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1. RESUMEN

El surgimiento e introduccién de los antibidticos en clinica para el control de enfermedades
infecciosas supuso uno de los mejores descubrimientos del siglo XX. Gracias a ellos se han
conseguido salvar millones de vidas en todo el mundo. No obstante, la aparicion de resistencias ha
deteriorado la eficacia de estos farmacos. En este trabajo abordaremos la problematica de la

resistencia adquirida a los antibidticos centrandonos en una bacteria en concreto, Clostridium difficile,

bacteria toxigeénica anaerobia causante de la inflamacion del colon y de la colitis infecciosa severa.
Muchas de las cepas de C. difficile son ya multirresistentes por lo que ha sido necesario estudiar

nuevas terapias que permitan curar esta infeccion, entre la que destaca el trasplante fecal.

ABSTRACT

The emergence and introduction of antibiotics in the clinical practice for the control of infectious
desease was one of the best discoveries in the 20th century. Thanks to them, millions of lives around
the world have been saved. However, the emergence of bacterial resistance has deteriorate the
efficacy of these drugs. In this paper we will address the problem of acquired resistance to antibiotics

by focusing on a specific bacterium, Clostridium difficile, an anaerobic toxigenic bacterium that
causes inflammation of the colon and severe infectious colitis. Many of the C. difficile strains are
already multi-resistant so it has been necessary to study new therapies to cure this infection, among

which fecal transplantation stands out.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han sido un problema para la humanidad desde la antiguedad. Es por
ello por lo que el hombre ha intentado evitar su propagacion y ha investigado sobre su curacion. En
1928 Alexander Fleming descubre la penicilina, el primer antibidtico de origen natural que puede
hacer frente a las infecciones causadas por bacterias. Ademas, en 1935 surgen las sulfamidas como
antibiotico de origen sintético. A partir de ese momento y hasta los afios 60 se identificaron la mayoria
de los antibidticos actuales. Sin embargo, una amenaza creciente deteriora la eficacia de estos
farmacos: la resistencia bacteriana a los antibidticos. Nos referimos a la capacidad adquirida por un
microorganismo para resistir a los efectos de un antibiotico a los cuales era originariamente sensible.
Esta resistencia adquirida, es un hecho muy generalizado que empezé a observarse al poco tiempo
del uso de los antibidticos en clinica. Ademas, una preocupacion afiadida es la aparicion de lo que se
conoce como las superbacterias, patdgenos bacterianos que han desarrollado resistencia frente a
numerosos tipos de antibidticos. Todo ello constituye un problema mundial de salud publica, ya que
afecta de manera dramatica al tratamiento ambulatorio y hospitalario de las infecciones producidas

por esos microorganismos.

El origen de la resistencia bacteriana a los antibidticos puede ser natural, provenir de mutaciones, de
recombinacion o bien por transferencia de genes tanto horizontal como vertical. EI consumo abusivo
e inapropiado de antibio6ticos tanto en ambito clinico como en ganaderia ha contribuido enormemente
a la aparicion de patdgenos resistentes a multiples farmacos. La resistencia bacteriana a los
antimicrobianos hace que aumente la morbilidad, la mortalidad y los costes por larga estancia en los
hospitales. Por tanto, hay una necesidad critica de generar nuevos agentes antimicrobianos que sean
efectivos frente a estos patdgenos multirresistentes, y ya no sélo de identificar nuevos antibioticos
sino de desarrollar estrategias alternativas que nos permitan luchar contra estos patdégenos. Una
contribucion importante para reducir el problema seria mediante una prescripcion de antibioticos mas
personalizada haciendo un diagnoéstico mas preciso. Otro aspecto a considerar es la generacion de
posibles vacunas que pudieran ser efectivas en algunos casos. Segun la OMS se estima que la
resistencia a antibidticos causa unas 750.000 muertes al afio, la mayoria de ellas pertenecen a la
poblacién infantil de paises pobres, por lo que se trata de una cronica de una pandemia anunciada, la

proxima pandemia del siglo XXI.

En este trabajo nos centraremos en un patdgeno bacteriano que coloniza nuestro intestino. El
microbioma intestinal humano comprende una enorme diversidad microbiana: gran variedad de

bacterias, arqueas, microorganismos eucariotas y virus.
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La composicién y funcion de estas comunidades microbioldgicas difiere dependiendo de su
localizacion exacta, edad, sexo, etnia o dieta del hospedador. Un microbioma sano se puede definir
por la presencia de todas las clases de microorganismos que mantienen un equilibrio y aseguran un
buen metabolismo, una correcta barrera de proteccion frente a patdgenos, asi como un correcto
desarrollo de los sistemas inmunolégico y neurolégico. Se ha comprobado en recientes estudios que
una alteracion de la microbiota intestinal esta relacionada con muy diversas enfermedades. Esto
también puede suceder en sentido contrario, es decir, que una enfermedad produzca una alteracion de

la microbiota, por lo que se establece una relacion de causa-efecto en ambos sentidos.

Una de las bacterias patogenas intestinales méas peligrosas es Clostridium difficile. Esta bacteria

aparece en el intestino como resultado de una disbiosis o desequilibrio en la microbiota intestinal,
causada fundamentalmente por un uso excesivo de antibidticos en pacientes hospitalizados. Su
colonizacion produce desde diarrea o colitis hasta una inflamacion del colon potencialmente mortal.
Se han identificado cepas de C. difficile resistentes a numerosos antibioticos. Otra de las razones
fundamentales por las que esta infeccidn es tan peligrosa es debido a que C. difficile produce esporas
lo que hace que estas sean resistentes tanto a las barreras naturales en la via de transmision como a
los distintos tratamientos, pudiendo persistir en el medio ambiente en el que se encuentren y
convertirse en una infeccion muchas veces recurrente. Para su tratamiento deben utilizarse
antibidticos dirigidos especialmente a esta bacteria, los cuales pueden llegar a ser ineficaces para
evitar su expansion o para prevenir infecciones recurrentes. Es por ello por lo que, en la actualidad
uno de los tratamientos mas prometedores frente a esta infeccion es el trasplante fecal, el cual se ha
comprobado que es seguro, tiene una efectividad superior al 90% y no resulta especialmente caro.
Este tratamiento es relativamente reciente por lo que todavia se encuentra en estudio, sin embargo, se
ha comprobado que en algunos pacientes infectados por C. difficile solo se ha necesitado un unico

