CURS D’ACTUALITZACIO DE CONCEPTES DE MICROBIOLOGIA
INSTITUT DE CIENCIES DE 'EDUCACIO (UAB)

Jesus Aranda (jesus.aranda@uab.cat)

Dpt. de Genetica i de Microbiologia (UAB) . t I " Yo fl:l-'_::lr_l-'ﬁ i
14 de desembre de 2022 i ey 4 UAB



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.ca

Aquesta presentacio no pretén ser una classe de
Batxillerat, sind una revisio i actualitzacio.

Es tractara “el problema de la resistencia als
antibiotics” que forma part del bloc:
“Els microorganismes i les formes acel-lulars”.

Aquesta tematica es troba inclosa al curriculum
de la materia de Biologia del 2°" curs de
Batxillerat (DOGC 2022).
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TIPUS D’ANTIMICROBIANS

e

L'amoxicil-lina és un beta-

lactamic que inhibeix Ia
sintesi de paret bacteriana i
'acid clavulanic és un
inhibidor de beta-lactamases.

Els antimicrobians eliminen o impedeixen la
proliferacié de microorganismes

inhibeix la

L'aciclovir
polimerasa virica.

ANTIBACTERIANS ;
ANTIFUNGICS

ANTIVIRICS
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El clotrimazol inhibeix la sintesi
d’ergosterol, un component que
forma part de la membrana
cel-lular dels fongs.

“Solo la mitad de los encuestados saben que los
antibidticos no son eficaces contra los virus”
(Eurobaréometo 17.11.22) https://ec.europa.eu/

La cloroquina impedeix
I'assimilaci6 d’hemoglobina
per part del protozou que
causa el paludisme.




ANTIBACTERIANS SEGONS ORIGEN

NATURALS (ANTIBIOTICS)
* Produits per microorganismes:

(principalment Actinobacteria, altres bacteris i fongs)
e Exs.: Penicil-lina G, cefalosporina C, estreptomicina...

SEMISINTETICS

* Modificacions quimiques dels antibiotics

* Més eficients

* Menys toxics per humans i per altres animals

e Son els més abundants i els més utilitzats en clinica

* Exs.: Amoxicil-lina, 5 generacions de cefalosporines...

SINTETICS
 Completament artificials
e Exs.: Sulfonamides, trimetoprim, quinolones...

Penicil-lina G

Natural (Penicillium)
Espectre reduit
Poc estable

Amoxicil-lina

Semisintetic
Ampli espectre
Major estabilitat

Tot i que el terme “antibiotic”, estrictament parlant, fa referencia només als
antibacterians naturals, actualment és comu utilitzar-lo també per referir-se als

antibacterians semisintetics i sintetics.




EXEMPLES DE PENICIL-LINES SEMISINTETIQUES

R1 DE LES PENICIL-LINES SEMISINTETIQUES

Ampicillim Amanicillin Carbenicillin
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Sensible als acids (IV) Resistent als acids (oral/IV) Sensible als acids (en desus SAY)

Resisténcia a beta-lactamases

Resistencia a beta-lactamases ™ Resisténcia a beta-lactamases /]\ MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Modificant el grup R1 del nucli de la penicil-lina natural s’Taconsegueixen noves propietats: increment
de la resistencia als acids i/o a les beta-lactamases i fins i tot es pot augmentar I’'espectre d’accié.



ANTIBIOTICS SEMISINTETICS:
AMPLIANT L’ESPECTRE D’ACCIO
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ANTIBACTERIANS SEGONS ACTIVITAT

EFECTE DE LADDICIO DE DIFERENTS TIPUS D’ANTIBACTERIANS EN CULTIUS EN FASE EXPONENCIAL
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REPRESENTACIO DEL CREIXEMENT
D’UNA POBLACIO BACTERIANA
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Escherichia coli (37°C) ~ 20 min o

Mycobacterium tuberculosis (37°C) ~ 12h

Exercici extret del guié de problemes de [I'assignatura de *
Microbiologia del primer curs del Grau en Microbiologia (UAB).
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BACTERIOSTATIC, BACTERICIDA O

BACTERIOLITIC?
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Cultiu de Salmonella enterica incubat a 37 °C
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Espectinomicina (Spc): bacteriostatic,

Ampicil-lina (Ap): bacteriolitic.




