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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que ha adquirido importancia en
el ambiente hospitalario por su capacidad de ser resistente a multiples antibiéticos, entre
los que se encuentran los aminoglucosidos y las quinolonas. Esta propiedad de resistencia
representa un desafio terapéutico. Estos antimicrobianos se usan en el tratamiento de las
infecciones producidas por Pseudomonas sp. y actian a nivel de procesos celulares
importantes para la viabilidad bacteriana como son la sintesis de proteinas y de ADN. De
igual modo estan los carbapenémicos, antibiéticos considerados como ultima eleccion en
el tratamiento contra P. aeruginosa, pero a los cuales se estan presentando de forma
alarmante niveles de resistencia. El Objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos
de resistencia a aminoglucdésidos y quinolonas en cepas de P. aeruginosa aisladas de
infecciones nosocomiales. Se trabajaron 85 cepas provenientes del Hospital Regional
I.S.S.S.T.E. de Puebla, identificadas como P. aeruginosa mediante el sistema
semiautomatizado Vitek-2 y pruebas bioquimicas convencionales. Se determind su perfil
fenotipico de resistencia por el método de Kirby Baltier, con la finalidad de seleccionar cepas
MDR vy especificamente resistentes a aminoglucésidos y quinolonas. A las cepas
seleccionadas se les realizé la amplificacion de genes de resistencia a aminoglucésidos
(aac(6’)-1b) y quinolonas (gnrA, gnrB y gnrS) por PCR; y a su vez se identificd la
participacién de las bombas de expulsién, mediante la determinacién de la CMI para
gentamicina, amikacina y ciprofloxacina en presencia y ausencia del inhibidor de bombas
fenilalanina-arginil-B-naftilamida (PABN). De las 85 cepas, 44 se identificaron como MDR;
el 35% a piperacilina, 60% a ticarcilina-ac. clavulanico, 20% a piperacilina-tazobactam, 45%
a ceftazidima, 41% a cefepime, 37% a aztreonam, 45% a imipenem, 42% a meropenem,
55% a gentamicina, 55% a tobramicina, 40% a amikacina, 51% ciprofloxacina y 50% a
norfloxacina. En las cepas resistentes a aminoglucésidos (n=44), el 91% portaron el gen
aac(6’)-1b, y las cepas resistentes a quinolonas (n=43) no portaron los genes gnrA, By S.
La participacion de las bombas de expulsion se observé en el 31% de 16 cepas resistentes
a gentamicina, con una disminucion de la CMI de 2 a 4 veces, en el 33% de las 15 cepas
resistentes a amikacina con una disminucién de la CMI de 2 veces y en el 11% de las 36
cepas resistentes a ciprofloxacina con una disminucién de la CMI de 2 veces también. Sin
embargo, tanto para gentamicina y amikacina se presentaron cepas donde la CMI aumento
de 2 a 4 veces en presencia del inhibidor. Conclusién: En este estudio se encontraron
cepas de P. aeruginosa MDR circulantes en un hospital poblano. La resistencia a
aminoglucosidos y quinolonas en algunas de estas cepas, se debe en parte a la
participacion de bombas de expulsion, mecanismo de resistencia que puede estar
involucrado en la expulsion de otros antibitticos, contribuyendo a la MDR de Pseudomonas
aeruginosa de origen nosocomial.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia, aminoglucésidos, quinolonas,
bombas de expulsion.
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Introduccién

La resistencia a los antibioticos se ha convertido en uno de los mas grandes
problemas a tratar durante el siglo XXI. Si bien el inicio de la era antibidtica supuso
una revolucion en el tratamiento de las enfermedades infecciosas, llegando a
considerar a los antibidticos como “drogas maravillosas”, la capacidad que las
bacterias estan presentando para sobrevivir a su accidn, es una amenaza creciente
que deteriora la eficacia de estos farmacos, siendo entre otras cosas, el uso
excesivo e irresponsable, o que ha contribuido al surgimiento de cepas resistentes
(Sabtu et al., 2015; Zaman et al., 2017). En ambientes como lo es el hospitalario, la
presencia de resistencia llega a ser alta, al haber una presion de seleccion debido

al uso de antibidticos para tratar y prevenir infecciones (Oromi, 2000).

Entre las bacterias que han adquirido importancia, por la resistencia que
presentan a multiples farmacos, destaca un grupo de patdgenos denominado bajo
el acronimo ESKAPE, en el que se incluye Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter spp; las cuales son bacterias responsables de la mayoria
de las infecciones asociadas a la atencién de la salud (IAAS) (Navidinia, 2016).
Dentro del grupo ESKAPE debido a su naturaleza ubicua, persistencia en el
ambiente y resistencia innata a multiples antibidticos e incluso antisépticos, P.
aeruginosa se cataloga como una de las principales causas de este tipo de
infecciones (Alnour & Ahmed-Abakur, 2017).

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, movil, aerobio facultativo, no
fermentador y es considerado un patégeno oportunista, responsable de una amplia
gama de enfermedades infecciosas, particularmente en pacientes
inmunocomprometidos (Paz-Zarza et al., 2019; Roca & Angel, 2014). Ademas de
ser intrinsecamente resistente a diversos antibidticos, tiene la capacidad de adquirir
mecanismos de resistencia a través de mutaciones y la adquisicion de material
genético, lo cual la hacer ser un desafio clinico al haber poca disponibilidad de

agentes antimicrobianos que puedan actuar contra esta bacteria (Alnour & Ahmed-
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Abakur, 2017), siendo motivo de preocupacion en el ambiente hospitalario, al
asociarse las infecciones causadas por esta bacteria con altas tasas de mortalidad
y morbilidad, estadias prologadas y altos costos en la atencidn sanitaria (Mesaros
et. al., 2007) .

Antecedentes
Antecedentes generales
Microorganismos causantes de infecciones hospitalarias

Las infecciones hospitalarias, conocidas también como infecciones asociadas a
la atencion de la salud (IAAS), son aquellas que afectan a un paciente bajo atencién
meédica en un hospital o centro sanitario y que no estaban presentes ni incubandose
en el momento de su ingreso. Comprenden a su vez a aquellas infecciones que
ocurren durante la prestacion de atenciébn médica, pero que se manifiestan después
del alta; asi como las infecciones ocupacionales como en el personal médico (Khan
etal.,, 2017; Rodriguez, 2018). Como agentes causales pueden encontrarse
diversos microrganismos, con la capacidad de provocar dafio en el ambiente
sanitario. Las bacterias son el agente mas comun, siendo responsables del 90% de
este tipo de infecciones, mientras que los virus y hongos contribuyen en menor

medida a comparacion de las infecciones bacterianas (Khan et al., 2015).

Principalmente existen cuatro tipos de IAAS: 1) infecciones del torrente
sanguineo asociada a la via central, 2) neumonia asociada al ventilador, 3)
infecciones de sitio quirdrgico e 4) infecciones del tracto urinario asociada a catéter.
Un grupo selecto de patégenos se ha identificado como responsable de la mayoria
de estas infecciones, destacando por su propensién a la resistencia a antibioticos y
la gravedad que causan (Pendleton et al., 2013). Los microorganismos que resaltan
son los del grupo ESKAPE: el que a su vez hace referencia a la capacidad que

tienen de “escapar” del efecto bactericida de los antibi6ticos (Ma et al., 2020).
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La caracteristica comun que tiene este grupo de patdgenos es su alta prevalencia
de resistencia a multiples antibidticos, encontrandose principalmente en las
unidades de cuidados intensivos (UCI), donde pacientes inmunodeprimidos que
padecen diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, pulmonares y renales
se ven muy afectados. A su vez, se encuentran catalogados en la lista global de
patogenos prioritarios (PPL) de bacterias resistentes a los antibiéticos, para ayudar
a priorizar la investigacion y desarrollo (I + D) de tratamientos antibiéticos nuevos y
eficaces, establecida por la OMS en 2017 (Founou etal.,, 2017; World Health
Organization, 2017) Anexo 1.