trasplante fecal para curar la enfermedad.
3. OBJETIVOS

Este TFG tiene como principal objetivo hacer una revision bibliografica actualizada del problema de
la resistencia bacteriana a los antibioticos centrandonos en un patdgeno concreto, Clostridium
difficile, causante de infecciones intestinales graves, en sus caracteristicas y en las dificultades que

plantea su tratamiento al tratarse de una “superbacteria”.
4. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo un trabajo de documentacion sobre el tema de

las resistencias bacterianas a los antibioticos y sus consecuencias, tanto de forma general como
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centrandonos en una bacteria en concreto, Clostridium difficile. Para ello, se han utilizado como

buscadores Google Académico, Pubmed y Science Direct. A través de ellos se han seleccionado los
articulos cientificos mas adecuados para el trabajo, y se han consultado también diferentes paginas
web. Las principales palabras claves utilizadas en la busqueda han sido: “gut microbiota”, “antibiotic

resistance”, “multidrug resistance”, “Clostridium difficile”, “C. difficile treatment”, “recurrent

infection” y “faecal transplant”.
5. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

5.1 Resistencia adquirida a antibioticos
El descubrimiento e implementacion clinica de los antibioticos supuso una revolucion en la cura de

enfermedades infecciosas. Ya no solo como tratamiento, sino que también se utilizan para prevenir
infecciones bacterianas en casos en los que el individuo tiene el sistema inmune deprimido, como por
ejemplo en los tratados con quimioterapia. Un antibidtico es una sustancia quimica de origen natural
con actividad antimicrobiana utilizado para el tratamiento de las infecciones bacterianas en animales
y seres humanos. Al ser producidos por microorganismos, las bacterias han desarrollado diferentes
mecanismos para impedir ser atacadas por estas sustancias y sobrevivir por competencia en el
ambiente . Se ha demostrado que a lo largo de los Gltimos afios ha habido una enorme progresion de
la resistencia bacteriana a las distintas clases de antibioticos. Esta resistencia afecta tanto a paises
desarrollados como a los que aun estan en vias de desarrollo, aunque tienen un mayor efecto en estos
ultimos ya que se van acumulando y dispersando méas rapidamente al faltar tratamientos alternativos,
por lo que se vuelven endémicas 2.

Al principio, el problema de la resistencia bacteriana afectaba unicamente al &mbito hospitalario, no
obstante, la continua exposicion a diferentes antimicrobianos ha sobrepasado estos limites y ha
derivado en el cimulo de resistencias a diferentes antibioticos por parte de la misma bacteria dando
como resultado la multirresistencia, lo que hace practicamente imposible su tratamiento 2. Se
necesita con urgencia poner remedio a esta situacion ya que se prevé que en el 2050 el problema
causara hasta diez millones de muertes al afio °.

La resistencia a antibidticos puede ser natural, es decir, cuando las bacterias son intrinsecamente
resistentes al antibiético, no disponen de la diana sobre la que éste actia. Nos referimos, sin embargo,
a la resistencia adquirida, aquella en la que una poblacion de bacterias determinada que
originariamente era susceptible a un tipo de antibidtico se vuelve resistente. Estas resistencias
aparecen con el tiempo y estan basadas en procesos mutagénicos y de transferencia horizontal de

genes, ambos tipicos de bacterias. Este tipo de resistencia es la realmente preocupante .



Como la probabilidad de que surjan resistencias por mutacién es baja, se esta utilizando la
combinacion de dos 0 mas antibidticos para conseguir mejores resultados 2. Sin embargo, esto puede
derivar en la aparicion de multirresistencias. Es el caso de las bacterias resistentes a tratamientos con
betalactamicos, cloranfenicol, trimetropin y tetraciclinas, muy utilizados en clinica, lo cual hace
también muy dificil la aplicacion de estos tratamientos de antibidtico multiple. En muchos casos la
multirresistencia se debe a mutaciones en los genes de las porinas (proteinas que permiten el paso de
los antibidticos mencionados a través de la membrana bacteriana) 2.

Entre otros muchos mecanismos también pueden originarse nuevas mutaciones en genes de
resistencia ya conocidos lo que origina una ampliacion de sus efectos 2, o la formacion de biofilms
que dificultan e impiden la accion de los antimicrobianos °.

Aproximadamente el 80% de los casos de resistencia adquirida se deben a informacién genética
exogena, es decir, adquirida por mecanismos de transferencia genética horizontal (transduccion,
transformacion y conjugacion), caracteristicos de bacterias. Los nuevos genes adquiridos codifican
enzimas cuya funcion es la defensa del microorganismo frente a los agentes antimicrobianos mediante

nuevas estrategias 2.

5.2 Mecanismos de resistencia
Se conocen cinco tipos de mecanismos de resistencia:
1. Modificacién de la diana o camuflaje
En este caso la bacteria modifica la diana a la cual se tendria que unir el antibiotico. Las
bacterias Gram + utilizan este tipo de estrategia contra los macrélidos ya que la bacteria
sintetiza una metilasa que altera el ARN del ribosoma bacteriano de modo que los antibi6ticos
ya no pueden unirse a su diana 2. Una mutacion en el gen correspondiente puede también
originar un cambio en la diana.
2. Modificacion del antibidtico
Es el mas comin, la bacteria sintetiza enzimas que modifican el antibiético mediante la
adicioén de restos quimicos al compuesto impidiendo que éste tenga efectos sobre la bacteria.
Esta inactivacion del antibidtico puede ocurrir intra o extracelularmente. Como ejemplo de
inactivacion intracelular estan los aminoglucésidos y el cloranfenicol; y como ejemplo de
extracelular, los betalactamicos 2. Este método es particularmente frecuente entre las bacterias
Gram -, siendo las B- lactamasas el mecanismo de resistencia mas importante dentro de este

grupo de bacterias °.



3.

Impermeabilidad de la membrana

Esta resistencia es sencilla, la bacteria cierra sus poros, por tanto, el antibiético no puede entrar
2, Los mas afectados son los B- lactamicos y las fluoroquinolonas ya que penetran en la
bacteria gracias a las porinas °.