BREU HISTORIA DELS ANTIBACTERIANS

KEY J
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Teixobactin LA PANDEMIA
Macrolides SILENCIOSA
Salvarsan is no Glycopeptides 2015 o
longer in clinical use Polymyxins
Salvarsan Sulfonamides Quinolones Carbapenems  Oxazolidinones:
Cephalosporins Monobactams Linezolid
| (1996)
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Last class of

First synthetic Penicillin Penicillin ini
StUSY! v clinically-used
antlb}o'tuc used discovered approved for antibioticydisoovered
clinically clinical use MRSA first » Li tides: 4
detected Ipopepti ?S'
Streptomycin | Daptomycin
. discovered (1987)

PANDEMIA

Penicillin SARS-CoV-2
resistance
Resistance to identified UN declares AMR a
salvarsan “fundamental threat”
Resistance to
sulfonamides

MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; UN, United Nations; AMR, Antimicrobial resistance
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A finals del s. XIX es va aillar el primer antibiotic: la “piocianasa” produida per Pseudomonas (amb éexit limitat degut a la seva toxicitat en humans).
Décades abans que Fleming, diferents investigadors ja van demostrar les capacitats antimicrobianes d’extractes de Penicillium.



https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=1388840

MECANISMES D’ACCIO DELS ANTIBACTERIANS

Ced wall yyrithpen

Beta-lactamics

Cytcplaamic membrane

sirecture and functon

ORA gyvase | BNA polyrarase

Proten yynthesss
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Aminoglicosids

Modificat de Brock Biology of Microorganisms 16th Edition (2022)
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Il. RESISTENCIES



RESISTENCIA ALS ANTIBACTERIANS

Tatracycine
Chideamphenicol Vancomycin
Svepaomycin Ampiciin
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Cechaicapotinn
Resistencia detectada

Nature chemical biology (2007) 3:9, 541



RESISTENCIA INTRINSECA

Alguns generes o espeécies de bacteris presenten resisténcia a alguns antibacterians per:

-Abséncia de diana o amb baixa afinitat (ex.: Mycoplasma i beta-lactamics)
-Baixa permeabilitat (ex.: Gramnegatius i penicil-lina G)
-Mecanismes de resistencia propis (exs.: eflux, enzims inactivadors...)

cell wall» Penicillin s A . no cell wall

Els micoplasmes (bacteris del genere Mycoplasma com M. pneumoniae i M. genitalium)
no tenen paret cel-lular i per aix0 presenten resisténcia intrinseca als beta-lactamics.



RESISTENCIA ADQUIRIDA

e N g
Especifica de cada soca, pot donar-se by Apyr.

principalment per:

-Mutacions en gens propis:
-Modificacions de la diana

L

ONA encodng TRANSFORMACIO

-Disminucio de la permeabilitat PRD N DU - .2
-Increment de I'eflux VESICULES Y B-
:.g :

-Adquisicio per transferéncia s »
horitzontal de gens que codifiquen: e ;

-Enzims que degraden 'antibacteria
-Enzims que modifiquen l'antibacteria
-Enzims modificadors de la diana
-Substituts de les dianes

-Bombes d’eflux

Cellular and Molecular Life Sciences (2010) 67(18):3057-71



MECANISMES DE RESISTENCIA
ALS ANTIBACTERIANS

Mecanisme d’accid0  Mecanisme de resistencia
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BETA-LACTAMICS: ELS MES UTILITZATS

A LS
. .) \ - f 3
Fyracilms Coprarpor m

NH
O

Anell beta-lactamic

b |
Frequency of antiblotic usage N " -
| ~, . |‘
Brock Biology of Microorganisms 16th Edition (2022) £ a 0 ) S—
= " - ) |
-
B o T -




MECANISME D’ACCIO DELS BETA-LACTAMICS

Peptidoglica

3
-‘.'?Oom of amino ackds

A e ) |

N-acott N-acenyt
ghcosamme (NAG)  muramic 8od (NAM)

g Sintesi de peptidoglica

= \Beta-lactam

Captures de YouTube: Mechanisms in Medicine
“R-Lactams: Mechanisms of Action and Resistance”

