas dirigida, como la cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en taindem (LC-MS/MS) y el parallel reaction
monitoring (PRM), permiten identificar péptidos especificos asociados a enzimas de
resistencia directamente a partir de aislados bacterianos en aproximadamente 90 minutos,
con alta sensibilidad y especificidad. Entre estas tecnologias destaca el uso de PRM
combinado con espectrometria de masas Orbitrap de alta resolucion (HRAM-MYS), el cual
ha demostrado utilidad en la deteccion rapida de carbapenemasas como KPC, IMP, VIM,
NDM y OXA, ademdas de B-lactamasas TEM, CTX-M y AmpC tipo CMY-2 en
enterobacterias. La evaluacion de 188 cepas de Enterobacteriaceae permitio seleccionar
péptidos especificos con elevados niveles de especificidad diagnodstica y desarrollar un
método de cribado basado en grupos de péptidos, mejorando la sensibilidad de deteccion.
Estos hallazgos evidencian que la protedmica dirigida mediante PRM constituye una
herramienta prometedora para el diagnostico rapido de mecanismos de resistencia
antimicrobiana y el fortalecimiento de la vigilancia epidemiologica de bacterias

multirresistentes (Lu et al., 2022).
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De manera complementaria, la espectrometria de masas MALDI-TOF aporta un
enfoque fenotipico-protedmico basado en la evaluaciéon de la actividad enzimaética
bacteriana. En este caso, el método compara los espectros obtenidos antes y después de
la exposicion del antibidtico a la bacteria, permitiendo evidenciar la hidrélisis del anillo
B-lactamico. En condiciones normales, el antibidtico intacto genera un pico caracteristico
en el espectro; sin embargo, cuando existen B-lactamasas, este pico tiende a disminuir o
incluso desaparecer, mientras que aparecen nuevas sefiales correspondientes a los
productos de degradaciéon. En conjunto, estas variaciones del perfil espectral se
consideran un indicador directo de la presencia de carbapenemasas en los aislados
bacterianos. Gracias a su rapidez y versatilidad, esta técnica se ha ido incorporando de
forma progresiva en los laboratorios clinicos, consoliddindose como una herramienta

relevante en el diagndstico microbiolégico actual (Florio et al., 2020).

En conjunto, la integracion de ensayos fenotipicos con flujos de trabajo
protedmicos ha permitido mejorar de manera significativa la precision diagnostica,
especialmente en la identificacion de carbapenemasas (KPC, NDM, VIM, IMP, OXA),
asi como de B-lactamasas de espectro extendido (TEM, CTX-M) y AmpC (CMY-2) (Lu
et al., 2022).

Si bien los métodos moleculares, como la PCR multiplex, continian siendo
fundamentales para la confirmacion genética, los enfoques protedmicos aportan un valor
complementario al ofrecer una deteccion funcional maés rapida y, en algunos casos,
aplicable directamente a muestras clinicas. En este sentido, estas técnicas se perfilan
como herramientas prometedoras para la identificacion oportuna y precisa de la
resistencia mediada por B-lactamasas, con implicaciones directas en el manejo clinico de
los pacientes y el fortalecimiento de las estrategias de control de infecciones (Bou et al.,

2014).
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Figura 15 Deteccion de productores de p-lactamasas mediante MALDI-TOF MS.
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Fuente: Florio et al. (2020).

4.8 Perspectivas Futuras y Tecnologias Emergentes

e Enfoque Bioinformatico para la Deteccion de Genes de Resistencia

La bioinformatica integra metodologias computacionales para el analisis de datos
genomicos, transcriptomicos y protedmicos, permitiendo predecir e identificar genes de
resistencia a antimicrobianos mediante algoritmos que procesan informacién de bases de
datos especializada. Estas herramientas resultan fundamentales para comprender los
mecanismos de resistencia, clasificar patdogenos y orientar estrategias terapéuticas
personalizadas (Ndag et al., 2020).