Expulsion del antibidtico

La bacteria rechaza al antibiotico mediante bombas de eflujo en la membrana que expulsan el
antibidtico fuera de la bacteria. Propio de bacterias que presentan resistencia frente a
tetraciclinas, macrolidos, florfenicol y quinolonas ©.

Coexistencia de dos moléculas en la diana del receptor

Coexisten la molécula sensible y la resistente en la diana del receptor, por tanto, si domina la
resistente se observa resistencia a antibioticos (como en las sulfamidas y el trimetropin).

Ademas, tenemos el caso de los enterococcos resistentes a vancomicina que gracias a su

operon van sintetizan la molécula resistente y suprimen la actividad de la sensible 2.

Microorganismos ESKAPE

El término ESKAPE engloba las siglas de seis patdgenos que se escapan del efecto de los
antibidticos. Estos microorganismos son: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter

species.

Se caracterizan por presentar resistencia frente a numerosas clases de antibioticos entre los que

destacan las oxazolidinonas, lipopéptidos, macrolidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, -

lactdmicos y combinaciones de B-lactdmicos-inhibidores de B-lactamasa.

La creciente aparicion de bacterias multirresistentes presenta una de las mayores preocupaciones

sanitarias a nivel mundial, es por ello, que se debe reducir el consumo inapropiado de

antibidticos tanto en el &mbito de la salud humana como en el agricola s.

6. CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Clostridium _difficile (C. difficile), es una bacteria Gram +, anaerobia estricta, productora de

endosporas y toxigénica, causante de infecciones intestinales conocidas como “las infecciones por

Clostridium difficile (ICD)” ‘. Esta bacteria produce en el hospedador desde diarrea o colitis

infecciosa severa hasta una inflamacién del colon que da como resultado una gran morbilidad y

mortalidad en todo el mundo &°. La enfermedad sintomética se produce por dos motivos: el aumento

de las toxinas bacterianas y la disminucion de la respuesta inmune del huésped.



El consumo de antibidticos es el factor mas importante que hace que se produzca una disbiosis
microbiana y esto facilita su entrada al organismo. La ICD es muy peligrosa en entornos de atencion
médica ya que los pacientes ingresados tienen el sistema inmune mas debilitado por lo que son mas
propensos a contraer esta infeccion, y ademas, sus esporas son altamente resistentes a todo tipo de

tratamientos .

Se sabe que esta bacteria forma parte del microbioma fecal en el 1-3% de los adultos sanos !, aumenta

hasta un 20% en individuos hospitalizados y hasta un 50% en los hospitalizados cronicos °.

6. 1 Microbiota
La microbiota es el conjunto de microorganismos que conviven de forma natural con todos los seres

vivos. Se trata de comunidades microbianas especificas de las diferentes partes del cuerpo y
relacionadas entre si, con funciones esenciales para el hospedador. En el caso de mamiferos y
concretamente en el hombre, el tracto gastrointestinal constituye el principal reservorio de
microorganismos 212, Se dice que en el intestino hay una proporcion celular 1:10, es decir, por cada
célula humana tenemos 10 células microbianas. Los grupos de bacterias mas representativos en el
intestino son los Firmicutes y Bacteroidetes, mientras que Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria y Verrucomicrobia son menos abundantes 24, Entre las funciones del microbioma
intestinal destacan la digestion y metabolismo energético, la proteccion del huésped frente a
microorganismos extrafios mediante mecanismos de defensa en el propio epitelio intestinal y la
modulacién y correcto funcionamiento del sistema inmunitario, asi como la modulacion del sistema
neuroldgico 41°. Alteraciones del equilibrio de la microbiota intestinal estan asociadas a numerosas
patologias, entre las que se incluyen desdrdenes metabolicos, neuroldgicos, cardiovasculares,

inmunoldgicos e incluso cancer 2.

Entre los factores que pueden modificar el microbioma estan las infecciones y el correspondiente
tratamiento con antibidticos, la dieta, el embarazo, el estrés, la localizacion geografica y la propia
edad del individuo. Una dieta saludable y el consumo de prebidticos y probioticos pueden contribuir
al mantenimiento de una microbiota intestinal sana, la cual puede proporcionar un cierto nivel de

resiliencia contra perturbaciones externas 314,

6.2 Patogenicidad de C. difficile
Podemos diferenciar dos tipos de cepas, las toxigénicas y las no toxigénicas, siendo solo las

toxigenicas las que producen infeccion en los seres humanos. La produccion de la toxina A y/o la
toxina B, son la causa de la patogenicidad de la bacteria 8. Actualmente, se sabe que todas las cepas

toxigénicas presentan la toxina B, mientras que la toxina A puede estar 0 no presente.



Ambas toxinas pueden inactivar las proteinas Rho GTPasas mediante glicosilacion de un residuo de
Treonina conservado. De esta forma se produce una despolimerizacion de la actina y una
desestructuracion de las células epiteliales que se separan entre si llegando incluso a morir, causando
una lesion directa del epitelio del colon, ademas de la activacion de una cascada inflamatoria que da
lugar a un dafio tisular, diarrea y colitis pseudomembranosa (Figura 1) 8%, Las células epiteliales al
separarse facilitan la migracion de neutrofilos y mediadores de la inflamacién como IL-1B, TNFa e
IL-8 que contribuyen a la respuesta inflamatoria tipica de la colitis y la formacién de

pseudomembranas °.

