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Resumen

El fracaso del tratamiento con antibidticos de infecciones causadas por bacterias
patdgenas no se debe exclusivamente al desarrollo de resistencia a los mismos, sino también
puede deberse a la persistencia y tolerancia. Las células persistentes pueden sobrevivir al
tratamiento con antibidticos debido a que sufren modificaciones en su metabolismo que les
hacen poseer tolerancia a los mismos. En este trabajo se llevd a cabo una revision
bibliografica con el objetivo de comprender como se genera la persistencia, conocer su
relacion con la resistencia, asi como las posibles nuevas estrategias que se estan estudiando
para erradicar a las células persistentes. Entre los mecanismos que se han asociado con la
persistencia bacteriana destacan los mddulos toxina-antitoxina, la sefializacion a través de
pentafosfato/tetrafosfato de guanosina (ppGpp), la comunicacién bacteriana mediante la
sefial de quorum, el sistema de reparacion de emergencia (respuesta SOS) y la formacion
de biopeliculas. Ademas, son especialmente preocupantes los hallazgos de la relacion entre
la persistencia y la resistencia. Finalmente, la investigacion para luchar contra la
persistencia incluye varias aproximaciones que, aunque se encuentran en fases muy iniciales

de investigacion, tienen un futuro prometedor.

Abstract

The failure of antibiotic treatment of infections caused by pathogenic bacteria is not
exclusively due to the development of resistance to them, but may also be due to persistence
and tolerance. Persistent cells can survive treatment with antibiotics because they undergo
changes in their metabolism that make them have tolerance to them. In this work, a
bibliographic review was carried out in order to understand how persistence is generated,
to know its relationship with resistance, as well as the possible new strategies that are being
studied to eradicate persistent cells. Mechanisms that have been associated with bacterial
persistence include toxin-antitoxin modules, guanosine pentaphosphate/tetraphosphate
(ppGpp) signaling, bacterial communication via quorum signal, emergency repair system
(SOS response) and the formation of biofilms. In addition, the findings of the relationship
between persistence and resistance are of particular concern. Finally, research to combat
persistence includes several approaches that, although they are in very early stages of

research, have a promising future.



1. Introduccion

La persistencia bacteriana es un fendmeno que ocurre en una subpoblacion de
bacterias cuando estas son sometidas a un tratamiento antibiético, de forma que son capaces
de sobrevivir (1). Es un proceso relacionado con una curva de muerte bifasica (Figura 1),
el cual se produce por la existencia de una poblacion heterogénea donde hay una
subpoblacion de células persistentes que mueren lentamente, mientras que la otra parte de

la poblacion es susceptible al antibiotico y muere rapidamente (2, 3).

Persistencia
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Figura 1. Curva de muerte bifasica. Se produce una muerte bifésica, en la que la subpoblacion
susceptible (azul) muere rapidamente, mientras que la poblacién persistente (rojo) muere de forma mas

lenta. Modificado de (2).

Las bacterias adquieren esta capacidad debido a que se induce un estado metabdlico
latente o reducido, de manera gue las dianas de los antibioticos estan inactivas y les permite
escapar de su accion. Por tanto, ya que los antibidticos necesitan dianas activas para poder
actuar, las células persistentes no se verian afectadas si se utiliza una concentracion de
antibiotico equivalente a la concentracion minima inhibitoria (CMI), que normalmente

inhibiria el crecimiento de las bacterias (1, 2, 3, 4).