Las infecciones causadas por estos patdgenos involucran altos indices de
mortalidad y morbilidad, altos costos en la atencion de la salud, diagndsticos
inciertos y falta de confiabilidad en el tratamiento empirico. Por lo que la aparicion y
diseminacién de estas bacterias en el ambiente hospitalario llega a resultar en
consecuencias negativas tanto para la salud del paciente, como para la

disponibilidad de un tratamiento (Founou et al., 2017; Ma et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aerobia facultativa, ubicua y
persistente en el ambiente, al ser capaz de sobrevivir con los requerimientos
minimos nutricionales. Pertenece a la familia Pseudomonadaceae y fue aislada por
primera vez en 1882 por Carle Gessard. Presenta una forma bacilar y un flagelo
polar que le confiere motilidad. Puede crecer a temperaturas de entre 20 y 43°C
diferencidndose del resto de las especies de Pseudomonas al crecer a altas
temperaturas. Se caracteriza por la producciéon de pigmentos como pioverdina y
piocianina, asi como por pertenecer al grupo de bacterias no fermentadoras, que
comparten la incapacidad para fermentar lactosa (Paz-Zarza et al., 2019; Roca &
Angel, 2014).
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Pseudomonas aeruginosa como microorganismo intrahospitalario

Dado que P. aeruginosa cuenta con la capacidad de vivir en condiciones
adversas y posee diferentes factores de virulencia, se ha convertido en uno de los
principales microorganismos relacionados con las IAAS. Se le cataloga como un
patbgeno oportunista siendo responsable de una diversidad de infecciones,
afectando principalmente a pacientes inmunocomprometidos (Paz-Zarza et al.,
2019; Streeter & Katouli, 2016). En el ambiente hospitalario P. aeruginosa coloniza
con mayor frecuencia, cuando el paciente se encuentra bajo administracién de
antibiéticos de amplio espectro, que a su vez afectan la flora normal. Asi mismo, un
paciente estd predispuesto a adquirir infecciones por esta bacteria, debido a la
ruptura de las barreras naturales, por la insercibn de dispositivos meédicos
intravasculares, tubos endotraqueales y/o catéteres urinarios (Alnour & Ahmed-
Abakur, 2017).

Entre las infecciones asociadas a P. aeruginosa se encuentran:

a) Infecciones del tracto respiratorio

Se ha observado que P. aeruginosa tiene la capacidad de establecerse en las
vias aéreas de pacientes con fibrosis quistica (FQ) como en los que padecen
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). De igual manera es causante de
neumonia, encontrandose entre las neumonias nosocomiales mas graves y
frecuentes en pacientes criticos, y con ventilacion mecanica asistida (neumonia

asociada a ventilacion mecanica, NAV) (Vall & Mariscal, 2005).

b) Infecciones del tracto urinario

Con relacién a las infecciones de tracto urinario (ITU), P. aeruginosa se encuentra
entre los principales agentes etiologicos, donde la cateterizacion es uno de los
eventos mecanicos que favorece la entrada de este patdgeno a las vias urinarias.
(Roca & Angel, 2014).
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c) Infecciones del torrente sanguineo

Actualmente las infecciones del torrente sanguineo (ITS) causadas por P.
aeruginosa representan una de las principales causas de bacteriemia nosocomial,
siendo las principales fuentes de infeccion el tracto respiratorio y los catéteres
venosos centrales, el tracto urinario, la piel y tejidos blandos (Bassetti et al., 2018).

d) Infecciones en piel y tejidos blandos

P. aeruginosa es la bacteria que con mayor frecuencia se ha aislado de
infecciones en heridas y quemaduras, asociandose a altas tasas de mortalidad y
morbilidad en infecciones de heridas causadas por P. aeruginosa MDR. Ademas,
existe el factor que puede llegar a diseminarse desde el sitio de infeccién inicial

hacia el torrente sanguineo causando sepsis (Streeter & Katouli, 2016).

e) Queratitis bacteriana

La queratitis bacteriana por P. aeruginosa principalmente esta asociada con el
uso de lentes de contacto; sin embargo, también puede estar involucrada en
pacientes con una enfermedad ocular preexistente o en una poscirugia ocular
(Streeter & Katouli, 2016).

Otro factor que considerar de P. aeruginosa, es su capacidad de encontrarse en
diferentes reservorios del ambiente hospitalario, como el agua potable, grifos,
regaderas, equipos de terapia respiratoria, endoscopios, desinfectantes,
antisépticos, material de limpieza, etc. Los sitios relacionados con el agua y una alta
humedad son donde puede ser encontrada esta bacteria con mayor probabilidad
(Kerr & Snelling, 2009).
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Resistencia a los antibi6ticos

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Foro Econémico
Mundial (FEM), la resistencia a los antibi6ticos es uno de los mayores problemas de
salud publica a nivel mundial; esto es debido a que genera un aumento de la morbi-
mortalidad al no poder ser controladas las enfermedades infecciosas, hay una
reduccion de la eficacia terapéutica lo que puede generar un retroceso de la
medicina moderna a la era pre-antibidtica, favorecer la diseminacion del
microorganismo infeccioso de una persona a otra, un aumento en los costos en la
atencion a la salud por la necesidad de cuidados intensivos y a su vez por
representar una amenaza tanto al comercio como a la economia (Calderén &
Aguilar, 2016).

Que un microorganismo presente resistencia es inevitable, es un proceso natural
y parte de su evolucidon (Martinez, 2008). Sin embargo, el uso no adecuado y
excesivo de antibidticos han contribuido al incremento de la resistencia, mediante la
seleccién de bacterias no susceptibles a su accién. Lugares como los hospitales
representan un factor importante en el desarrollo de la resistencia, por ser un
ambiente donde la presion de seleccion es alta, debido al amplio uso de antibiéticos
(Oromi, 2000; Prestinaci et al., 2015).

Mecanismos de resistencia a los antibioticos

La resistencia a los antibioticos puede estar mediada por diferentes mecanismos,
estando involucrados cuatro principalmente: 1) Inactivacion del antibiético, 2)
Cambios en el sitio blanco, 3) Limitacién de la entrada del antibidtico y 4) Bombas
de expulsion (Rice & Bonomo, 2017). De los cuales una sola cepa bacteriana puede
presentar varios de ellos, resultando en la generacion de bacterias con un fenotipo
multidrogo resistente (MDR) (Canton et al., 2013; Laws et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a los antibidticos. Una bacteria puede presentar resistencia
a través de enzimas que modifican o destruyen el farmaco, mediante la proteccién o modificacion
del sitio blanco, por cambios en la permeabilidad de la membrana (disminucién o mutacién de
porinas) y por un aumento en la expulsion del antibidtico debido a la sobrexpresién de bombas de
eflujo. Imagen modificada de Alav et al., 2018.

Inactivacion del antibiético

La inactivacién del antibitico es una de las estrategias mas exitosas de las
bacterias. Involucra la produccion de enzimas que destruyen al antibiético mediante
hidrolisis 0 que modifican su estructura quimica a través de la transferencia de
grupos, impidiendo que el antibiético interactte con su sitio blanco (Munita & Arias,
2016).

» [|nactivacion por hidrolisis

Entre las enzimas con actividad hidrolitica se encuentran principalmente las (-
lactamasas, que confieren resistencia a antibioticos de la familia de p-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos), al hidrolizar el
enlace amida del anillo B-lactamico (Suarez & Gudiol, 2009). Se clasifican de
acuerdo con la homologia de su secuencia de aminoacidos (Ambler) o con respecto
a su especificidad de sustrato y perfil de inhibicién (Bush-Jacoby-Medeiros) (Laws

etal., 2019). Como ejemplo se encuentran las p-lactamasas AmpC, las
19



carbapenemasas, oxacilinasas y las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Reygaert, 2018; Strateva & Yordanov, 2009).