Les PBPs sOn enzims que es localitzen a la membrana citoplasmatica, sdn essencials
per la sintesi de la paret bacteriana i son inactivades pels beta-lactamics.



https://www.youtube.com/watch?v=qBdYnRhdWcQ

RESISTENCIA ALS BETA-LACTAMICS

-Beta-lactamases (cromosomiques: AmpC)
-ESBLs! i carbapenemases! (plasmidiques)
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-Mutacions que impliquen pérdua de porines (en G-)
-Bombes d’eflux (cromosomiques o plasmidiques)

-Mutacions en gens que codifiquen PBPs

-Adquisicio de noves PBPs (mecA cromosomic codifica
PBP2a adquirit des de element mobil per MRSA!)

W02’ UJeajaJnIngmmm//:sdny ap 1edIpoiA

Mecanismes de resisténcia predominants en Gramnegatius, Mecanismes de resisténcia predominants en Grampositius.
ESBLs, Extended-spectrum beta-lactamases (també conegudes com BLEEs per I'acronim traduit).



ANTIBACTERIANS INHIBIDORS DE LA TRADUCCIO
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https://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/ribosomal_antibiotics



RESISTENCIA PER MODIF‘ICACIC')
DE L’ANTIBACTERIA

Enzyme
(AME or CAT)

Aminoglycoside or
C Chloramphenicol

Ribosome

AMEs Aminoglycoside-Modifying Enzymes (AMEs)
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Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)

Chloramphenicol

-N-acetyltransferases (AACs): Acetilation using acetyl-CoA
-O-nucleotidyltransferases (ANTs): Adenylation from ATP
-O-phosphotransferases (APHs): Phosphorylation from ATP
-Chloramphenicol-acetyltransferase (CAT): Acetilation using acetyl-CoA




RESISTENCIA PER MODIFICACIO DE LA DIANA

Mutacions puntuals al rRNA23S redueixen
I'afinitat del linezolid per la subunitat 50S
generant resistencia a aquest antibarteria.

. Ribosome
Ery‘thromycm

Erm
methylase

@'n Methylated
ribosome

LUenzim Erm introdueix grups metil al rRNA23S
bloquejant la unié d’eritromicina.

Mutacions puntuals en el gen que codifica la proteina
ribosomal L12 modifiquen la regié reconeguda per
I’estreptomicina impedint |la seva unid.

De forma similar, mutacions puntuals en els gens que codifiquen subunitats de la
RNA polimerasa (rpoB) i de la DNA girasa (gyrA) modifiguen la regid reconeguda per
la rifampicina (inhibidor de la transcripcid) i de les quinolones (inhibidors de la
replicacid), respectivament, generant sendes resistencies.




RESISTENCIA PER BOMBES D’EFLUX

Existeixen diverses families de bombes d’eflux
gue poden ser molt especifiques per un
antibacteria o expulsar-ne una gran varietat.

MFS MATE PACE ABC
! h 5 d’
| | I | 3 | " |
4 Na’ l:"' T
® \ [¢] o
ATP ADP+P

Les bombes TetA (MFS) d’E. coli (que confereixen resistencia a tetraciclina) codificades
en plasmidis van ser les primeres bombes d'eflux bacterianes identificades.

Current Microbiology (2021) 78, 3609-3619



RESISTENCIA PER ENZIMS O RUTES
METABOLIQUES ALTERNATIVES
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ELS GENS dhpsR i dhfrR
ES PODEN TROBAR TAMBE
EN EL CROMOSOMA
FORMANT PART D’UN
TRANSPOSO
O D’UN INTEGRO!




MECANISMES DE RESISTENCIA
GENERALITZATS

Limited penetration Anthiotic neutaliz ation
| - Enzymes
Persistent cells "‘C:) N
non-replicative
W‘ Bhﬁn phenotype
\ P
Slow growth

Un biofilm o biopel-licula és una comunitat estructurada de microorganismes envoltats
d'una matriu polimeérica autodesenvolupada i adherida a una superficie (vivent o
inerta) que els protegeix de factors externs com per exemple els antibacterians.