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que muchas infecciones recurrentes se
asocian con la persistencia. Por ejemplo, es el caso de las infecciones por Pseudomonas
aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica, de Escherichia coli causante de infecciones

del tracto urinario y de Mycobacterium tuberculosis en la tuberculosis (4).
3



1.1. Persistencia y resistencia

La persistencia es un fendmeno similar a la resistencia bacteriana, en el sentido de
que ambas otorgan a las bacterias la capacidad de sobrevivir al tratamiento antibi6tico. En
concreto, la resistencia es la capacidad de una bacteria para sobrevivir y replicarse en
presencia de un antibidtico, y ésta se puede adquirir mediante transferencia genética

horizontal (HGT) o por mutaciones en el cromosoma bacteriano (3).
Sin embargo, entre persistencia y resistencia existen diferencias importantes:

e La resistencia permite a las bacterias sobrevivir a los antibioticos, pero también
replicarse en presencia de los mismos. En el caso de las bacterias persistentes, estas no
tienen capacidad de replicarse en contacto con el antibi6tico, sino que se encuentran
latentes.

e La resistencia se hereda, por lo que las células hijas también serdn resistentes al
antibidtico. Sin embargo, la persistencia no se hereda, de manera que las células que

crecen tras eliminar el antibiotico son susceptibles al mismo (Figura 2) (2,3).

Sin
Antibidtico antibiotico
» | »

Células resistentes Poblacion resistente

) Sin
Antibiotico antibiotico
=> =5

Células persistentes Poblacién sensible

Figura 2. Comparacién entre persistencia y resistencia. En la parte superior de la imagen se
observa que cuando existen algunas células resistentes al antibidtico, al eliminar el tratamiento con este, las
células que vuelven a repoblar la zona de la infeccidén son igualmente resistentes debido a su capacidad
hereditaria, resultando asi en una poblacion completamente resistente. Por otro lado, en la parte inferior se
observa que cuando existe persistencia, la poblacién que crece después de retirar el tratamiento con
antibidticos serd sensible al mismo, ya que la persistencia no se hereda a las células hijas (1).



A pesar de sus diferencias, ambos fendmenos estdn intimamente relacionados.
Recientemente se ha descubierto que las células persistentes pueden promover la
propagacion de genes de resistencia a antibiéticos por medio de la HGT. Ademas, los
niveles de persistencia se relacionan con las tasas de mutacion, de forma que las poblaciones
con mayores niveles de persistencia mutan mas facilmente, pudiendo generar de esta manera

células resistentes (Figura 3) (2).
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Figura 3. Contribucidn de la persistencia a la resistencia. Las células persistentes (rojos) pueden
impulsar la evolucion de la resistencia. A nivel cromosoémico (transferencia vertical de genes), las células
persistentes aumentan la probabilidad de que se produzcan mutaciones que conducen a la resistencia. A
nivel de elementos genéticos maéviles (transferencia horizontal de genes), las células persistentes forman
reservorios que pueden almacenar plasmidos de resistencia a antibiéticos, que se pueden donar a otras
células (contorno verde) después del tratamiento con antibidticos. Las bacterias susceptibles a los
antibidticos se muestran en azul, las persistentes en rojo, las resistentes en amarillo y las muertas con lineas
discontinuas; los elementos moviles se representan como circulos negros. Modificado de (2).



1.2. Persistencia y tolerancia

La persistencia también es un mecanismo muy similar a la tolerancia, la cual se
define como la habilidad de las bacterias para sobrevivir a concentraciones de antibiético
por encima de la CMI, sin poseer un mecanismo de resistencia (3). Podriamos considerar a
la persistencia como “heterotolerancia”, ya que los mecanismos implicados en la tolerancia,
como son la latencia, la disminucion del metabolismo y los niveles de ATP también se han
identificado en la persistencia. Sin embargo, mientras que la tolerancia aparece en toda la

poblacién bacteriana, la persistencia lo hace solo en una pequefia parte de dicha poblacion

(3).
1.3. Tipos de persistencia

Segln el mecanismo por el que se generan las células persistentes se pueden

distinguir (Figura 4):

e Persistencia desencadenada: se da con mas frecuencia. Se genera debido a un
desencadenante externo, que normalmente es la falta de nutrientes, aunque también
podria haber otras causas, como la presencia de antibi6ticos. Estas células persistentes se
forman tras la fase estacionaria y no pueden volver al fenotipo sensible (1, 3).

e Persistencia espontanea: se trata de células persistentes de crecimiento lento,
produciéndose sin ninguna sefial externa. Estas se generan cuando la poblacién se

encuentra en fase exponencial, y pueden volver al fenotipo sensible (1, 2, 3).