» |nactivacion por transferencia de grupos

Dentro de estas enzimas se encuentran las enzimas modificadoras de
aminoglucésidos (EMA), las cuales se categorizan en tres familias de acuerdo con
su capacidad para acetilar (aminoglucésido N-acetiltransferasas [AAC]), fosforilar
(aminoglucosidos O-fosforiltransferasas [APH]) o adenilar (aminoglucésido O-
nucleotidiltransferasas [ANT]) de forma especifica grupos amino o hidroxilo
ubicados alrededor del antibiotico. Lo que resulta en la disminucion de afinidad hacia

su objetivo y con ello la pérdida de su potencial antibacterial.

De las tres familias las AAC comprenden el grupo mas amplio de EMA y aunque
su principal modo de accion es la acetilacion de aminoglucésidos, se ha identificado
gue una variante de esta familia (AAC(6’)-1b-cr) tiene la capacidad de modificar
fluoroquinolonas como lo es el ciprofloxacino, sin alterar su actividad contra los

aminoglucésidos (Krause et al., 2016).
Cambios en el sitio blanco

Las bacterias han desarrollado diferentes estrategias entre las que se incluye la

proteccion del sitio blanco y su modificacion (Munita & Arias, 2016).

= Proteccion del sitio blanco

La proteccion del sitio blanco implica la asociacion fisica de una proteina de
resistencia o proteina de proteccion, con el blanco del antibiético, con la finalidad de
evitar que este pueda llegar a ser inhibido por el farmaco. Ejemplo de ello son las
proteinas Tet(O) y Tet(M) que confieren resistencia a tetraciclina, al desplazar al
antibiotico de su sitio de unién en el ribosoma, las proteinas FusB que confieren
resistencia al ac. fusidico mediante su union a un sitio diferente del antibiético en el
factor de elongacion, que resulta en un cambio conformacional que restaura su
funcidn a pesar de la presencia del antibiotico y las proteinas Qnr, que median una

baja resistencia a quinolonas al asociarse con el complejo de escision que forman
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la DNA girasa y topoisomerasa IV con el ADN, inhibiendo la unién del antibigtico
(Alvarez-Hernandez et al., 2015; Wilson et al., 2020).

= Modificacion del sitio blanco

Entre las modificaciones que pueden tener lugar, estan las mutaciones puntuales
en los genes que codifican para el sitio objetivo del antibiotico, como los genes que
codifican para las subunidades de la DNA girasa (gyrA/gyrB) y topoisomerasa IV
(parCl/parE), siendo el principal mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas.
Por otra parte, estan las alteraciones enzimaticas en el sitio de unién del farmaco,
como la metilacion del ARNr 16S de la subunidad 30S del ribosoma, por medio de
metilasas ARNr 16S, resultando en altos niveles de resistencia a casi todos los
aminoglucoésidos y/o el remplazo o cambio del blanco original, por nuevas dianas
gue cumplen funciones similares pero que no son inhibidas por el antimicrobiano.
Tal es el caso de la enzima PBP2, una proteina de union a penicilina (PBP),
involucrada en la sintesis de la pared celular la cual presenta una baja afinidad hacia
los B-lactdmicos y el cambio de D-Ala-D-Ala a D-ala-D-Lac del peptidoglicano
confiriendo resistencia a vancomicina (Costello et al., 2018; Munita & Arias, 2016).

Limitacion de la entrada del antibidtico

Se da mediante cambios en la permeabilidad que se generan a través de
alteraciones en las proteinas porinas de la membrana externa, ya sea por una
disminucién en el nimero de porinas presentes o por mutaciones que conducen a
su pérdida o cambio funcional, resultando en una resistencia a antibiéticos. Un
clasico ejemplo son mutaciones en el gen oprD, que llegan a provocar la terminaciéon
temprana de la traduccién de la proteina o mutaciones que causan una regulacion
negativa llevando a la pérdida de su funcion e impidiendo el acceso de antibioticos,
entre otros (Bello & Dingle, 2018; Blair et al., 2015; Reygaert, 2018).
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Bombas de expulsién

Algunas bacterias poseen proteinas de membrana denominadas bombas de
expulsion, las cuales funcionan como exportadoras de antibiticos que actian a
nivel intracelular. Estas bombas expulsan el antibiético de una manera rapida, por
lo que su concentracion en el interior de la bacteria no es suficiente para provocar

un efecto antibacteriano (Santajit & Indrawattana, 2016).

Existen cinco superfamilias de bombas de expulsion: ATP biding cassette (ABC),
multidrug and toxic compound extrusion (MATE), small multidrg resistance (SMR),
major facilitator superfamily (MFS) y la familia resistance-nodulation-cell division
(RND) (Reygaert, 2018) (Figura 2A). De acuerdo con su especificidad y
mecanismo, pueden ser capaces de expulsar un antibiético o un amplio espectro
de farmacos estructuralmente no relacionados, lo que contribuye significativamente

en la multidrogo resistencia (Dzidi¢ et al., 2008; Marchetti et al., 2011).

La familia RND encontrada en Gram negativas, es la mejor caracterizada de los
sistemas de expulsion y clinicamente relevante, funcionando como un complejo
tripartita (proteina de membrana interna [IMP], proteina de fusion de membrana
[MFP] y una proteina de membrana externa [OMP]), que forma un canal continuo a
través de la envoltura celular, el cual asegura la expulsién del sustrato hacia el
medio externo (Figura 2B). La sobrexpresion de esta familia de bombas se ha
asociado a un incremento en la resistencia a multiples farmacos. Ejemplos bien
estudiados incluyen a las bombas Acr en E. coliy Mex en P. aeruginosa (Blair et al.,
2015; Fernando & Kumar, 2013).
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ABC MFS SMR RND MATE

Figura 2. Superfamilias de Bombas de expulsién. A) Como fuente de energia la familia de transportadores ABC utiliza ATP para exportar
antibioticos fuera de la célula. Las familias MFS, SMR y RND emplean la fuerza protén motriz, mientras que la familia MATE se caracteriza por usar
como sustrato H+ y Na+. B) El sistema de tres componentes de la familia RND permite el transporte de antibidticos a través de ambas membranas.
IMP: proteina de membrana interna, MFP: proteina de fusién de membrana, OMP: proteina de membrana externa. Imagen modificada de Blair

etal., 2014.
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Dada la contribucién de los mecanismos de eflujo en la resistencia a los
antibioticos, se ha buscado el uso de inhibidores de bombas de expulsibn como
adyuvantes para potenciar la actividad de los antimicrobianos. EI compuesto mas
conocido es el inhibidor fenilalanina-arginil B-naftilamida (PABN), cuyo mecanismo
de accion es a través de la inhibicion competitiva. La bomba reconoce como sustrato
al inhibidor en lugar del antibidtico, expulsandolo fuera de la célula mientras el
antibiotico permanece intracelularmente y se incrementa su concentracion (Askoura
et al., 2011; Lamers et al., 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accion del inhibidor de bombas de expulsién fenilalanina-arginil
B-naftilamida (PABN). El inhibidor se une a la bomba de expulsion y es expulsado fuera de la célula
mientras que el antibidtico permanece intracelularmente. Imagen modificada de Shriram et al., 2018.

Antibidticos para el tratamiento de infecciones causadas por

Pseudomonas aeruginosa

Los antibitticos que frecuentemente se administran para el tratamiento contra
P. aeruginosa involucran a tres familias: 1) B-lactamicos, 2) aminoglucosidos y 3)
quinolonas; los cuales son los agentes anti-pseudomonas mas importantes
(Hancock & Speert, 2000; Pachori et al., 2019; Rossolini & Mantengoli, 2005) (Tabla
1).
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= B-lactAmicos

Los B-lactamicos son antibioticos bactericidas involucrados en la inhibicion de la
sintesis de la pared celular, al interferir con la formacién del peptidoglicano en la
ltima etapa de su produccion, pero también al actuar mediante la activacion de una
autolisina bacteriana endogena, que lo destruye (Gomez etal., 2015). Los B-
lactdmicos con mayor actividad ante P. aeruginosa incluyen piperacilina, ticarcilina,
cefalosporinas de 32 y 42 generacion (ceftazidima y cefepime), imipenem vy

meropenem (Moore & Flaws, 2011).