Biofilms: A survival and resistance mechanism of microorganisms (2012)



[1l. SUPERBACTERIS
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COoLl

LEBSIELLA
PNEUMONIAE

NORMAL
ICROBIOTA

CINETOBACTER

APHYLI

G g AUREUS

0 AaAunA[gu
SEUDOMONAS
AERUGINOSA

‘ E NTEROCOCCUS

Neisseria gonorrhoeae amb alts nivells de
resistencia als farmacs actualment
recomanats per tractar la gonorrea, com la
ceftriaxona (cefalosporina) i |'azitromicina
(macrolid), pero també a les penicil-lines,
les sulfonamides, les tetraciclines i les
quinolones, entre d’altres, és un dels
denominats “superbacteris”.

https://www.who.int/es

Modificat de https://cloverbiosoft.com



SUPERBACTERIS: MDR, XDR | PDR

Multidrug-resistant (//// /') bacteria

Resistent a 3 o més tipus d’antibacterians WHO priority pathogens list for RED of new
anliiHoiscs

Extensively drug-resistant (/.0") bacteria Priorty 1 CHITHCRL
Resistent a la majoria d’antibacterians
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Pandrug-resistant (PDR) bacteria
Resistent a tots els antibacterians
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World Health Organization (https://www.who.int)

Autops Case Rep. 2019 Jul-Sep; 9(3): €2019106. PMCID: PMC6656356
Published online 2019 Jul 19. doi: 10.4322/acr.2019.106 PMID: 31440482

Death from pan-resistant superbug

Abstract

Acinetobacter baumannii has emerged as a pan-resistant superbug causing fatal infections in
vulnerable patients. This report is the case of an immunosuppressed transplant patient with a fatal
pneumonia due to pan-resistant Acinetobacter baumannii.




MESURA DE LA RESISTENCIA

MACRODILUCIO MICRODILUCIO
A T T e (Y
(RS )T

https://courses.lumenlearning.com

ANTIBIOGRAMA ELIPSOMETER TEST (ETEST)

7
|
i

https://urologiabe.com Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2018) 37:187-208



PROLIFERACIO DELS BACTERIS RESISTENTS
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ELS ANTIBIOTICS AFAVOREIXEN LA SELECCIO DE LES RESISTENCIES
PREEXISTENTS A LA POBLACIO...

... PERO, QUIN ES I’ORIGEN BIOLOGIC D’AQUELLES RESISTENCIES QUE
NO PROVENEN D’UNA MUTACIO???



ORIGEN DE LES RESISTENCIES A
ANTIBIOTICS NATURALS

Streptomyces

Enzim inactivador de
I'antibiotic. Els bacteris
productors “NO ES
SUICIDEN"!!!

Gens inactivadors

\ N,
cromosoma ’\'.' -
M rans “

Gens productors

Produccié d’antibiotics
aporta avantatge selectiu
en condicions de medi
pobre en nutrients a
I'inhibir als competidors

—_—

Abolicio de I'efecte
inhibitori sobre el
productor

[Antibiatic | =

La similitut entre enzims que inactiven antibiotics en soques d’origen clinic i
enzims que inactiven antibiotics en el génere Streptomyces corrobora la
hipotesi de que molts gens de resisténcia provenen dels bacteris productors.




TRANSFERENCIA DE LES RESISTENCIES
A ANTIBIOTICS NATURALS

(PLASMIDIS, BACTERIOFAGS,
/ TRANSPOSONS CONJUGATIUS)

Gens productors T

cromosoma <
CAPTURA DE GENS

Gens inactivadors INACTIVADORS

S’han detectat resisténcies a antibacterians sintéetics generades fa centenars de milions d’anys que han sigut
seleccionades i mobilitzades durant les ultimes decades a patogens humans per I'tis d’aquests antibacterians.

AIXO IMPLICA QUE JA PODEN ESTAR ESCAMPANT-SE RESISTENCIES A ANTIBACTERIANS, ELS QUALS NI TAN SOLS EXISTEIXEN AVUI EN DIA!!!