Persistencia desencadenada Persistencia espontinea

tratamiento con

| —
D
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Células persistentes
Células normales Células persistentes

Figura 4. Tipos de persistencia. La persistencia desencadenada requiere un factor externo para
que las bacterias se conviertan en persistentes (izquierda). La persistencia espontanea no necesita un
desencadenante externo para producirse, sino que se produce estocasticamente. Modificado de (2).
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2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Conocer los principales mecanismos que llevan a la formacion de células persistentes.
2. Determinar si el estado de latencia es suficiente para que se produzca la persistencia.
3. Establecer el alcance de la relacion entre la persistencia y la resistencia bacteriana

4. Describir las principales estrategias que se estan investigando para luchar contra las
bacterias persistentes



3. Metodologia

La principal fuente de informacion utilizada fue la base de datos de acceso libre
MEDLINE, empleando como motor de busqueda Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).

La busqueda inicial se realizé utilizando las palabras clave “antibiotic and bacterial
persistence”, acotando la busqueda con ciertos parametros, como articulos de menos de 10
afios y disponibilidad del texto completo. De esta manera se obtuvieron 288 resultados,
entre los cuales se descartaron las revisiones en la elaboracion del apartado “resultados y
discusion”, aunque estas si fueron empleadas en la introduccion. También se descartaron

articulos cuya informacion no se relacionaba con los objetivos de este trabajo.

Ademaés, para completar la busqueda se utilizaron otras combinaciones de palabras
clave, como son las siguientes: “bacterial persistence and antibiotic resistance”, “toxin-

antitoxin modules”, “SOS system”, “quorum sensing”, entre otras. La mayor parte del

contenido de este trabajo se obtuvo del analisis de 27 articulos cientificos.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

4. Resultados y discusion
4.1. ¢Es la latencia suficiente para que se produzca la persistencia?

La persistencia se asocia habitualmente con un metabolismo latente, y muchos
estudios han demostrado la veracidad de este hecho, ya que la falta de replicacion o una
baja actividad metabdlica antes del tratamiento con antibidticos aumenta la probabilidad de
que una celula sea persistente (5, 6). Sin embargo, esto puede no ser suficiente para
garantizar que se produzca la persistencia, ya que la mayoria de las subpoblaciones, incluso
encontrdndose "inactivas", no producen células persistentes. Esto sugiere que la persistencia
es un proceso complejo, y que existen caracteristicas adicionales que se relacionan con el

fenotipo persistente (5).

Segun algunos estudios, las células que se replican de manera normal también
pueden generar persistencia. En el trabajo de Orman (5), utilizando la técnica de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, del inglés Fluorescence-
Activated Cell Sorting) aplicada a un cultivo de E. coli en fase exponencial, se observé que
la subpoblacién no replicante estaba mucho mas enriquecida en células persistentes (1%)
que la subpoblacién en crecimiento (0,01%). Sin embargo, teniendo en cuenta la abundancia
relativa de las subpoblaciones en crecimiento y en no crecimiento, concluyeron que el 20%
de todas las células persistentes se originaron en células en crecimiento. Por tanto, aunque
la latencia puede aumentar la probabilidad de que existan células persistentes, las células

replicantes también pueden dar lugar a persistencia.