= Aminoglucésidos

Los aminoglucésidos son antibiéticos bactericidas con un amplio espectro de
accion involucrados en la inhibicién de la sintesis de proteinas, al unirse con alta
afinidad a la subunidad 30S del ribosoma. Los aminoglucésidos usualmente
utilizados contra P. aeruginosa involucran a gentamicina, tobramicina y amikacina
(Moore & Flaws, 2011; Serio et al., 2018).

= Quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos de amplio espectro,
los cuales en su mayoria presenta un atomo de fldor en el C6, lo que hace
denominarlas “Fluoroquinolonas” (Serio et al., 2018). Esta familia de antibiéticos
participa en la inhibicién de la sintesis de ADN, mediante su interaccion con el
complejo de escision formado entre el acido nucleico y la ADN girasa y la
topoisomerasa IV (Pham etal., 2019). Las fluoroquinolonas con actividad anti-
pseudomonas incluyen ciprofloxacina, levofloxacina y ofloxacino (Moore & Flaws,
2011).
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Tabla 1. Antibidticos anti-pseudomonas y su mecanismo de accion.

Clase de antibiético Antibiético Mecanismo de accion
- Ticarcilina
Penicilinas L
Penicilina

Ticarcilina/ac. clavulanico

Penicilinas/Inhibidor de B-lactamasas Piperacilina/tazobactam

Cefalosporinas Ceftazidima (3 generacién) Inhibicion de la sintesis
Cefepime (42 generacion) de la pared celular
Monobactam Aztreonam
Imipenem
Carbapenémicos Meropenem
Doripenem
. . Gentamicina Inhibicién de la sintesis
Aminoglucésidos Amikacina de proteinas
Tobramicina P
| Ciprofloxacina Inhibicién de la sintesis
Fluoroquinolonas Levofloxacina de ADN
Ofloxacino

Tomado de Moore & Flaws, 2011; Pachori et al., 2019.

Teniendo en cuenta que P. aeruginosa es un patégeno que llega a ser letal, se
recomienda el inicio de un régimen empirico basado en un tratamiento combinado
cuando se sospecha de su presencia, seguido de una rapida reduccion una vez que
se tiene el conocimiento del resultado de la prueba de susceptibilidad, lo cual se
vuelve critico para limitar la presién selectiva con el antibiético y por tanto el

desarrollo de resistencia durante la terapia.

Usualmente el tratamiento combinado incluye un B-lactamico (penicilina,
cefalosporina o carbapenémico) asociado a un segundo agente anti-pseudomonas
como es un aminoglucdésido o fluoroquinolona (preferentemente ciprofloxacina),
teniendo como fundamento la terapia combinada, el reducir las posibilidades de
seleccion de mutantes, asi como aprovechar la actividad sinérgica entre ambos
agentes. Una vez que se ha obtenido el resultado de la prueba de susceptibilidad,
se considera la monoterapia con un antibiotico al que el aislado sea susceptible,
representando los B-lactdmicos una opcidén potencial como terapia definitiva
(Bassetti et al., 2018; Mesaros et al., 2007; Rossolini & Mantengoli, 2005).
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Sin embargo, en infecciones serias causada por P. aeruginosa, o determinadas
situaciones clinicas o microbioldgicas (progreso desfavorable del paciente o un
perfil particular de resistencia) la terapia combinada se vuelve una opcién, asi como
la monoterapia con aminoglucésidos al tratarse de infecciones en el tracto urinario
(French National Authority for Health (HAS), 2019; Rossolini & Mantengoli, 2005).

Antecedentes especificos
Resistencia de Pseudomonas aeruginosa a los antibioticos

Se ha demostrado que P. aeruginosa presenta un alto nivel de resistencia
intrinseca a la mayoria de los antibidticos, debido a la expresion de bombas de eflujo
gue expulsan antibioticos fuera de la célula, la baja permeabilidad de su membrana
y la produccién de enzimas inactivadoras de antibioticos. Por otro lado su capacidad
de adquirir o desarrollar nuevos mecanismos de resistencia, contribuye al desarrollo
de cepas MDR, aumentando la dificultad para poder ser eliminada y resultando en
mas casos de infecciones persistentes (Mesaros et al., 2007; Pang et al., 2019)
(Tabla 2).

Tabla 2. Mecanismos de resistencia de P. aeruginosa a los antibiéticos.

Resistencia a Mecanismo de resistencia Tipo de resistencia
B-lactamasas Intrinseca/Adquirida
B-lactamicos Disminucién de la permeabilidad Intrinseca/Adquirida
Bombas de expulsion Intrinseca/Adquirida
Enzimas modificadoras de Adquirida
) o aminoglucésidos
Aminoglucosidos gompas de expulsion Intrinseca/Adquirida
Metilasas ARNr 16S Intrinseca/Adquirida
Mutaciones del sitio blanco Adquirida
Bombas de expulsion Intrinseca/Adquirida
Quinolonas *Enzima modificadora de Adquirida
aminoglucésidos
Proteccion del sitio blanco Adquirida

P. aeruginosa presenta una diversidad de mecanismos de resistencia, los cuales pueden ser
intrinsecos (innatos) o haber sido adquiridos (genes de resistencia, cambios mutacionales). *Variante
de una EMA que proporciona resistencia a fluoroquinolonas. Tomado de Meletis & Bagkeri, 2013;
Nicolau & Oliver, 2010; Pang et al., 2019.
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De acuerdo con la OMS, P. aeruginosa esta considerada entre los tres primeros
microorganismos de su PPL (Lista global de Patogenos Prioritarios) resistentes a
antibioticos, encontrandose como un patogeno de prioridad critica |, para el cual es
necesario la | + D (Investigacion y Desarrollo) de nuevos antibiéticos para su
tratamiento (World Health Organization, 2017) (Anexo 1).

Mecanismos de resistencia a B-lactamicos

La produccion de B-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia de P.
aeruginosa a los B-lactamicos. Entre las enzimas que produce se encuentran las
cefalosporinasas (AmpC), B-lactamasas hidrolizantes de carbenicilina (PSE-1y 4),
BLEEs (SHV, TEM, VEB, GES-1y 2, PER-1, BEL-1, KPC, OXA) y carbapenemasas
(IMP, VIM, SPM, GIM).

A su vez, se ha reportado que cambios en la permeabilidad, debido a la represién
o inactivacion de la porina especializada OprD, ubicada en la membrana externa de
P. aeruginosa, evita la entrada de los B-lactamicos en particular de imipenem
(carbapenémico). Asimismo, también se encuentra involucrada la sobreexpresion
de las bombas de expulsion como mecanismos de resistencia a los B-lactamicos,
las cuales estan mediadas por cuatro sistemas de eflujo que pertenecen a la familia
RND (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM) y que contribuyen
a la resistencia a multiples farmacos anti-pseudomonas (Nicolau & Oliver, 2010;
Strateva & Yordanov, 2009) (Figura 4).

Mecanismos de resistencia a aminoglucosidos

Entre los mecanismos de resistencia a aminoglucésidos en P. aeruginosa se
encuentran las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMA), siendo las
enzimas que acetilan la posicion 3 [AAC(3)] y 6' [AAC(6’)] junto con las que adenilan
en la posicion 2” [ANT(2”)] del antibidtico, las que comunmente se encuentran en

esta bacteria (Poole, 2011) (Figura 5).
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Figura 4. Sistemas de expulsidén en P. aeruginosa implicados en la resistencia a antibiéticos. IMP: Proteina de membrana interna, MFP:
Proteina de fusion de membrana, OPM: Proteina de membrana externa. Tomado de Askoura et al., 2011; El Zowalaty et al., 2015; Strateva &

Yordanov, 2009. Imagen modificada de Blair et al., 2015
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AAC(6") AAC(3)

ANT(2”)

Figura 5. Sitios de modificacion de las principales EMA reportadas en P. aeruginosa. Las AAC
(acetiltranferasas) acetilan los grupos aminos (flecha roja) y la ANT (nucleotidiltransferasa) adenila
el grupo hidroxilo (flecha azul) ubicados alrededor del antibidtico gentamicina. Imagen modificada de
Krause et al., 2016.