PRINCIPALS CAUSES DE LES
RESISTENCIES

Over-prescribing Over-use of antibiotics in Poor infection control
of antibiotics livestock and fish farming in hospitals and clinics

Lack of hygien¢ and poor Lack of new antibiotics
sanitation being developed

https://www.who.int/health-topics/antimicrobial-resistance



Improve Antibiotic Use
to Combat Antibiotic Resistance

https://www.cdc.gov



ANTIBIOTICS COM A
PROMOTORS
DEL CREIXEMENT

Prohibits a la UE des de 2006
Prohibits als EE. UU. des de 2017

Entre 2015-2017: 45 paisos
reconeixen el seu Us, 12 dells
continuen usant colistina

+ Infu,-é__)

Origen PBP2a
mobil > MRSA

dragy imie

Origen
plasmidi
mcr-1

\Z

Colistina®

https://www.scq.ubc.ca


https://www.reuters.com/article/salud-animales-antibioticos-idLTAKCN1Q320O
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El hospital tardd X naeses én adcomeder s
s e acEbaren oon el brote

EL PAIS, 11 DE MAYO DE 2008

El hospital publico 12 de Octubre de Madrid ha mantenido durante casi dos
afnos una lucha sin cuartel contra una cepa de la bacteria Acinetobacter
baumanii multirresistente a los antibiéticos y especialmente letal para las
personas con el sistema inmunolégico deprimido. El brote, que se inici6 en
febrero de 2006 y ha tardado 20 meses en ser controlado, ha afectado a 252
pacientes, de los que 101 han fallecido.

podria haberse hecho mas y, sobre todo, mucho antes”. "Durante dos aiios, el
personal de enfermeria ha estado denunciando la falta de personal y de
material para cumplir con los estindares adecuados de calidad. Habia dias
que incluso faltaba papel secamanos y pijamas limpios”
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Average time neeaded Average cost of Artibacterial agents in
to Sevelop & now Seveloping 2 mew clinical development
ArRIDGE antBiotic that target WHD
Prsarny pathegens
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IV. ALTERNATIVES



FAGOTERAPIA

Vials amb fags (George Eliava Institute). En paisos com
Georgia, I'Gs de fags esta regulat. A la UE, només com a
tractament experimental d’Us compasiu.

Development and use of personalized
bacteriophage-based therapeutic cocktails to
treat a patient with a disseminated resistant
Acinetobacter baumannii infection.

Antimicrob Agents Chemother (2017) 61(10). USA.

Successful adjunctive use of bacteriophage
therapy for treatment of multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa infection in a cystic
fibrosis patient.

Infection (2019), 47(4):665-668. USA.

Combination of pre-adapted bacteriophage
therapy and antibiotics for treatment of fracture-
related infection due to pandrug-resistant
Klebsiella pneumoniae.

Nat Commun (2022), 13(1):302. Belgium.




IMMUNOTERAPIA
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Vaccine development for antimicrobial-resistant pathogens.

Nature Reviews Microbiology (2021) 19, 287-302



TRASPLANTAMENT FECAL

Clostridioides difficile resisteix als
antibiotics i pot provocar malalties
intestinals greus (abans, en casos
extrems: colectomia). El trasplantament
fecal és eficag desplagant aquest bacteri
per microbiota no patogenica.

Rebyota, el primer farmac amb microbiota
fecal, aprovat als EE. UU. fa uns dies.




AILLAMENT DE MICROORGANIMES
“NO CULTIVABLES”

Cultivables

La majoria dels
microorganismes (> 99 %)
no es poden cultivar al
laboratori.

Imatge de Slava Epstein, un dels creadors de I’ iChip.

El desenvolupament d’una nova tecnologia
anomenada ichip (isolation chip) permet
I'aillament de microorganismes in situ.
D’agquesta manera, al 2015, es va aillar
Eleftheria terrae, productor de [|'dltim
antibiotic conegut amb possible Us clinic:

la teixobactina.



TEIXOBACTIN - A NEW ANTIBIOTIC
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HOW TEIXCRACTIN WAS DISCOVERED
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CERCA DE NOUS ANTIBIOTICS:
MICRO-MON@UAB._6.0 + Info,

Mitjancant una estrategia d’aprenentatge i servei (ApS), professors i estudiants de la
UAB porten una experiencia practica als estudiants de secundaria, que s’involucraran
en un projecte de recerca real als seus centres per aillar nous antibiotics.
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https://bonespractiques.acup.cat/bona-practica/micromon-a-la-uab-recerca-de-nous-antibiotics/

MOLTES GRACIES PER LA
VOSTRA ATENCIO!!
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