Técnicas como MALDI-TOF MS acoplada a secuenciacion gendmica completa
(WGS), cada vez mas implementadas en laboratorios clinicos, permiten no solo detectar
sino también caracterizar en profundidad los mecanismos de resistencia bacteriana. El
analisis bioinformatico de los datos generados facilita la seleccion de intervenciones
preventivas, de vigilancia y terapéuticas adaptadas a cada contexto clinico (Seoane &

Bou, 2021)
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Los sistemas de prediccion de resistencia incluyen: (i) métodos basados en bases
de datos que comparan secuencias con repositorios de conocimiento previo; (ii) enfoques
basados en reglas que utilizan inferencia a partir de fenotipos conocidos; y (iii) métodos
hibridos que combinan deteccidon basada en conocimiento con algoritmos de aprendizaje
automatico (Wang et al., 2020). Herramientas como Resfams emplean modelos ocultos
de Markov para identificar proteinas de resistencia, incluso con homologia lejana.
Independientemente del método empleado, toda prediccion requiere validacion

experimental (Ransom et al., 2020).

Las herramientas bioinformaticas aplicadas al analisis de datos de secuenciacion
suelen trabajar principalmente con dos formatos: lecturas (reads) y ensamblajes
gendmicos (assemblies). En los enfoques basados en ensamblaje, las secuencias se
reconstruyen primero para generar genomas completos o parciales, y posteriormente se
comparan con bases de datos de resistencia mediante herramientas como BLAST o

modelos ocultos de Markov.

No obstante, la variabilidad existente entre algoritmos y parametros de analisis
como el tamafio del gen o el porcentaje de identidad establecido en BLAST puede influir
en la comparabilidad y especificidad de los resultados. A pesar de ello, estos métodos
requieren una mayor capacidad computacional, pero ofrecen una ventaja importante:
permiten analizar el contexto genomico de los genes de resistencia, incluyendo su
asociacion con elementos genéticos moviles. Entre los genes frecuentemente

identificados se encuentran blaCTX-M, blaNDM, mcr-1'y tet(M) (Mason et al., 2018).

e Microfluidica, biosensores y nanotecnologia
Los avances en microfluidica, biosensores, inmunodetecciéon y técnicas de
amplificacion isotérmica de acidos nucleicos han impulsado el desarrollo de nuevas
plataformas diagnosticas con un alto potencial para mejorar las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. Estas tecnologias permiten detectar cambios en parametros clave como
el metabolismo, la movilidad o la actividad térmica de los microorganismos, ofreciendo
asi una evaluacion mas dindmica y funcional de la respuesta bacteriana frente a los

antimicrobianos (Van Belkum et al., 2019).
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En este contexto, un ejemplo representativo es el sistema b-AST, el cual cuantifica
moléculas de ARNr 16S mediante un biosensor electroquimico que integra
nanotecnologia y microfluidica. Gracias a esta combinacion, el sistema permite evaluar
de forma répida y precisa el crecimiento bacteriano, aportando informacion relevante para

la determinacion de susceptibilidad antimicrobiana (Mach et al., 2011).

Los biosensores y quimiosensores permiten la deteccion rapida y en tiempo real
de multiples analitos. Mientras los quimiosensores detectan sefiales producidas por
reacciones quimicas, los biosensores incorporan un componente bioldgico acoplado a un
transductor fisicoquimico para identificar microorganismos o moléculas especificas

(Reynoso et al., 2021).

La deteccion de la resistencia antimicrobiana mediante sensores puede abordarse
desde dos enfoques complementarios. Por un lado, los métodos genotipicos permiten
identificar genes de resistencia a partir de bases de datos especializadas como CARD y
ResFinder; por otro, los enfoques fenotipicos evaluan directamente la expresion funcional
de los mecanismos de resistencia bacteriana, ofreciendo una vision mas dinamica del

comportamiento microbiano (Pujol-Vila et al., 2020).

En funcion del tipo de transductor, los biosensores se clasifican en mecanicos,
opticos, térmicos y electroquimicos. Dentro de estos, destacan los sensores Opticos
basados en resonancia de plasmones superficiales (SPR), asi como los biosensores
electroquimicos, los cuales permiten medir sefiales eléctricas especificas asociadas a la
presencia de microorganismos resistentes, facilitando una deteccion rapida y precisa de
la farmacorresistencia (Reynoso et al., 2021).

De manera complementaria, los biosensores magnéticos han demostrado ser Utiles
para la deteccion de diversos genes de resistencia antimicrobiana, incluyendo aquellos
asociados a penicilinas, tetraciclinas y fluoroquinolonas. Entre los ejemplos mas
relevantes se encuentran la identificacion de mecA en Staphylococcus aureus resistente a

meticilina y blaCTX-M en E. coli (Wang et al., 2018).