Cinco subfamilias de la AAC(3) se han descrito en P. aeruginosa (I, II, lll, IV y VI),
sin embargo, la AAC(3)-1 que confiere resistencia a gentamicina y la AAC(3)-Il a
gentamicina y tobramicina, son las mas comunes. En el caso de la AAC(6’), la cual
se considera la familia de AAC que mayormente contribuye en la resistencia a
aminoglucésidos, solo dos subfamilias se han reportado, la AAC(6’)-l (con su
diversidad de variantes) que genera resistencia a tobramicina y amikacina y la
AAC(6’)-1l que lo hace hacia tobramicina y gentamicina (Meletis & Bagkeri, 2013;
Strateva & Yordanov, 2009). Como parte de las variantes de la AAC(6’)-1, la AAC(6’)-
Ib se considera la de mayor relevancia clinica al encontrarse en mas del 70% de los
aislados clinicos de Gram negativos, sin ser P. aeruginosa la excepcion (Ramirez
et al., 2013).

Con respecto a las nucleotidiltransferasas (ANT), es la subfamilia ANT(2”)-1 la
que principalmente prevalece en P. aeruginosa, encontrandose en aislados con
resistencia a gentamicina y tobramicina, pero no a amikacina. Otras

nucleotidiltransferasas que de igual manera se han reportado, pero son poco
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comunes incluyen a la ANT(3”) y la ANT(4’)-1l (variantes lla y IIb). Y conforme a las
fosforiltransferasas son enzimas de la familia APH(3’) y APH(2"), las que
especialmente se han identificado en P. aeruginosa (Meletis & Bagkeri, 2013; Poole,
2005) (Anexo 2).

P. aeruginosa también presenta una resistencia a aminoglucésidos
independiente de las EMA la cual se relaciona con las bombas de flujo de la familia
RND, siendo especialmente la bomba de expulsion MexXY-OprM la que actla
contra esta familia de antibidticos y a la que se ha visto implicada en la resistencia
a aminoglucésidos en aislados clinicos, pero principalmente en aquellos
provenientes de fibrosis quistica. A su vez, se encuentra la metilacién del ARNr 16S,
mediada por un grupo de enzimas denominadas metilasas ARNr 16S, las cuales
confieren altos niveles de resistencia a aminoglucésidos clinicamente relevantes:

amikacina, gentamicina y tobramicina (Poole, 2011).
Mecanismos de resistencia a quinolonas

Puesto que el objetivo de las quinolonas es la inhibicion de la sintesis de ADN,
las mutaciones en los genes que codifican para las subunidades de la girasa
(gyrA/gyrB) y/o de la topoisomerasa IV (parC/parE) son el principal mecanismo de
resistencia (Tabla 2). Lo que resulta en una disminucién en la afinidad de la enzima
por el antibidtico, conduciendo a una menor susceptibilidad de P. aeruginosa a las
quinolonas (Pang et al., 2019). Principalmente son mutaciones en los genes gyrA'y
parC los que llegan a encontrarse en aislados altamente resistentes, mientras que

mutaciones en gyrB y parE son menos frecuentes (Meletis & Bagkeri, 2013).

Las bombas de expulsiébn son otro mecanismo implicado en la resistencia a las
quinolonas. Como se menciond anteriormente P. aeruginosa presenta cuatro
sistemas de bombas implicados en la resistencia a antibioticos: MexAB-OprM,
MexCD-OprJd, MexEF-OprN y MexXY-OprM (Figura 4) y aunque cada una tiene
preferencia por un conjunto de antibiéticos, las cuatro contribuyen en la resistencia
a las fluoroquinolonas como consecuencia de eventos mutacionales en sus genes

reguladores (Rehman etal., 2019; Strateva & Yordanov, 2009). Las bombas
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MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN se han vinculado principalmente en la

resistencia a fluoroquinolonas en aislados clinicos (Poole, 2011).

Tabla 3. Mutaciones en los genes de la DNA girasay Topoisomerasa IV involucradas en la
resistencia a quinolonas.

Gen Cambio aminoacidico
DNA girasa
ayrA Thr83lle, Asp87Asn/Tyr/Gly, Gly81Asp,
Thr84Ala, Tyr86Asn, GIn106Leu
gyrB Ser466Phe/Tyr, Glu468Asp/His, GIn467Arg
Topoisomerasa IV
parC Ser87Leu/Trp, Ser80Leu, Glu84Lys

Se ha observado que la combinacién de diferentes mutaciones confieren altos niveles de resistencia
a quinolonas en cepas de P. aeruginosa. Tomado de Fabrega et al., 2009; Lopez-Causapé et al.,
2018; Rehman et al., 2019.

Ademas de los mecanismos ya descritos, se han identificado en P. aeruginosa
genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos. Entre ellos esta el gen
aac(6’)-lb-cr que codifica para una variante de la AAC(6’)-lb, la cual acetila el
nitrégeno no sustituido del C7 del anillo de piperazina de algunas fluoroquinolonas,
entre ellas la ciprofloxacina y la norfloxacina, disminuyendo su actividad
antimicrobiana. Esta nueva variante se diferencia de la AAC(6’)-Ib por dos
mutaciones puntuales W102R y D179Y, responsables en la disminucién de la
susceptibilidad de las fluoroquinolonas (Aldred et al., 2014; Alvarez-Hernandez
et al., 2015; Poole, 2011). Por otra parte, recientemente en P. aeruginosa se ha
identificada una nueva enzima modificadora con actividad fosforilasa, a la cual se
ha denominada CrpP y que confiere una resistencia especifica a ciprofloxacina
(Chévez-Jacobo et al., 2018).

De igual manera se han reportado los genes gnr, los cuales se encuentran
principalmente en patégenos de la familia Enterobacteriaceae y que codifican para
proteinas pertenecientes a la familia de repeticibn de pentapéptidos. Estas
proteinas median una baja resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas, al proteger

a la girasa y topoisomerasa |V mediante su unién a ellas, inhibiendo la entrada del
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antibiotico en el complejo de escision enzimético que forman (Figura 6). Por otra
parte, también se ha propuesto que median la resistencia a quinolonas, al disminuir
la unién de la girasa y la topoisomerasa IV al ADN, reduciendo el nUmero de blancos
enzimaticos disponibles en el cromosoma (Aldred et al., 2014; Alvarez-Hernandez
et al.,, 2015). De las cinco familias de genes existentes (gnrA, gqnrB, gnrC, gnrD y
gnrS), en P. aeruginosa se ha llegado a identificar el gen gnrA en cepas aisladas al
Sur de China, el gen gnrB en cepas aisladas en Polonia y el gen gnrS en cepas

aisladas en Brasil (Araujo et al., 2016; Michalska et al., 2014; Yang et al., 2015).

Bacteria Antibictico Proteccion del sitio blanco
. w
susceptible

COOOOOOCOO00OCCOONOCOO000CCC0O0

COOO000CO000OOCOCDO0OO00000000
Proteina v 00

arco - [

O
Proteina de 00

T proteccion ‘l‘
blanco

Figura 6. Esquematizacion del mecanismo de proteccién. En una bacteria susceptible, el
antibidtico es capaz de inhibir la accién de su sitio blanco, mientras que al ser codificada una proteina
de proteccion (ej.: QNR), esta se posiciona en el lugar de unién del antibiético, evitando que lleve a
cabo su funciéon. Imagen modificada de Blair et al., 2015.