Por otra parte, se ha demostrado que en la formacion de células persistentes pueden
intervenir otros elementos. Entre ellos se encuentran las bombas de eflujo (Figura 5), cuya
funcion es bombear activamente los antibiéticos hacia afuera de la célula para reducir su
acumulacién. También, la modificacién de la permeabilidad de la membrana plasmatica, de
manera que, si esta disminuye, se reduce la entrada de algunos antibioticos (6). En un
estudio interesante (6), para investigar la acumulacion de antibioticos en las células
persistentes, se utilizé un antibidtico p-lactamico fluorescente, BOCILLIN™ FL Penicilina
(BOCILINA), para medir cuantitativamente la concentracion intracelular del farmaco en
células individuales. Se encontrd que la intensidad de la fluorescencia promedio en las
células persistentes fue solo 1/5 la de las células totales, lo que indica que la concentracion
del antibidtico acumulada fue menor en las células persistentes. Asimismo, para comprobar
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la participacion de las bombas de eflujo y de las porinas en la persistencia, se construyeron
dos porinas mutantes (DompF y DompC) y una bomba de eflujo mutante (DtolC), en ambos
casos inhabilitadas. En el caso de las dos porinas, se observé una disminucion de 4 veces
en la intensidad de la fluorescencia en comparacion con el total de las células, mientras que,
para la bomba de eflujo, la fluorescencia aumento en su intensidad en comparacion con el
valor obtenido para el tipo salvaje. Por consiguiente, las porinas inhabilitadas dieron lugar
a una reduccién en la entrada del antibiotico a la célula, ya que disminuyd la permeabilidad
de la membrana plasmatica; por su parte, la bomba inhabilitada aumenté la concentracion
intracelular del fArmaco, ya que se redujo la accion de eflujo, de manera que no se expulsaba

el antibiotico hacia el exterior y habia una mayor acumulacion del mismo (6).

Estos hallazgos demuestran que la persistencia, ademas de ser una defensa pasiva
mediante la inactividad, también puede funcionar como una defensa activa contra los

antibidticos, como lo demuestra la accion de las bombas de eflujo (4, 5, 6).

Tratamiento antibidtico

ARUAYR A
%‘@ WY =
ﬁ%@ @5@ AL

IMx AN
6;9% ".\\s(-\?s:jﬁz.-?,’yz
AN R, BenSny

Células Células .
activas persistentes  Ceélulas muertas

a» @aa CD

o Menos antibiético  Mis antibidtico
Bomba de eflujo  Antibidticos acumulado acumulado

Figura 5. Bombas de eflujo. Se puede observar que las células persistentes poseen un mayor
namero de bombas de eflujo en su superficie, por lo que, al iniciar un tratamiento antibiotico, estas van a
acumular menor cantidad de antibiotico en su interior, de forma que van a estar protegidas de su accién y
van a permitir repoblar la poblacién bacteriana. Modificado de (6).
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4.2. Principales mecanismos implicados en la formacion de las células

persistentes.

4.2.1. Médulos toxina-antitoxina (TA)

Los mddulos TA son conjuntos de dos o més genes unidos que codifican dos
componentes: una toxina estable (que siempre es una proteina) que puede interrumpir las
vias celulares esenciales e inducir un estado de letargo, y una antitoxina labil (que puede ser

una proteina 0 ARN), que se puede conjugar con la toxina para anular su toxicidad (6).

Estos modulos TA se clasifican en diferentes tipos: en los tipos I, IV y V, ambos
genes de toxina y antitoxina codifican una proteina, mientras que el gen de la antitoxina en
los tipos 1 'y Il codifica para un ARN antisentido (7). De estos, el mas comun es el tipo 11,
que a su vez se clasifica en diferentes familias en funcion de la homologia de su secuencia
(8, 9).

Estos moddulos inducen una accion celular durante circunstancias desfavorables,
conduciendo a la inhibicion de procesos celulares fundamentales, como la transcripcion, la
traduccion y la replicacion del ADN, de manera que al inhibir estos procesos se induce el
estado latente que esta implicado en la persistencia (7).

4.2.2. Guanosina tetrafosfato y pentafosfato (ppGpp)

El analogo de nucledtido ppGpp es un segundo mensajero que se activa en respuesta
al estrés, fundamentalmente cuando hay déficit de aminoacidos o &cidos grasos, e inhibe la
ADN primasa y la sintesis de ARNTr, afectando asi al proceso de traduccion. También esta

relacionado con la patogénesis bacteriana, pudiendo generar tolerancia y persistencia (10).