Asimismo, se ha propuesto un enfoque innovador basado en microesferas

funcionalizadas con vancomicina, disefiadas para capturar bacterias mediante la union a
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residuos D-Ala-D-Ala. Este sistema permite realizar pruebas rapidas de susceptibilidad
antimicrobiana y monitoreo in situ, ya que la deteccién se basa en cambios en la
difusividad y el movimiento browniano de las microesferas, los cuales son evaluados
mediante microscopia de fluorescencia, posibilitando asi la identificacion indirecta de los

microorganismos (Wang et al., 2018).

Los biosensores Opticos para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana emplean
diversas técnicas de transduccion, como fluorescencia, colorimetria y resonancia de
plasmén superficial (SPR) (Qureshi & Niazi, 2020). Los sensores colorimétricos se
caracterizan por su sencillez operativa, su bajo costo y su capacidad de ofrecer una lectura
visual directa, lo que los convierte en herramientas especialmente utiles para aplicaciones
rapidas. En este tipo de sistemas se emplean indicadores como la resazurina, que cambia
de color en funcion de la actividad metabodlica asociada al crecimiento bacteriano, o
enzimas como la peroxidasa de rabano (HRP), las cuales permiten realizar mediciones en

tiempo real con buena sensibilidad (Zhou et al., 2021).

e Imagen Fluorescente Directa de Determinantes de Resistencia

mediante FRET

La técnica de FRET con sondas no nucleotidicas ha permitido detectar -
lactamasas TEM-1 mediante el marcaje fluorescente de enzimas producidas
exclusivamente por bacterias resistentes (Shao et al., 2013). El sistema utiliza ésteres p-
hidroxibencilicos unidos a cefalosporina con fluor6éforos inicialmente inhibidos
(DABCYL, BHQ2, BHQ?3). Tras la hidrdlisis enzimatica, se genera una eliminacion 1,6
que produce intermedios fluorescentes de quinona-metida, los cuales marcan
covalentemente a las enzimas sin inhibirlas, permitiendo la amplificacion de sefial
(Cravatt et al., 2008). Se emplearon fluoroforos (fluoresceina, Cy3 y Cy5.5) para facilitar
la microscopia y citometria de flujo de alta sensibilidad (Komatsu et al., 2006). La
restauracion de la fluorescencia permite el cribado directo de cepas resistentes, aunque
este método solo se ha evaluado preliminarmente para TEM-1, requiriendo estudios

adicionales para su implementacion rutinaria (Shao et al., 2013).

e Secuenciacion por Nanoporo
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La secuenciacion por nanoporo, particularmente con el dispositivo MinlON, ha
emergido como una tecnologia versatil para la caracterizacion gendmica de bacterias y la
deteccion de resistencia antimicrobiana. Permite determinar la estructura y localizacion
cromosomica de elementos de resistencia microbiana en  patdgenos
como Salmonella Typhi (Ashton et al., 2015) y E. coli multirresistente, asi como
identificar elementos moviles con multiples determinantes de resistencia co-ubicados,
mejorando la comprension sobre su diseminacion (Greig et al., 2018). Su capacidad de
secuenciacion de lectura larga facilita el andlisis metagendmico directo en muestras
clinicas, logrando identificar infecciones bacterianas y genes de resistencia en orina sin
cultivo en menos de cuatro horas (Kubiczek et al., 2017). Ademas, se ha aplicado con
¢xito en la deteccion rapida de plasmidos, fagos, marcadores de virulencia y genes de
resistencia en E. coli productora de toxina Shiga (Gonzélez-Escalona et al., 2019) y en
hemocultivos positivos (Taxt et al., 2020. En conjunto, la secuenciacion por nanoporo
ofrece acceso a datos gendmicos en tiempo real y revela las bases genéticas de la
resistencia, facilitando la comprension de los mecanismos de adquisicion y propagacion

de resistencia microbiana (Gonzalez-Escalona et al., 2019).

e PCR Digital (dPCR)

La PCR digital (dPCR) representa la tercera generacion de la PCR y se caracteriza
por permitir la cuantificacion absoluta de acidos nucleicos mediante la particion de la
reaccion en miles de microgotas o nanocamaras. Este principio elimina la necesidad de
curvas estandar y, en consecuencia, mejora la precision, la sensibilidad y la
reproducibilidad en comparacion con la PCR convencional. Entre sus principales ventajas
se incluyen la deteccion de dianas de baja abundancia, una menor influencia de las
variaciones en las condiciones de reaccion y su aplicabilidad en areas como la expresion

génica, la cuantificacion viral y la identificacion de mutaciones.