Resistencia de Pseudomonas aeruginosa en los hospitales

Debido a la importancia que P. aeruginosa resistente a los antibiéticos tiene en
el ambiente hospitalario, diversos estudios se han llevado a cabo para conocer su

susceptibilidad antimicrobiana y presencia de mecanismos de resistencia.

Kashif et. al., en 2017, en Iran, recuperaron 60 aislados de P. aeruginosa de
pacientes quemados del Hospital Shahid Motahari, en las que observaron que
97.2% eran resistentes a amikacina, 95% a gentamicina y 94% a ciprofloxacina; y
al analizar a las cepas con resistencia a aminoglucésidos, se encontraron CMI de 2

y de 128-256 ug/ml para amikacina y de 8-256 ug/ml para gentamicina, a la par que
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identificaron genes de resistencia a aminoglucésidos: aadA (87.5%), aph(6’)VI
(85%), aph(3’)-Ib (60%), aadB (55%) y aac(6’)-11 (10%) (Kashfi et al., 2017).

En India, en un estudio llevado a cabo en un centro de salud de tercer nivel, de
140 aislados de P. aeruginosa en los que Unicamente se estudi6 la resistencia a
aminoglucésidos, el 80% presenté resistencia a gentamicina, el 77.86% a
netilmicina, el 72.86% a tobramicina y el 62.14% a amikacina, asi mismo se
identifico en un 58.57% la aac(6’)-1, en un 50% la ant(2”)-1, en un 32.14% la aph(3’)-
Iy enun 8.57% la aac(3)-1l (Hazra et al., 2019).

Por otra parte, en Tunez Nejma et. al., en el afio 2017 aislaron 81 cepas de P.
aeruginosa de muestras de pacientes hospitalizados en diferentes unidades del
Hospital Universitario de Monastir, de las cuales el 100% fue resistente a
ciprofloxacina, el 96% a gentamicina, el 93% a tobramicina y el 67% a amikacina.
De las cepas resistentes a ciprofloxacina identificaron valores de CMI entre 2 a 232
Mg/ml, asi como una mutacion en gyrA (Thr83-lle) en el 100% de las cepas y una
mutacion en parC (Ser87-Leu) en el 77% de los asilados (Nejma et al., 2017). En
Egipto, de 92 aislados de P. aeruginosa recuperados de diferentes unidades del
Hospital Universitario del Cairo, el 45.6% (42/92) mostro ser resistente a quinolonas
(ciprofloxacina y levofloxacina), a la vez que se identific6 que el 42.9% (18/42)
presentaron genes de resistencia a quinolonas; en una cepa se observo la presencia
de la aac(6’)-Ib + gnrA + qnrS, en dos cepas la aac(6’)-Ib + gnrA, en tres cepas la
aac(6’)-lb + qnrS y en doce cepas Unicamente la aac(6’)-1b (Ali et al., 2018).

En México Espinoza-Tavera et, al., en el afio 2014, aislaron 84 cepas de P.
aeruginosa de pacientes con infecciones de pie diabético de la Unidad Médica de
Especialidades de la Ciudad de Matamoros, Tamaulipas, identificando que el 90.4%
presento resistencia a kanamicina, el 73.8% a gentamicina, el 70.2% a norfloxacina,
el 69% a amikacina y el 67.8% a tobramicina (Espinoza-Tavera et al., 2014). Ochoa
et. al., en el afio 2013 en un proyecto llevado a cabo en el Hospital Infantil de México
de Federico Gomez, aislaron 92 cepas de P. aeruginosa de pacientes pediatricos,
observando que el 66.3% presento resistencia a levofloxacina y que 64.1% a
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gentamicina y ciprofloxacina, aparte de que el 63% se identific6 como cepas MDR
(Ochoa et al., 2013).

Ademas, en un estudio llevado a cabo en el Hospital Regional ISSSTE de Puebla
por Lopez-Garcia et al., en el afio 2018, con el objetivo de investigar los mecanismos
de resistencia en cepas MDR de P. aeruginosa. 41 aislados presentaron resistencia
a multiples farmacos, observandose porcentajes de resistencia a ciprofloxacina y
norfloxacina del 69%, gentamicina del 68%, tobramicina del 66% y amikacina del
63%, a la vez que se detectaron genes de resistencia a aminoglucésidos (aac(6’)-
Ib (aacA4) y aac(3’)-11a) y la participacion de bombas de expulsion en la resistencia
a quinolonas, al presentarse una disminucién en la CMI de ciprofloxacina de =2
veces ante la presencia de un inhibidor de bombas de expulsion (Lopez-Garcia
et al., 2018).

Los resultados obtenidos en los estudios mencionados denotan la importancia en
la investigacion de la resistencia de P. aeruginosa a antibidticos de la familia de
aminoglucosidos y quinolonas. De los cuales se observan porcentajes elevados de
resistencia, asi como la presencia de diferentes mecanismos, siendo esencial el
monitoreo de los perfiles y mecanismos de resistencia. En particular en Puebla
donde son pocos los estudios que se han llevado a cabo, desconociendo la
prevalencia de resistencia en los hospitales y a su vez de los mecanismos

involucrados.
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Justificacion

Pseudomonas aeruginosa representa un problema de salud publica a nivel
mundial, al ser un patdégeno que se aisla con alta prevalencia en los ambientes
hospitalarios. Esta bacteria tiene la capacidad de generar una gran diversidad de
infecciones en pacientes inmunocomprometidos, lo que en ocasiones se relaciona
a elevadas tasas de mortalidad. La presencia de multiples mecanismos de
resistencia tanto intrinsecos como adquiridos, la posicionan como un reto
terapéutico, al haber una limitada disposicion de antibidticos que sean utiles para
su tratamiento. Conocer los mecanismos involucrados en su resistencia, genera la
oportunidad de desarrollar estrategias en los hospitales para un mejor conocimiento
de los niveles de resistencia, manejo, control y atencion al paciente; evitando a la
vez una consecuente diseminacion de la resistencia. Por lo que en este estudio se
realizé la busqueda de mecanismos de resistencia a aminoglucosidos y quinolonas

en Ps. aeruginosa aisladas de un Hospital Poblano.
Planteamiento del problema

La resistencia a los antibiéticos se ha convertido en uno de los principales
problemas en la atencién a la salud en los ambientes hospitalarios, al impedir que
se lleve a cabo el tratamiento adecuado de un paciente. Esto debido a la poca
disponibilidad de antibidticos efectivos. Entre los patbgenos nosocomiales, P.
aeruginosa es uno de los microorganismos que con mayor frecuencia esta asociado
a infecciones y que presenta un amplio perfil de resistencia. Por lo que incluso
antibioticos de segunda eleccion como los aminoglucésidos y quinolonas estan
dejando de ser Utiles contra esta bacteria, convirtiéendose en una amenaza para el
sector salud. Es entonces necesario el estudio de la resistencia a estas familias de
antibiéticos en los hospitales, mediante la identificacion de los genes y mecanismos
de resistencia que estan presentando cepas de Ps. aeruginosa aisladas de este

ambiente.
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Objetivos
Objetivo general

Estudiar los mecanismos de resistencia a aminoglucosidos y quinolonas en

cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de infecciones nosocomiales.

Objetivos especificos

1. Corroborar la identidad de cepas de Ps. aeruginosa obtenidas de
infecciones nosocomiales.

2. Determinar el fenotipo de resistencia de cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

3. ldentificar genes involucrados en la resistencia a aminoglucdésidos y
quinolonas.

4. Determinar la participacion de las bombas de expulsion en la resistencia a

aminoglucésidos y quinolonas.