La formacién de células persistentes puede deberse a la heterogeneidad en los
niveles de ppGpp en la poblacion bacteriana (11). Las bacterias que contienen altos niveles
de ppGpp son capaces de inhibir la enzima polifosfato hidrolasa (PPX), lo que conduce a la
acumulacién de polifosfato inorganico (polyP) en la célula, el cual es sintetizado por la
polifosfato quinasa (PPK). La acumulacion de polyP estimula a la proteasa Lon para
degradar las antitoxinas del médulo TA, activando asi las toxinas (10, 11). De esta forma,
las toxinas inducen un estado latente y promueven la persistencia. Por tanto, ppGpp ha
Ilegado a ser considerado como el “maestro regulador” de la generacién de la persistencia
(10, 12).
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4.2.3. Respuesta SOS

La respuesta SOS es un sistema de reparacion que se activa cuando se produce dafio
en el ADN, permitiendo su reparacion. Las proteinas que componen el sistema de genes
SOS incluyen un represor transcripcional (LexA) y una proteina activadora de union al
ADN (RecA) (13).

Daoble cadena de ADN
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Figura 6. Proceso de induccion SOS. En una situacion normal, el represor LexA se une a la caja
SOS, formando un dimero. Cuando se producen lesiones de ADN, se genera ADN de una sola hebra
(ssDNA\) a partir de roturas de la doble hebra. Se forman también filamentos de RecA, que se unen al ADN
monocatenario, dando lugar a filamentos RecA-ssDNA, que a su vez se unen a la doble cadena de ADN en
una region complementaria, activandose asi el RecA.. Finalmente se induce la escision autocatalitica de
LexA, lo que permite la expresion de genes SOS. Cuando se completa el trabajo de reparacion, la respuesta
SOS se revierte debido a la desaparicion de los filamentos RecA, y los dimeros LexA recién sintetizados
se unen a la caja SOS. Modificado de (14).

Un estudio reciente ha demostrado que la persistencia de E. coli a las
fluorquinolonas (FQ) depende de esta respuesta SOS. Tras la union de FQ a la bacteria, las
enzimas diana ADN girasa y topoisomerasa IV actian como endonucleasas, generando
roturas en la doble hebra del cromosoma bacteriano. Cuando esto ocurre, RecA cataliza la

unién de una hebra de ADN monocatenario (sSDNA) y una region complementaria de la
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doble hebra del ADN; en el filamento de nucleoproteina RecA-ssDNA, RecA se estimula
la escision autocatalitica del represor LexA, activando la respuesta SOS y reparando los
dafos producidos por el antibiotico, disminuyendo de esta manera su efectividad (Figura 6)
(13).

4.2.4. Deteccion de quorum

La deteccion de quorum o red de comunicacion bacteriana actia como un
mecanismo de adaptacion ambiental, ya que permite a las células modificar su
comportamiento colectivo debido a cambios en la densidad de la poblacién gracias a la

produccién y deteccion de moléculas de sefializacion, Ilamadas autoinductores (15).

El autoinductor 2 (Al-2) esta relacionado con la persistencia, y es producido por la
enzima LuxS, que convierte la S-ribosilhomocisteina en 4,5-dihidroxi-2,3-pentanodiona
(DPD). El DPD es inestable y se cicla espontaneamente para formar un diéster de borato de
furanosilo (molécula de Al-2) (Figura 7) (16, 17, 19). A medida que aumenta la densidad
de bacterias, y una vez que se alcanza un nivel umbral critico extracelular de Al-2, se activa
una sefial de transduccion en cascada, que da lugar a una expresion poblacional de genes
diana y alteraciones fisioldgicas en las bacterias relacionadas con la virulencia, secrecion
de proteinas, produccion extracelular de polisacaridos y formaciéon de biopeliculas (15). De
esta manera, se favorece la formacion de células persistentes en funcién de los cambios que