Desde el punto de vista tecnoldgico, la dPCR se divide en dos modalidades
principales: la PCR digital basada en chip (cdPCR) y la PCR digital basada en gotas
(ddPCR). En este contexto, Liu et al. (2023) aplicaron ddPCR multiplexada para el
diagnostico de infecciones del torrente sanguineo en 76 pacientes pedidtricos, logrando
la deteccion simultanea de bacterias, genes de resistencia (blaKPC, mecA, OXA-48,

NDM, IMP, vanA, vanM) y virus. Este enfoque mostrd una tasa de positividad del 47,9
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%, muy superior al 6,6 % del hemocultivo, ademas de un tiempo de respuesta
considerablemente menor (4,7 h frente a 76,7 h) y una sensibilidad del 100 %, con

especificidades entre 95,3 % y 100 %.

En la misma linea, la plataforma IC3D (Integrated Comprehensive Droplet Digital
Detection) integra ddPCR con un contador de particulas tridimensional, permitiendo la
identificacion bacteriana directa en sangre total sin necesidad de cultivo. Este sistema ha
demostrado capacidad para detectar -lactamasas de espectro extendido, como la familia
blaCTX-M-9, con una sensibilidad de hasta 10 UFC/mL en aproximadamente una hora,
lo que la posiciona como una herramienta prometedora para el manejo temprano de la

sepsis (Abram et al., 2020).

De forma complementaria, la PCR digital, incluyendo la modalidad multiplex por
gotas (mddPCR), se ha aplicado con éxito en la deteccion rapida y altamente sensible de
genes de carbapenemasas en Enterobacterales y otras bacterias. Un ensayo fenomolecular
basado en mddPCR permite identificar aislamientos resistentes mediante la deteccion de
ADN bacteriano liberado tras la exposicion a antibidticos, alcanzando alta sensibilidad y
especificidad en un tiempo aproximado de 3 a 4,5 horas, ademas de diferenciar tipos

especificos de carbapenemasa (Zhang et al., 2025).

Asimismo, la integracion de aprendizaje automatico con PCR digital multiplex de
alto rendimiento ha demostrado mejorar significativamente la precision en la deteccion
de genes de carbapenemasas en aislamientos clinicos, alcanzando mas del 99 % de
exactitud sin requerir equipamiento adicional. Finalmente, también se han desarrollado
ensayos en tiempo real basados en esta tecnologia para la identificacion de genes clave
como KPC, NDM, OXA-48-like, VIM e IMP, con sensibilidad y especificidad
comparables o incluso superiores a los métodos fenotipicos tradicionales (Miglietta et al.,

2021; Chamizo-Loépez et al., 2025).

Por otra parte, la PCR digital presenta mayor sensibilidad que la qPCR para
detectar genes de carbapenemasas en baja abundancia en muestras ambientales, como
aguas residuales hospitalarias, lo que resalta su utilidad en la vigilancia epidemiolédgica
(Erler et al., 2024). En conjunto, estas metodologias permiten una deteccion rapida,

precisa y simultdnea de multiples genes asociados a la resistencia mediada por
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carbapenemasas, lo que se traduce en una mejora significativa de la capacidad diagnoéstica
en el laboratorio clinico. Gracias a ello, se facilita la toma de decisiones terapéuticas
oportunas y se fortalecen las estrategias de control y prevencion de infecciones (Zhang et

al., 2025).

e Integracion de CRISPR-Cas con Aptameros
Las tecnologias basadas en CRISPR-Cas y aptdmeros han surgido como
herramientas innovadoras con gran potencial para el diagndstico rapido de la resistencia
antimicrobiana. En el caso de CRISPR-Cas, se trata de un sistema inmunitario adaptativo
de origen procariota que permite la deteccion altamente especifica de acidos nucleicos
mediante el reconocimiento de secuencias PAM, lo que facilita la identificacion precisa

de polimorfismos y genes asociados a resistencia (Mojica et al., 2009; Hille et al., 2018).