Esquema general de trabajo

85 aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa (Vitek-2) del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla

Corroborar género y especie
por pruebas bioquimicas

Determinar el perfil fenotipico de resistencia por el
método de Kirby Bater a B-lactamicos,
aminoglucdsidos y quinolonas

Seleccionar cepas MDR, con
resistencia a aminoglucésidos y

quinolonas
Identificar genes de resistencia Determinar la participacion de
g 37 - .
por Reaccion en Cadena de la bombas de expulsion mediante
Polimerasa (PCR), para CMI para GM, AN y CIP en
aminoglucosidos y quinolonas presencia y ausencia de un

inhibidor de bombas



Material y métodos
Cepas de estudio

Se estudiaron 85 cepas provenientes de aislamientos clinicos de diferentes sitios
anatomicos y unidades del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, previamente
identificadas por el sistema semiautomatizado Vitek-2 como P. aeruginosa. Los
aislados fueron recolectados por parte del Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria
y de la Comunidad (LMHyC) durante el periodo de octubre de 2015 a octubre de
2017 y se almacenaron en crioviales con 1 mL de caldo Infusién Cerebro Corazon
(BHI) y glicerol al 10%, en el ultracongelador a -70°C.

Para realizar los experimentos las cepas se sembraron en placas de Agar Soya
Tripticasa (TSA) por la técnica de estria cruzada y se incubaron a 37°C por 24 horas.
Posteriormente se realizé un segundo pase en placas nuevas de TSA, con la
finalidad de corroborar su morfologia (colonias pequefias, redondas, lisas, con
borde continuo y en ocasiones brillantes y con pigmento) y pureza, y recuperarlas
del estrés sometido por la congelacién. A partir de este segundo inoculo se prosiguio

a realizar los procedimientos correspondientes.

Condiciones éticas

La recoleccion de aislados se realizé durante el muestreo de rutina del hospital,
manteniendo los datos del paciente bajo anonimato. El protocolo para llevar a cabo
este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Regional I.S.S.S.T.E.

de Puebla, con el nimero de registro 188.2018.
Cepas control

Para el desarrollo de las técnicas realizadas en este estudio, se emplearon

cepas como controles positivos y negativos (Tabla 4).
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Tabla 4 . Cepas control para la realizacion de los experimentos

Cepa Microorganismo i) Donada por Fuente
Control
C7226 . ) i Tesis de Doctorado
E. coli aac(6’)-1b LMHyC-CICM, BUAP Cortés-Cortés, 2016
C7219 (N. 57 . } Tesis de Doctorado
( ) E. coli gnrA LMHyC-CICM, BUAP Cortés-Cortés, 2016
SA96 i 3 Tesis de Maestria
K. pneumoniae gnrB LMHyC-CICM, BUAP Gonzélez-Jiménez, 2013
Cepa Microorganismo | Control Donada por Fuente
T Dra. Gloria Soberon
PAO1 . . Centro de Investigaciones : -
P. aeruginosa Negativo Microbiologicas, BUAP Dr. Miguel Castafieda
PE21 P. aeruginosa | Positivo LMHyC-CICM, BUAP Tesis de Doctorado
: ' Lopez-Garcia, 2019

Corroborar el género y especie por pruebas bioquimicas

De las cepas que presentaron un crecimiento adecuado, morfologia colonial y
pureza en placas de TSA incubadas a 37°C por 24 horas, se tom0 una colonia para
estriar en forma de cola de ratén en una placa de agar MacConkey. Con una colonia
aislada se realizaron las pruebas bioquimicas Triple Azucar Hierro (TSI), Lisina
Hierro Agar (LIA), Movilidad Indol Ornitina (MIO) y Citrato. Las pruebas se
prepararon de acuerdo con las indicaciones del fabricante y se pusieron a prueba
de esterilidad a 37° por 24 horas. Pasado el tiempo se llevo a cabo su inoculacién y
lectura conforme a los lineamientos establecidos en el libro de Pruebas Bioquimicas

para la Identificacién de Bacterias de Importancia Clinica de MacFaddin (2004).

Determinacion del fenotipo de resistencia por el método de Kirby Baier

La identificacion del perfil de resistencia se llevo a cabo mediante la prueba de
difusion en agar usando sensidiscos de [-lactamicos: piperacilina (PIP),
piperacilina-tazobactam (TZP), ticarcilina-ac. clavulanico (TIM), ceftazidima (CAZ),
cefepime (FEP), aztreonam (ATM), imipenem (IPM) y meropenem (MEM). De
aminoglucésidos: gentamicina (GM), tobramicina (NN) y amikacina (AN), y de

quinolonas: ciprofloxacina (CIP) y norfloxacina (NOR) con base al CLSI 2018.
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A partir de una placa de TSA sembrada de forma masiva e incubada a 37°C por
18 horas, se tomé una muestra con ayuda del asa bacteriologica, la cual fue
suspendida en un tubo de ensayo con 2 mL de solucion salina isoténica (SSI 0.9%)
hasta ajustar el patréon de turbidez del nefelometro de McFarland 0.5
(aproximadamente 1.5 x 108 UFC). Establecida la solucién se sumergié un hisopo
estéril en la suspension, retirando el exceso al presionar e ir girando el hisopo contra
las paredes del tubo. Posteriormente se sembrd de forma masiva en placas de 20
mL con agar Muller Hinton (MH) en 3 direcciones diferentes, al rotar la placa 60°
cada vez y pasando por ultimo el hisopo sobre la periferia del agar, para conseguir

una siembra uniforme.

Ya inoculadas las placas se colocaron los sensidiscos de los 13 antibidticos
correspondientes mediante el uso de una pinza estéril, presionando ligeramente
sobre ellos para que el contacto con el agar fuera mas estable. Por cada cepa se

realizaron 3 juegos de placas (con 5, 4 y 4 sensidiscos) (Anexo 3).

Las placas fueron invertidas e incubadas a 37°C de 18 a 24 horas. Se procedi6
a la lectura de los halos de inhibiciobn con apoyo de una regla, comparando el
diametro formado con los puntos de corte establecidos para cada antibiotico
reportados en el CLSI 2018, lo que permitié clasificar cada cepa como resistente

(R), intermedia (I) o sensible (S) a cada antibiético utilizado (Tabla 5).
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Tabla 5. Puntos de corte de establecidos en el CLSI 2018 para la
determinacion del fenotipo de resistencia

Sensible Intermedio Resistente
Piperacilina 221 15-20 <14
Ticarcilina- ac. clavulanico 224 16-23 <16
Piperacilina- Tazobactam =21 15-20 <14
Ceftazidima 218 15-17 <14
Cefepime =218 15-17 <14
Aztreonam 222 16-21 <15
Imipenem =219 16-18 <15
Meropenem =219 16-18 <15
Gentamicina 215 13-14 <12
Tobramicina 215 13-14 <12
Amikacina 217 15-16 <14
Ciprofloxacina 221 16-20 <15
Norfloxacina 217 13-16 <12

Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018.

Amplificacién de genes de resistencia por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Extraccion de ADN bacteriano por la técnica de ebullicion

De un cultivo en placa de TSA sembrado de forma masiva e incubado a 37°C por
24 horas, se tomaron de 2 a 3 asadas de inoculo y se colocaron en un tubo
eppendorf con 800 uL de SSI estéril. Se homogeneizo la suspension con el vortex
y se centrifugo a 13,000 rpm durante 5 min, decantando el sobrenadante y
repitiendo el lavado 2 veces mas. En el ultimo lavado el sobrenadante se descart6
por completo y se resuspendié la pastilla con 800 uL de agua inyectable estéril
(PISA). El tubo se homogeneizo por completo con el vortex y se dejé en ebullicién
a bafio maria por 10 minutos, se retird y dejo enfriar, para nuevamente
homogeneizar con el vortex y centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos. Al final el

sobrenadante obtenido se coloco en un eppendorf estéril y se resguardd a -20°C.
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Cuantificacion y ajuste de ADN

La cuantificacion de ADN se realizdé con el equipo NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). Se midié la concentracién en ng/pL, tomando en cuenta que el ADN se
mide a una absorbancia de 260 nm (A260), en la cual una unidad de densidad 6ptica
equivale a 50 pg/mL de ADN de doble hebra (DNA-50).