Existe una tercera toxina presente Unicamente en algunas cepas, la toxina binaria, que aumenta la

virulencia de C. difficile ®.
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Figura 1. En el citosol, las regiones cataliticas de las toxinas A
y B, unen a las Rho GTPasas a través del residuo de treonina
Despolimerizacion de la actina (Thr), lo cual conduce a la despolimerizacién de la actina y por

Region catalitica  Regi6n de unién P . 8
altimo a la apoptosis celular °.
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6.3 Esporulacién y transmision de la enfermedad
C. difficile, anaerobio obligado, es muy sensible a los ambientes aerobios. Esta bacteria produce

endosporas resistentes al estrés medioambiental ', por tanto, son altamente infecciosas. Ademas,
éstas son excretadas por las personas infectadas, siendo viables fuera del huésped. La capacidad de
esporulacién esta asociada a la virulencia de ICD y a la activacion de SpoOA, un regulador
transcripcional altamente conservado que resulta clave en el inicio de la esporulacion y en la
recurrencia de la infeccion. Se ha comprobado que su inactivacion origina un fenotipo nulo de

esporulacion en todas las especies estudiadas hasta el momento ‘. Gracias a un analisis epigenético

de C. difficile, se han identificado unas proteinas metiltransferasas altamente conservadas que
también regulan la esporulacion, la longitud de la célula, la colonizacién del hospedador y la
formacion de biofilms. La inactivacion de estas metiltransferasas fue asociada a una disminucion de

su persistencia en el intestino en estudios con ratones 18,

Las medidas preventivas que podemos tomar para limitar la contaminacidn con sus esporas, incluyen

un correcto lavado de manos (agua y jabdn) y una limpieza de todas las superficies 7.



Wilson y su equipo de cientificos, hace unos 30 afios, demostraron que ciertos acidos biliares
aumentaban la frecuencia de formacion de colonias de C. difficile, es decir, estimulaban su
germinacion. Los acidos biliares son pequefias moléculas anfipaticas con base de colesterol que
ayudan en la absorcion de grasas y colesterol durante la digestion *°. Se ha demostrado que algunos
acidos biliares son inhibidores de la germinacion mientras que otros tienen capacidad estimuladora.
Decir que los éacidos biliares primarios son pro germinativos mientras que los secundarios son
inhibitorios seria hacer una simplificacion excesiva, aunque en su mayoria actian de esta forma.
(Figura 2) ’. Es por todo ello que el contexto de acidos biliares en el intestino determina en gran

medida la germinacion y crecimiento de esta bacteria.

Esporas de C. difficile
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Ademas, cabe destacar que la germinacién de las esporas se inicia cuando la pseudoproteasa
especifica de germinacion, CspC, interactta con los acidos célicos. Concretamente es la combinacion
del &cido taurocdlico y la glicina la que funciona como sefial activadora. Se ha comprobado que
mutaciones en este gen pueden anular el inicio de la germinacion de esporas 2°. Por tanto, CspC es el

receptor germinante sensible al &cido biliar *°.

Los &cidos biliares primarios se pueden trasformar en secundarios por la 7a-deshidroxilacion, que
produce acido desoxicolico (DCA) y acido litocolico (LCA). La via enzimética que lleva a cabo la
7a-deshidroxilacion esta restringida a un pequefio grupo filogenético de bacterias comensales, la mas

destacable de las cuales es Clostridium scindens %*. Se trata de una bacteria intestinal asociada con la

resistencia a la infeccion por C. difficile ya que expresa enzimas cruciales para la sintesis de acidos

biliares secundarios inhibidores de la germinacion de las esporas de C. difficile.
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Se ha demostrado que tras la administracion de C. scindens aumenta la resistencia a la infeccion, no
alterandose sin embargo, ni la densidad ni la biodiversidad de la microbiota intestinal 22. No obstante,

la presencia de C. scindens parece retrasar, pero no prevenir la infeccion 7.

Ademas, se ha observado que la presencia de C. scindens produce metabolitos antimicrobianos
derivados del indol y derivados del triptéfano que actlan en sinergia con los acidos biliares

secundarios para inhibir la proliferacion celular de C. difficile *'.

También es importante mencionar el papel del valerato como inhibidor del crecimiento vegetativo de
la bacteria. Se trata de un acido graso de cadena corta producido a traves de la fermentacion de
aminoéacidos por miembros de la microbiota intestinal. Experimentos de cultivo in vitro confirmaron
que el valerato inhibia directamente el crecimiento vegetativo de varios ribotipos de C. difficile, y
ademas no tenia efectos sobre el crecimiento de otras bacterias intestinales comensales analizadas.
Este se redujo significativamente en las muestras de cultivo tras aplicarle clindamicina (antibiotico
de amplio espectro) y no se recuper6 después de detener la dosificacién de dicho antibidtico. La
manera de restablecer este acido graso fue mediante el tratamiento con trasplante fecal del que

hablaremos mas adelante .

Sin embargo, C. difficile no solo es un beneficiario pasivo de la disbiosis intestinal causada por el
uso de antibidticos, sino que ademas produce dipéptidos ciclicos con base de prolina que resultan
inhibitorios de la 7o-deshidroxilacion 1. Ademas, es capaz de inducir en microorganismos
intestinales cercanos la produccion masiva de indol, el cual limita el crecimiento de los Bacteroides,

perpetuando asi la dishiosis. Como consecuencia, C. difficile prolifera y persiste en el intestino 2.

6.4 Epidemiologia
Recientemente se ha observado un aumento de casos de este tipo de infeccién, lo cual puede ser

debido a la aparicion en 2002 de una cepa denominada C. difficile BI/NAP1/027, hipervirulenta, que
contiene ademas de las toxinas A y B, la toxina C o binaria, de mayor virulencia, la cual puede
provocar la muerte a los 30 dias de infeccion. Se trata ademas de una cepa resistente a una nueva y
amplia gama de antibioticos, lo cual causa una gran morbilidad y mortalidad en Norteamérica y
Europa 22527 Con la aparicion de cepas hipervirulentas en Norteamerica y Europa, esta infeccion
también puede afectar a individuos mas jovenes, incluso a aquellos que no han tenido una exposicion
previa a antibidticos 26. En Asia son poco comunes los ribotipos 027 y 078, tan frecuentes en otras
regiones del mundo 2°, sin embargo, se prevé que este patdgeno se propague rapidamente y sea mas

frecuente en areas que hasta ahora se consideran de baja prevalencia ®.
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6.5 Diagnostico
El diagndstico de esta infeccidn se basa en un conjunto de criterios clinicos, como signos y sintomas

tipicos (diarrea), y la presencia de las toxinas de C. difficile en las heces o pseudomembranas

caracteristicas en el intestino observadas mediante colonoscopia.

Figura 3. En esta imagen podemos ver, mediante colonoscopia, presudomembranas
caracteristicas en el intestino de un adulto infectado por C. difficile 8.