Por su parte, los aptdmeros constituyen moléculas capaces de reconocer de forma
selectiva productos proteicos derivados de genes de resistencia antimicrobiana. Aunque
presentan un gran potencial diagnodstico, alin requieren mejoras en sensibilidad y
optimizacion metodoldgica para su aplicacion mas amplia en el ambito clinico (Kelley,

2017).

Ambas tecnologias ofrecen tiempos de respuesta significativamente mas rapidos
que los métodos fenotipicos convencionales. Mientras que CRISPR-Cas ya cuenta con
aprobacion FDA para diagnoéstico viral (SARS-CoV-2) y ofrece excelente escalabilidad y
multiplexacidén para vigilancia de farmacorresistencia microbiana, los aptameros han
demostrado utilidad terapéutica con modificaciones quimicas que mejoran su estabilidad
in vivo (Pereira et al., 2021). Sus propiedades complementarias CRISPR-Cas detecta
acidos nucleicos (existencia de genes) y aptameros sus productos proteicos
(funcionalidad) sugieren que su integracion futura podria optimizar el diagndstico y
tratamiento de infecciones resistentes, superando las limitaciones individuales de cada

técnica (Kelley, 2017; Pereira et al., 2021).

Un reciente estudio de revision sefiala que las tecnologias basadas en CRISPR-
Cas representan una alternativa innovadora con potencial para enfrentar Enterobacterales

resistentes a carbapenémicos, al permitir la eliminacion selectiva de genes de resistencia
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localizados en plasmidos, como blaKPC, blaNDM y blaOXA-48. Entre las estrategias
descritas se incluyen sistemas CRISPR-Cas9 dirigidos a la eliminacién de plasmidos,
plataformas basadas en la edicion de ARN mediante Cas13ay Cas13d, asi como enfoques
terapéuticos que emplean bacteriofagos modificados con Cas3. En conjunto, estas
herramientas permiten actuar de forma altamente especifica sobre determinantes
genéticos de resistencia, lo que abre la posibilidad de utilizarlas como complemento de
los tratamientos antimicrobianos convencionales. Sin embargo, a pesar de su potencial,
su aplicacion clinica todavia enfrenta limitaciones importantes, especialmente en lo
relacionado con los sistemas de entrega, el rango de hospedadores de los bacteridfagos y
la posibilidad de efectos fuera del objetivo, aspectos que deben resolverse antes de su

implementacion generalizada (Tsolakidou, 2025).

e Aprendizaje Automatico y Analisis Predictivo

El aprendizaje automatico se ha posicionado como una herramienta estratégica en
el abordaje de la resistencia microbiana, ya que permite analizar grandes volimenes de
datos gendmicos y clinicos para predecir perfiles de resistencia y apoyar la optimizacion
de la terapia antibidtica empirica (Ali et al., 2023). En comparacion con los enfoques
basados en reglas, estos modelos muestran un mejor desempefio en microorganismos con
mecanismos de resistencia complejos, ademds de haber demostrado su utilidad en el
desarrollo de sistemas de apoyo a la toma de decisiones clinicas en tiempo real (Moran et

al., 2020; Anahtar et al., 2021).

En este contexto, diversos estudios han aplicado algoritmos como XGBoost,
Random Forest y perceptron multicapa para la prediccion de resistencia en patdgenos,
particularmente bacterias Gram negativas, alcanzando precisiones que oscilan entre el 75
% y el 93 % en entornos hospitalarios y unidades de cuidados intensivos (Moran et al.,
2020; Garcia-Vidal et al., 2021; Pascual-Sanchez et al., 2021). Gracias a ello, estas
herramientas contribuyen a personalizar tratamientos, reducir el uso innecesario de

antibidticos y agilizar los flujos de trabajo clinicos (Garcia-Vidal et al., 2021).

No obstante, su aplicaciéon generalizada aun se ve limitada por la calidad,

representatividad y estandarizacion de los datos utilizados para el entrenamiento de los
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modelos, por lo que resulta indispensable una validacion rigurosa antes de su

incorporacion rutinaria en la practica clinica (Anahtar et al., 2021).
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