se producen en el entorno, como puede ser la presencia de antibioticos (16, 17, 19).
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Figura 7. Sintesis del autoinductor 2. La biosintesis del Al-2 implica una reaccion de 3 fases, que
forman parte del ciclo de metilo activado (AMC). El primer paso consiste en la eliminacion del grupo
metilo de la S-adenosil metionina (SAM) catalizada por metiltransferasas. El producto resultante es S-
adenosil homocisteina (SAH), que se convierte en S-ribosilcisteina (SRH) por la enzima SAH nucleosidasa,
y que a su vez es hidrolizado por la enima LuxS, produciéndose 5-dihidroxi-2,3-pendandiona (DPD). El
DPD sufre una ciclacion espontanea, dando lugar al Al-2. Modificado de (18).

4.2.5. Formacién de biopeliculas

Las biopeliculas son matrices poliméricas extracelulares que comprenden diferentes
poblaciones bacterianas y que actlan como barreras fisicas para proteger a las bacterias de
los antimicrobianos y de los mecanismos de defensa del huésped. Permiten a las bacterias
su fijacion a superficies inertes (catéteres, protesis ortopédicas, etc.) u organicas (valvulas
cardiacas, oido medio, pulmones de pacientes con fibrosis quistica, etc.). Los principales
componentes de la matriz extracelular son un polisacarido extracelular y otras

macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos (10, 21).

Una de las caracteristicas de una biopelicula es la obstinacion, es decir, que las
concentraciones de antibiotico necesarias para erradicar las bacterias que forman parte de
la biopelicula pueden ser hasta 1000 veces mayores que los necesarios para eliminar los

microorganismos libres (21). De esta forma, aunque las células replicantes mueran durante
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el tratamiento antimicrobiano, las células persistentes van a sobrevivir y a permitir que se

produzca la repoblacion de la biopelicula (Figura 8) (20, 22).

Célylas Células Factores
regulares %pemstentes de inmunidad

Antibioticos, \\
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Figura 8. Persistencia y biopeliculas. Los antibioticos o los factores de inmunidad destruyen las
células regulares que forman la biopelicula, mientras que las células persistentes son capaces de sobrevivir
y de repoblar la biopelicula una vez que se produce una disminucion de la concentracién de los antibioticos

Q).

l

4.3. Relacion entre persistencia y resistencia

La persistencia, ademas de ser un mecanismo de supervivencia al tratamiento con
antibioticos por si misma, también puede contribuir a la evolucién de la resistencia mediante

diferentes mecanismos (23, 24).

Uno de los mecanismos es a través de la adquisicion de mutaciones cromosémicas
que conducen a la aparicion de resistencia. Debido a que las mutaciones y la persistencia
se producen en situaciones de estrés, es l6gico pensar que en los mismos entornos puedan
coincidir células persistentes y células con altas tasas de mutacion. Para comprobar la
relacion entre ambas, Windels et al (2019) escogieron distintos aislados de E. coli y
monitorizaron la aparicion de colonias resistentes en el medio de cultivo Miller-Hinton
suplementado con ciprofloxacino. Se pudo observar que existe una relacion cuantitativa
entre generacion de persistencia y evolucién a resistencia en el 80% de los aislados de E.
coli. Asimismo, se comprobd que la adquisicion de mutaciones se producia con mayor
probabilidad en cepas con alta persistencia en contraste con las de baja persistencia,
aumentando a su vez la probabilidad de resistencia. Esto se debe a que la alta persistencia