Son también frecuentes las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos, de alta sensibilidad y
especificidad con resultados muy rapidos. Las pruebas en las que se identifican las toxinas deben
incluir ambas, la A y la B, ya que en Asia las cepas variantes toxina A-negativas / toxina B-positivas
del ribotipo 017 son las predominantes .

6. 6 Resistencias de C. difficile a antibioticos
C. difficile es resistente a multiples antibioticos, es una superbacteria. Los mecanismos de resistencia

incluyen genes asociados a la resistencia cromosomica, elementos genéticos moviles, alteraciones en

la diana bacteriana a la que se unen los antibidticos y la formacion de biofilms * (Tabla 1).

Tabla 1. Muestra algunos mecanismos de resistencia de C. difficile a los antimicrobianos.

Genes que codifican
proteinas similares a [-
lactamasa.
Proteinas de wunion a
penicilinas

Las B-lactamasas tienen actividad inhibidora sobre los antimicrobianos B-lactamicos al
romper el anillo B-lactdmico 3. Los genes que codifican los distintos tipos de PB-
lactamasas y proteinas de unién a penicilinas provocan la resistencia a 1os antibioticos -
lactamicos (penicilina y cefalosporinas) *.

Transposones

Facilitan la propagacion de genes de resistencia mediante la conjugacién, transduccion y
transformacion de C. difficile.

Inducen resistencia a los antibidticos de la familia de los macrélidos- lincosamidas-
estreptograminas B, las tetraciclinas y el cloranfenicol °.

Alteraciones en la diana
de los antibioticos o en la
via metabdlica sobre la
que actdan

Producen resistencia a rifamicina, fluoroguinolonas, metronidazol y vancomicina *. En
el caso de la rifamicina son las mutaciones sin sentido en el gen rpoB, el cual codifica una
subunidad B de la enzima ARN polimerasa, las que reducen la afinidad de la enzima con
la rifamicina 3.

Biofilms

Estas comunidades de microorganismos crecen en superficies tanto aerobias como
anaerobias. Contribuyen a la supervivencia de las bacterias patdégenas otorgandoles una
proteccidn en entornos desfavorables como es en presencia de antibidticos. La formacion
de esta estructura permite, especialmente, la resistencia al metronidazol y la vancomicina.
Se ha demostrado que la exposicion a concentraciones bajas de antibidtico podria
interpretarse como una situacién de estrés y, por tanto, se estimularia ain mas la
formacion del biofilm 3032,
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En un estudio realizado en diferentes hospitales alemanes se comprobd la diferente sensibilidad que
tenia C. difficile a los diferentes antibidticos. Se demostré que al metronidazol y la vancomicina tenia
una sensibilidad alta, 99,7%; el 96% era sensible a la rifaximina, no obstante la cepa hipervirulenta
027 era significativamente mas resistente 3. Esta resistencia estaba asociada a mutaciones puntuales
en el gen que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa de C. difficile, rpoB ***°. El 58% era
sensible a la claritromicina y el 57% a moxifloxacina. Por ultimo analizaron la resistencia a
macrolidos y fluoroquinolonas y vieron que la mayoria de las cepas epidémicas eran resistentes. La
moxifloxacina es una fluoroguinolona de amplio espectro. La resistencia a este antibiotico es debida
a mutaciones en las dos subunidades de girasa, la A y la B 31%, Los macrdlidos son antibi6ticos sin
especial importancia en el tratamiento de la ICD, no obstante, es bastante frecuente su prescripcion
médica en el tratamiento contra infecciones bacterianas que suprimen la microbiota intestinal, ya que
inhiben la sintesis de proteinas bacterianas. La resistencia que surge ante estos antibioticos es mas
abundante en las cepas epidémicas 001, 027 y 078. Ademas, precisamente de las primeras resistencias
que surgieron se encuentra la resistencia a eritromicina y clindamicina (antibidticos de amplio
espectro) . Las clindamicinas pertenecen al grupo de los macrolidos- lincosamidas- estreptogramina
B ya que son lincosamidas. Este tipo de antibioticos se unen a la subunidad 50S ribosémica e inhiben
la sintesis de proteinas bacterianas. La resistencia a este grupo es muy comun ya que afecta al 65.9-
90.9% de cepas asiaticas y al 50% europeas. Se debe a una metiltransferasa 23S RNA codificada por
el gen ermB, esta metilacion reduce la afinidad de estos antimicrobianos 3. No obstante, C. difficile
no solo es resistente a este tipo de antibidticos Ilegando incluso a surgir la multirresistencia. Esta se
detecta con mas frecuencia en las cepas 001, 027, 078 y 106, importantes en las infecciones
nosocomiales. La multirresistencia va a servir como precedente e indicador de cuales van a ser las

cepas epidémicas futuras *.

6. 7 Tratamientos actuales frente a ICD

La infeccién por C. difficile afecta a casi medio millén de personas al afio solo en Estados Unidos,
siendo ademéas muy peligrosas las reinfecciones con un riesgo de recurrencia del 20% aunque se
reciba un buen tratamiento de antibioticos (Tabla 2). Dado que hay cepas resistentes a muchos
antibidticos, se estan considerando terapias alternativas, como son nuevos antibidticos, las terapias
con fagos y vacunas, el uso de prebioticos y probidticos y, mas recientemente, el trasplante fecal 3.

Algunas de estas terapias son consideradas tambien como preventivas.
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Tabla 2. Tratamientos que se estan aplicando actualmente segun la gravedad de la infeccion 5303436,

ICD PRIMARIA e Vancomicina o fidaxomicina

(enfermedad no grave) e Sino se tolera lo anterior: metronidazol

ICD GRAVE e Vancomicina, fidaxomicina, cefalosporinas, ampicilina, amoxicilina vy
fluoroquinolonas.

ICD GRAVE Y e Vancomicina (mas dosis y mas frecuentes) + metronidazol intravenoso

COMPLICADA

CASOS CON ILEO e Vancomicina mediante enema rectal + vancomicina oral + metronidazol
intravenoso

NECESARIA e Colectomia subtotal conservando el recto o ileostomia con lavado del colon +

INTERVENCION enjuagues con vancomicina

QUIRURGICA

ENFERMEDAD e Primera recurrencia: ciclo estandar de vancomicina si la ICD anterior se tratd con

RECURRENTE metronidazol. Si no se tratdé con metronidazol, se aplica vancomicina durante un

mayor nimero de dias o fidaxomicina
e  Segunda recurrencia: vancomicina + rifamixina o fidaxomicina
e Para la segunda recurrencia y las siguientes: trasplante fecal

Los antibidticos mas utilizados para el tratamiento son los siguientes:

Metronidazol: primer profarmaco utilizado para el tratamiento por infeccion de C. difficile.
Produce una gran perturbacion en la microbiota intestinal ya que es de amplio espectro *.
Vancomicina: junto con el metronidazol, son los antibioticos més utilizados para tratar esta
infeccion. Se ha comprobado que, para infecciones no graves, la vancomicina da mejores
resultados que el metronidazol por lo que solo se utiliza el metronidazol en casos en los que
el paciente no tolere el tratamiento con vancomicina 3,

Fidaxomicina: es un antibiotico oral de espectro reducido que no altera demasiado la
microbiota intestinal, lo que permite una recuperacion mas rapida después del tratamiento. Un
inconveniente de este antibiotico es su elevado coste, no obstante, debido a que presenta unas
tasas de recurrencia menores que la vancomicina, el coste general puede ser menor 534,
Rifamixina: antibiotico capaz de inhibir el crecimiento y la produccién de toxinas de C.
difficile incluso en bajas concentraciones *. Es de amplio espectro aunque no afecta
demasiado a la microbiota intestinal. El inconveniente es que suele desarrollarse resistencia

rapidamente .

Se ha comprobado que a pesar del alto porcentaje de pacientes curados, entre un 18,9 y un 27,3% no

respondieron a los tratamientos. Viendo el registro de los ensayos clinicos que se encuentra en la

Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, comprobamos que efectivamente ha tenido lugar un

aumento tanto de los casos de pacientes hospitalizados por dicha infeccion como del nimero de

ensayos clinicos llevados a cabo (Figura 4). Es por ello por lo que se necesitan nuevas terapias 3.
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6. 8 Prevencion de ICD
Debido a la alta incidencia de esta infeccion se pretende disminuir el nimero de casos mediante la

reduccion de los cambios microbianos intestinales causados por antibioticos sistémicos, restaurando
la resistencia a la colonizacién, ademas de la restauracion de los microorganismos nativos y, por
ultimo, se intenta reducir la esporulacion, colonizacién y produccion de toxinas de C. difficile. En la

Tabla 3 se muestran las estrategias utilizadas para ello.

Tabla 3. Estrategias utilizadas para prevenir la ICD .

B-lactamasas Reducen la alteracion de las bacterias intestinales debido a antibidticos B-lactamicos, es decir,
degradan este tipo de antibidticos en el intestino.
El inconveniente es que solo tienen efectos frente al tratamiento sistémico de antibidticos B-

lactamicos.

Lactoferrina Reduce el dafio citotoxico de la toxina B, la produccion de toxinas y ademas, retrasa el
crecimiento de C. difficile.

Probidticos orales Restauran las bacterias resistentes a la colonizacién por C. difficile.

Vacunacion Produce anticuerpos anti C. difficile dirigidos a las esporas.

Probidticos

Los probidticos son preparaciones de microorganismos vivos que proporcionan un beneficio para la

salud del huésped siempre y cuando se administren en las cantidades adecuadas %,

Su finalidad es la restauracién de la microbiota intestinal, alterada por el uso de antibidticos
sistémicos 3. Tienen diversas ventajas ya que mejoran la funcion de la barrera epitelial, producen
secreciones de sustancias inhibidoras como las bacteriocinas, participan en la inmunomodulacion y

en la inhibicion de factores de virulencia. Los mas comunes son Lactobacillus y Bifidobacterium *°,

Los probidticos son administrados de forma rutinaria en pacientes afectados por diversas patologias
como es la diarrea asociada al consumo de antibioticos o la colitis ulcerosa, en muchos casos con
beneficios para el paciente. Sin embargo, los estudios sobre la eficacia y los efectos adversos de los
probidticos en la UCI son contradictorios, es por ello que su uso es controvertido 3. Por este motivo
se necesita mucha mas investigacion ya que aun se desconoce cuéles pueden ser los efectos
secundarios del uso de probioticos y sobre todo qué pacientes se pueden beneficiar de este tratamiento
3 _Un ejemplo de efecto adverso es la bacteremia, es decir, la presencia de bacterias en sangre . En

la Tabla 4 se muestran los probidticos mas utilizados.
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Tabla 4. Probidticos utilizados en la prevencion de la ICD 4.

Bio-K Contiene Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus. No se observd
bacteremia. Es eficaz y seguro.
VSL #3 Contiene Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus y Streptococcus termofilos. Bajas tasas de diarrea. Son necesarios mas estudios para
determinar a qué pacientes se les puede aplicar.

Howaru Contiene Lactobacillus acidophilus , Bifidobacterium lactis BI-04, Bifidobacterium lactis Bi-07
Restore y Lactobacillus paracasei Lpc-37. Bajas tasas de diarrea y sin efectos adversos.
Vacunas

Las vacunas que se estan estudiando para la prevencion de la ICD estan basadas en toxoides
inactivados y toxinas recombinantes “° (Tabla 5). Estas vacunas tienen la capacidad de prevenir la

enfermedad ademas de la recurrencia.

Las ventajas e inconvenientes que nos aportan las vacunas son similares a las de los probidticos y, al

igual que con ellos, es importante determinar qué pacientes podrian beneficiarse de este tratamiento3.

Tabla 5. Vacunas utilizadas o en estudio para la prevencion de la ICD 344,

Cdiffense Vacuna a base de toxoide que contiene la toxina A inactivada con formalina y toxina B
de VP110463 (una proteina reguladora de Streptococcus pneumoniae). Segura en adultos
y ancianos, sin embargo se interrumpid la investigacién después de encontrar resultados
adversos.

VLA84 Vacuna que contiene una proteina de fusidén recombinante de dominios C-terminales de
las toxinas A y B. Induce altos niveles de anticuerpos. Se aplica por inyeccion
intramuscular

PF-06425090 Vacuna con las toxinas A y B modificadas genéticamente e inactivadas con formalina.
Se aplica por inyeccion intramuscular. Son necesarios mas estudios para comprobar su
seguridad.