aumenta el nimero de células viables disponibles para la mutacion (23).
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Por otro lado, las células persistentes también pueden promover la propagacion de
plasmidos de resistencia. Para probar esta afirmacion, en el estudio de Bakkeren et al (2019)
se escogieron cepas de Salmonella entérica serovar Typhimurium, a las cuales se les aplico
tratamiento antibidtico, siendo estas capaces de sobrevivir, generandose asi células
persistentes que representaban reservorios de donantes o receptores de plasmidos. La
resiembra de estas bacterias en el lumen intestinal después del tratamiento permitié la
coexistencia de donantes y receptores, de forma que se observo un 99% de transconjugantes
en los 2-3 dias posteriores a la resiembra. Por tanto, concluyeron que los persistentes de S.
entérica pueden servir como reservorios que promueven la propagacion de plasmidos
conjugativos. Ademads, se identificaron tres parametros clave en la transferencia de
plasmidos, que pueden limitar la velocidad de la misma: 1) resiembra, es decir, velocidad a
la que los donantes pueden volver a entrar en la luz intestinal, 2) tasa de transferencia de
plasmidos de transconjugantes a receptores, y 3) tasa de crecimiento relativa de
transconjugantes sobre receptores (24).

4.4. Principales estrategias de lucha contra la persistencia

La persistencia produce cada vez més infecciones recurrentes y cronicas que son de
dificil tratamiento. Esto ha llevado a que se investiguen estrategias para luchar contra las
bacterias persistentes, de modo que en un futuro se puedan aplicar para reducir la

implantacion de estas infecciones. Algunas de estas estrategias son:

4.4.1. Activacion del metabolismo de las células persistentes

Una estrategia prometedora para aumentar la susceptibilidad a los antimicrobianos
de las células persistentes consiste en utilizar metabolitos que las sensibilizan

transitoriamente al tratamiento, permitiendo la destruccion de las células (25).

Se ha descubierto que la adicion de fuentes de carbono como el manitol, glucosa,
fructosa o piruvato, podrian restaurar la susceptibilidad de las células persistentes de E. coli
a los antibioticos, pues estas moléculas consiguen estimular su actividad metabolica. Asi,
Rishi et al (2018) utilizaron glucosa, manitol y glicerol como complemento al tratamiento
antibiotico con ampicilina, de forma que observaron una reduccion de las células
persistentes, sobre todo cuando la ampicilina se combinaba con manitol. Sin embargo, el
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tratamiento con ampicilina y manitol no logrd destruir completamente las células
persistentes, por lo que para potenciar la accion de ambos compuestos se afiadié la nisina
(antibiotico peptidico policiclico). La nisina fue seleccionada para el estudio porque se ha
utilizado durante décadas en la industria alimentaria como conservante, por lo que es seguro
in vivo. Asi, el antibidtico p-lactdmico, que produce cambios en la morfologia celular,
potencia la permeabilizacion de la nisina a través de la membrana externa bacteriana para
que esta pueda formar poros en la membrana interna, lo que permitiria mayor afluencia de

antibidticos en el interior de las células (25).

4.4.2. Utilizacion de potenciadores de los agentes antibacterianos

En ocasiones, el uso de un solo antimicrobiano no es suficiente para erradicar las
infecciones bacterianas, por lo que es interesante considerar la combinacion con otras
moléculas que potencien su accion. Una estrategia que ha demostrado ser Util consiste en
combinar tobramicina (TOB) con fumarato como potenciador antibacteriano, la cual ha sido
dirigida a reducir las infecciones recurrentes en pacientes con fibrosis quistica (FQ)
producida por P. aeruginosa. La eleccién de TOB en este estudio se debe a que es un

antibidtico de primera linea para tratar las infecciones pulmonares, como es el caso de la

FQ (26).

Para simular el tratamiento antimicrobiano con esta combinacion en aislados
clinicos de pacientes con FQ se realiz6 un ensayo de tiempo de muerte en fase estacionaria
con diferentes cepas de P. aeruginosa. Se observo una potenciacién de la actividad de TOB
gracias al fumarato de 3,5-6 Grdenes de magnitud en comparacién con la actividad
observada con TOB sola (Figura 9) (26).

Aparte de la potenciacion descrita anteriormente, el fumarato también tuvo un efecto
protector sobre las células epiteliales de las vias respiratorias, ya que redujo la citotoxicidad
generada por P. aeruginosa. Esto sugiere que la combinacion TOB-fumarato puede tener el

potencial de disminuir la inflamacion de las vias respiratorias (26).
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Figura 9. Potenciacion de TOB gracias al fumarato en un modelo de biopelicula en placa de 96
pocillos. El efecto de potenciacién de TOB por el fumarato se midi6é con la reduccién de la biopelicula
usando colorante cristal violeta a una absorbancia de 550 nm. En la imagen se muestra un ejemplo de lo
obtenido en algunos de los pocillos de la placa. Se puede observar que, al ir aumentando la concentracién
de fumarato, disminuye la intensidad del color violeta, lo que indica a su vez la reduccion de la biopelicula.
Esto se traduce en una mayor eficacia del tratamiento antimicrobiano (26).

4.4.3. Incrementar la entrada del antibiético en la bacteria

Algunas bacterias persistentes, como S. aureus, son capaces de sobrevivir en el
interior de las células epiteliales y estas actGan como un compartimento protector que
disminuye la penetracion del antibidtico, dificultandose el tratamiento de las infecciones
(27).

Con el fin de evitar este problema, se han desarrollado nanoparticulas lipidicas
derivadas de antibidticos para aumentar la entrada de los mismos a través de la membrana
celular de la bacteria. Para sintetizarlas, se conjugé un antibiético, la penicilina G (PenG),
con dos tipos de lipidos (una cadena de lipidos (L) y una cadena de fosfolipidos (PL)). El
lipido PenG-L se preparé instalando dos cadenas de estearoilo en los grupos hidroxilo
extendidos de la PenG, mientras que el fosfolipido PenG-PL se form¢ afiadiendo fosfato de
dicetilo modificado a la PenG (Figura 10) (27).
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Figura 10. Estructuras quimicas de los conjugados de lipidos y antibidticos. Se puede observar
que el lipido PenG-L contiene dos cadenas de estearoilo asociados al grupo hidroxilo de la penicilina G,
mientras que el lipido PenG-PL contiene un grupo fosfato diacetilo modificado (27).

Utilizando células epiteliales pulmonares infectadas con la bacteria S. aureus como
modelo de infeccion se cuantifico la tasa de liberacion del farmaco de las nanoparticulas,
obteniéndose que PenG-PL liberaba el antibiético mucho mas rapido que PenG-L. Ademas,
mediante un ensayo de inhibicion se demostré que los conjugados PL tenian actividad
antibacteriana, mientras que los L no la poseian. Esto podria deberse a que los fosfolipidos
ayudaron a anclar el antibidtico a la membrana de la bacteria mediante su parte lipidica. De
esta forma, se observo que las nanoparticulas de fosfolipidos derivadas de PenG pudieron
eliminar hasta el 99,9% de las bacterias de S. aureus intracelulares, siendo mas eficaces que

el tratamiento con PenG libre con la misma concentracion de farmaco (27).
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5. Conclusiones

1. El estado de latencia no es suficiente para que las células adquieran persistencia.
Estan implicados otros mecanismos, siendo los modulos toxina-antitoxina, la
sefializacion a través de ppGpp, la sefial de quorum, la respuesta SOS y la formacion

de biopeliculas, los méas estudiados.

2. Cada vez son mas las investigaciones que relacionan el fenomeno de la persistencia
con la aparicion de resistencia bacteriana, estando involucrados mecanismos como la
HGT y las mutaciones. Debido a esta relacion, las terapias anti-persistencia podrian

ser una tactica importante para reducir la resistencia de forma indirecta.

3. Las principales estrategias anti-persistencia que se encuentran en estudio son la
potenciacion de la accién de los antibidticos, la activacién del metabolismo de las
células persistentes y el incremento de la entrada de antibidtico en las mismas, entre

otras.

4. Es fundamental continuar la investigacion del fendmeno de la persistencia, ya que
conocer en profundidad los diferentes mecanismos implicados permitira avanzar en el
desarrollo de terapias anti-persistencia que contribuiran al tratamiento mas adecuado

de las infecciones bacterianas.
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