CDVAX Vacuna oral basada en la utilizacién de esporas procedentes de Bacillus subtilis,

modificadas genéticamente, que pueden inducir una fuerte inmunidad mucosa. Se
necesitan mas estudios que confirmen su seguridad y efectividad.

6.9 Terapias emergentes
Terapias con nuevos antibiéticos

Se estan desarrollando nuevos antibi6ticos de espectro reducido que tienen como finalidad no afectar
de forma genérica a todas las bacterias del intestino, ademés debido a los casos de resistencia a los

antibidticos ya conocidos, se necesita investigar sobre estos otros mas recientes (Tabla 6).
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Tabla 6. Nuevos antibidticos en investigacion para su uso como terapia alternativa a los antibiéticos

comdnmente utilizados para la cura de ICD 34,

Cadazolid Inhibe la sintesis de proteinas, la esporulacién, la produccion de toxinas y en menor medida
inhibe la sintesis de ADN. Ademas, es bactericida. Se ha demostrado que la tasa de recurrencia
es menor que con el tratamiento con vancomicina.

CRS3123 Inhibe la metionil-tRNA sintetasa bacteriana que tiene alta actividad contra las bacterias Gram
(REP3123) +. Reduce la formacion de esporas y toxinas.
LFF571 Actua sobre bacterias Gram + bloqueando la sintesis de proteinas.
Mayor tasa de curacion y menor tasa de recurrencia que con vancomicina.
MCB3681 Se puede administrar por via intravenosa (ventaja para infecciones graves y complicadas).

Actividad contra bacterias Gram +.
Se ha demostrado que tiene menor impacto en la microbiota y se toleraba adecuadamente.

Nitazoxanida Curacion clinica y tasas de recurrencia similares a las obtenidas con vancomicina y
metronidazol, sin embargo, la nitazoxanida es méas cara que el metronidazol.
Ramoplanina Interrumpe la biosintesis del peptidoglicano. Se une a las esporas y mata a las células

vegetativas in vitro.

Tasas de respuesta clinica similares a vancomicina.

Ridinilazol Se cree que puede tener efectos en la division celular pero ain no se conoce con exactitud.
Efectos minimos sobre la microbiota.

Tasa de respuesta mayor que con vancomicina y tasa de recurrencia menor.

Surotomicina Disipa el potencial de membrana de C. difficile.
Menores tasas de recurrencia que con vancomicina y similares en cuanto a la respuesta
clinica.

Tigeciclina Inhibe la sintesis de proteinas ya que bloquea la entrada de ARNt en el sitio A del ribosoma.

Terapia combinada de este antibidtico con vancomicina o metronidazol es segura y efectiva
en casos de infeccion por C. difficile graves y complicadas.

Bacteriocinas

Actualmente se esta investigando una nueva terapia basada en el uso de bacteriocinas, pequefios
péptidos antimicrobianos con actividad contra especies relacionadas (espectro reducido) o contra
diferentes géneros bacterianos (amplio espectro). En varios estudios se ha demostrado que el uso de
bacteriocinas contra C. difficile in vitro es efectiva, no obstante, tienen un amplio espectro de

actividad, especialmente contra otras bacterias Gram +, por lo que alteran la microbiota intestinal *°.
Fagos

Otra de las alternativas al tratamiento de la infeccion por C. difficile es la terapia con bacteridfagos o
fagos, virus que infectan y matan a las bacterias 3°. Su utilizacién como tratamiento frente a
infecciones tiene diversas ventajas entre las que se encuentra su posible especificidad, lo que supone
que no afecte al resto de microorganismos, su rapidez para replicarse y su incapacidad para atacar a
células o tejidos del huésped °. Estos se diferencian por su tipo de genoma en fagos de ARN/ADN
monocatenarios o fagos de ADN bicatenarios (dsDNA), nosotros nos centraremos en estos Ultimos
ya que son los que infectan a las bacterias Gram +. En concreto, los fagos dsDNA que provocan dafios
en C. difficile utilizan endolisinas, las cuales podrian considerarse una terapia prometedora en el
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futuro ya que alteran la envoltura celular al final de la reproduccion del fago (Tabla 7). Otras ventajas
son que provocan una muerte rapida de la bacteria, aunque ésta sea resistente a maltiples farmacos,
sus bajas tasas de resistencia, su posible combinacidn con otros agentes antibacterianos y por ultimo
que pueden actuar en biofilms y en superficies mucosas. No obstante, se necesita un mayor estudio

hasta que el uso de las endolisinas como terapia se apruebe en Europa y Estados Unidos *°.

Tabla 7. Endolisinas en estudio, como posible terapia frente a ICD ¥,

CD27L Activa contra 30 cepas diferentes de C. difficile, incluida la cepa 027 hipervirulenta. Lisa las
células en un amplio rango de pH.

Aln no se ha probado in vivo.

PlyCD Activos contra varias cepas de C. difficile. La combinacién de PlyCD y vancomicina tuvo mas
éxito in vitro que ambas por separado.

CDGyCD11 Se expresan de manera recombinante. Rompen los enlaces entre N- acetilmuramoil y L-alanina
en la pared de peptidoglicano de la bacteria.
LHD Es una proteina de fusion lisina-defensina humana activa frente a diferentes cepas de C. difficile,

incluidas las 027, 078, 012 y 087 hipervirulentas. También es activa en un amplio rango de pH.
Se vio que disminuia las esporas y la produccién de toxinas en las heces en un modelo de ratén.

Hidrolasas de la | Pueden ser endolisinas, exolisinas o autolisinas dependiendo de su origen. El dominio catalitico
pared celular escinde los enlaces N-acetilmuramato- L-alanina y el enlace 4-3 entre los residuos glutamato y
DAP.

Terapias con aglutinantes de toxinas

Esta terapia consiste en el secuestro de las toxinas de C. difficile. Ademas, algunos agentes
aglutinantes tienen la capacidad de unirse a factores proinflamatorios, dando como resultado una
reduccion del dafio de la mucosa del lumen intestinal, y con ello una infeccion menos grave. Esta
terapia continGa en estudio ya que ain no se ha demostrado que sea 100% efectiva, sin embargo, es

importante tenerla en cuenta ya que podria llegar a ser un tratamiento exitoso .
Trasplante fecal

Por dltimo, se esta llevando a cabo un nuevo tratamiento que consiste en la introduccion de una
microbiota fecal procedente de un donante sano en el tracto gastrointestinal del paciente, el cual
presenta una disbiosis intestinal, con el objetivo de restaurar su microbioma y curar la patologia que
presenta 124!, En realidad, esta terapia no es tan moderna como se piensa, ya que en los afios 60 se
empezaba a aplicar en pacientes con enterocolitis pseudomembranosa debida precisamente a
infecciones por C._difficile 213, A partir de este momento, el trasplante de materia fecal (TMF) se ha
utilizado para tratar diversas patologias como son las relativas a enfermedades inflamatorias
intestinales, sindromes metabdlicos, esclerosis multiple, obesidad, alteraciones de la sensibilidad a la

insulina *2, e incluso como tratamiento al cancer 3.
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Ademas, la disbiosis intestinal esta implicada, como ya se ha comentado, en alteraciones
neuropsiquidtricas entre las que se encuentran la depresion, ansiedad, autismo y Parkinson. Se trata
de la conexién entre cerebro-intestino, por lo que el TMF podria también provocar cambios

neuroquimicos en el cerebro produciendo como consecuencia cambios en la conducta “.

La realizacion de este trasplante es sencilla, no obstante, la busqueda del donante adecuado es la parte
mas critica. Su seleccion no esta estandarizada por lo que los criterios varian. El donante debe estar
totalmente sano, sin factores de riesgo de enfermedades que se puedan trasmitir y no debe haber
tomado antibi6ticos en los ultimos 3 meses. La mayoria de los pacientes eligen a familiares de sangre
(54%), un porcentaje menor a sus parejas y otros recurrieron a un donante andénimo. Numerosos
estudios han demostrado que la curacién de las patologias utilizando esta técnica no tenia relacion
con la proximidad que tenia el donante con el receptor 24!, Existen protocolos precisos para llevar a

cabo este tratamiento (Tabla 9).

Tabla 9. Métodos utilizados para el TMF 12 4% 44,

colonoscopia

Tasa de éxito (95%)
Eficaz, barato y seguro
No es invasiva

VIAS DE | Tipos Ventajas Inconvenientes
ADMINISTRACION
Via digestiva alta Nasoduodenal, Es posible la introduccién | Tasa de éxito mas baja (76%)
nasogastrica, de bacterias en el ileon | Incomodo
nasoyeyunal terminal y a todo el colon. | Puede incluir vomitos.
Requiere de rayos X para la colocacion
de la sonda.
Via digestiva baja Enema y | Enema Solo es posible la introducciéon de

bacterias hasta el angulo esplénico.
Tolerabilidad del proceso baja.

Colonoscopia
Tasa de éxito (89%)

Se puede evaluar la
mucosa del colon
directamente

Permite la introduccion
de las bacterias en el ileon
terminal y en el colon.

Se utiliza como primera
opcion.

Elevado coste
Incémodo para el paciente
Posibles efectos adversos

Cépsulas

Se administran
de forma oral y

Efectivo: 70% con una
dosis 'y 90% tras la

contienen segunda.

material ~ fecal | Alto porcentaje de
congelado. bacterias con
Estan recubiertas | predominio de las
de gelatina. anaerobias.

Facil de realizar
Alta flexibilidad
Comodo

Sin efectos adversos

Son necesarios mas estudios.
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Aln no esté clara cudl es la mejor via de administracion, sin embargo, numerosos estudios han
demostrado que la via digestiva superior obtiene menor éxito que la inferior. De forma general, el
TMF, independientemente de qué via de administracion se utilice, presenta efectos adversos escasos
y leves. EI mas frecuente es la diarrea, seguido de flatulencia, dolor abdominal, vémitos, prurito y

pueden aparecer ampollas en la lengua y fiebre 12,

En el tratamiento frente a la ICD se ha comprobado que la microbiota del colon del paciente antes del
trasplante es escasa en los dos grupos de bacterias principales mencionadas anteriormente: Firmicutes
y Bacteroides, sin embargo, 14 dias tras la realizacion del trasplante la diversidad bacteriana intestinal
del paciente aumenta con especial incremento de los Bacteroides. Aunque los resultados de esta
terapia son positivos, hasta la fecha solo se utiliza el TMF en la ICD a partir de la tercera recurrencia,
no obstante, no se descarta que en el futuro pueda ser una terapia alternativa utilizada desde la primera

recurrencia 2.

7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Existe hoy en dia una dependencia casi total a los antibioticos como tratamiento frente a enfermedades
infecciosas bacterianas, es por ello por lo que debemos limitar su uso abusivo para no seguir
originando nuevas resistencias. Esto ya supone un problema de salud publica muy grave siendo
especialmente peligrosa la aparicion de bacterias multirresistentes. Para prevenir, en cierta medida,
que esto tenga lugar se deberia incrementar la divulgacion cientifica para que toda la poblacion sea
consciente de la importancia de esta situacion y poder asi concienciar para evitar el mal uso y el

consumo abusivo de estos medicamentos.

Las infecciones por C. difficile provocan una colitis infecciosa severa que causa una gran morbilidad
y mortalidad en todo el mundo. Las terapias con antibidticos que se aplican actualmente, dependiendo
de la gravedad de la infeccién, no estan dando buenos resultados ya que C. difficile se ha convertido
en una superbacteria, y por tanto, multirresistente a estos tratamientos. Es por ello por lo que se estan
desarrollando nuevos tratamientos que incluyen nuevos antibioticos, la utilizacion de bacteriocinas,
fagos, aglutinantes de toxinas y el trasplante fecal. Esta Gltima estrategia es en la actualidad la més
innovadora, eficaz, segura y barata. Ademas, no solo se esta utilizando como tratamiento contra esta
infeccion, por lo que podria ser una posible solucién a varias patologias. Sin embargo, sigue siendo
una técnica ain muy nueva y muy pocos hospitales en Espafia realizan actualmente esta intervencion,

por tanto se necesita mucha mas investigacion.
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