Para la medicion de los lisados el equipo se calibré con una solucién blanco (agua
estéril) y se coloco 2 yuL de la muestra previamente homogeneizada. Se tuvo
cuidado de limpiar tanto el pedestal superior como el inferior del NanoDrop entre
cada medicién, con el fin de evitar una medicion errébnea. De acuerdo con la
concentracion obtenida, se realiz6 el ajuste de los lisados a 200 ng/uL en un
volumen de 300 pL. Se corroboré la concentraciéon de DNA en el NanoDrop y las

muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Amplificacion de genes de resistencia a aminoglucésidos y

guinolonas

La identificacion de genes de resistencia a aminoglucésidos (aac(6’)-1b) y
quinolonas (gnrA, gnrB y gnrS) se realiz6 utilizando primers especificos para cada
gen. Se siguieron las condiciones de amplificacion de acuerdo con los protocolos
estandarizados por el LMHyC, con base en las fuentes de las que se obtuvieron los

oligonucledtidos (Tabla 6).

Cada reaccion se realizo a un volumen final de 10 pL, colocando sus componentes

en las cantidades y concentraciones establecidas por el laboratorio (Tabla 7).

Los productos de PCR fueron cargados en geles de agarosa al 2% y se corrieron
a 100 V. Solo se colocé marcador de peso molecular en los casos donde no se
contaba con un gen control (qnrS). Los geles se tifieron con bromuro de etidio (BET)
durante 10 a 15 segundos y se dejaron destefiir en agua por 20 minutos, para
después ser visualizados en el sistema digitalizador de imagenes MiniBIS Pro, DNR

Bio-Imaging Systems.
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Tabla 6. Primers y condiciones para la amplificacién de genes de resistencia
a aminoglucésidos y quinolonas

Genes de resistencia a aminoglucésidos
aac(6')-Ib-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 94°C 5 min
94°C 45s Park
aac(6)-Ib 612 482 60°C 45s etal.,
72°C 45s 2006
, CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 72°C 5 min
aac(6')-1b-R ]
20 ciclos
Genes de resistencia a quinolonas
95°C 5 min
anAm-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 95°C 1 min .
55°C 1 min | CAUON
gnrA 657 580 72°C 1 min eztozl%,
gnrAm-R TGCCAGGCACAGATCTTGAC 72°C 7 min
40 ciclos
95°C 5 min
gnrB-F GGMATHGAAATTCGCCACTG 95°C 1 min _
o . Cattoir
qnrB 681 264 seCimin | ial
72°C 1 min 200%’
gnrB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 72°C 7 min
35 ciclos
95°C 5 min
gnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 95°C 1 min .
o . Cattoir
qnrs 657 427 56°CImin | oy
72°C 1 min 200%’
gnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGC 72°C 7 min
35 ciclos
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Tabla 7. Componentes para una reaccion de PCR

Agua - 6.12 -
Buffer 10X 1 1X
MgCl» 25 mM 1 2.5mM
dNTP’s 10 mM 0.2 0.2 mM
Primer Forward 25uM 0.3 0.75 uM
Primer Reverse 25 uM 0.3 0.75 uM
Taq polimerasa 5 U/uL 0.08 0.04 U/uL
ADN 200 ng/pL 1 20 ng/uL
Volumen final - 10 -

Concentracion minima inhibitoria en ausencia y presencia del inhibidor

de bombas

Para determinar la participacion de las bombas de expulsion de la familia RND,
se determind la concentracidbn minima inhibitoria (CMI) mediante la técnica de
dilucién en agar, para los antibiéticos GM, AN y CIP tanto en presencia y ausencia
de un inhibidor de bombas Fenilalanina-arginil-B-naftilamida (PABN). Antes de llevar
a cabo el procedimiento se corroboro que el inhibidor no perjudicara el crecimiento
de las bacterias, sembrando dos placas de MH con y sin PABN (25 mg/L),
esperando que las cepas crecieran de la misma manera en presencia y ausencia
del inhibidor.

Se prepararon placas con agar MH suplementadas con el antibiético de interés,
a partir de una concentracion de 2 pg/ml hasta 512 pg/ml usando diluciones dobles.
Por cada concentracién de antibiético se hicieron dos juegos de placas, uno con el
medio y el antibidtico, mas una placa con solo medio, y otro con el medio, el
antibiotico y el inhibidor de bombas (25 mg/L), mas una placa con solo el medio y el
inhibidor; Por cada juego fueron 10 placas, nueve placas correspondian a la
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concentracion de los antibiéticos y una placa al control. Las placas fueron sometidas
a prueba de esterilidad a 37°C de 18 a 24 horas.

Por cada cepa se prepar6 una suspension al 0.5 del nefeldmetro de McFarland
de la misma forma que para la técnica de Kirby Bauer. Posteriormente se realiz6
una dilucién 1:10 de la suspension, en un tubo eppendorf estéril a un volumen de
1000 pL (100 pL de la suspension y 900 pyL de SSI). De las diluciones obtenidas se
depositaron por triplicado 2 pL en cada placa de ambos juegos. Una vez inoculadas

las placas, se incubaron a 37°C de 16 a 20 horas.

La lectura de las placas se realizé mediante la identificacion de la concentracién
de antibidtico a la que ya no se observé crecimiento de cada cepa, considerandola
como su CMI (Tabla 8). El criterio para considerar la participacion de las bombas
de expulsion, fue observar una disminucion de al menos dos veces en los valores

de la CMI en presencia del inhibidor (Kumita et al., 2009).

Tabla 8. Puntos de corte establecidos por el CLSI 2018
parala CMl de GM, ANy CIP

Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina <4 8 216
Amikacina <16 32 264
Ciprofloxacina <1 2 24

Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018.
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Resultados

Origen e identificacion bioquimica para corroborar los aislados de Ps.

aeruginosa.

Se trabaj6é con 85 aislados provenientes de pacientes del Hospital Regional del
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(1.S.S.S.T.E.) de Puebla, obtenidos en el periodo de octubre 2015 a octubre de 2017
y previamente identificados por el sistema semi automatizado Vitek-2 como P.
aeruginosa. Se corrobor6 género y especie por pruebas bioquimicas

convencionales.

Las 85 cepas, procedentes de 67 pacientes, fueron recuperadas de diferentes
servicios hospitalarios. Los aislados se recuperaron de pacientes internados
principalmente de medicina interna (Ml), de la unidad de cuidados intensivos (UCI)
y urologia (Figura 7A). Los 85 aislados fueron obtenidos de los siguientes sitios
anatomicos: de urocultivo (33%), cultivo de secrecion (21%), lavado broncoalveolar
(14%), entre otros (Figura 7B).
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Figura 7. A) Distribucién de los 67 pacientes en cada uno de los servicios hospitalarios, a partir de
los cuales se obtuvieron las cepas de Ps. aeruginosa. B) Origen de los 85 aislados de P. aeruginosa
recuperados del Hospital Regional ISSSTE de Puebla.
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Porcentaje de cepas

Perfil fenotipico de resistencia

De las 85 cepas de P. aeruginosa, se identificaron 44 cepas como MDR,
observandose que un 35% presento resistencia a piperacilina, 60% a ticarcilina-ac.
clavulanico, 20% a piperacilina-tazobactam, 45% a ceftazidima, 41% a cefepime,
37% a aztreonam, 45% a imipenem, 42% a meropenem, 55% a gentamicina, 55%
a tobramicina, 40% a amikacina, 51% ciprofloxacina y 50% a norfloxacina (Figura
8).
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Figura 8. Perfil fenotipico de resistencia de las 85 cepas de P. aeruginosa aisladas de
pacientes. PIP: piperacilina, TIM: ticarcilina-ac. clavulanico, TZP: piperacilina-tazobactam, CAZ:
ceftazidima, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IPM: imipenem, MEM: meropenem, GM: gentamicina,
NN: tobramicina, AN: amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR: norfloxacina. S: sensible (azul), I:
Intermedio (anaranjado), R: Resistente (verde).
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Deteccion de genes de resistencia a aminoglucosidos y quinolonas

A partir de las 44 cepas identificadas como MDR se seleccionaron aquellas con
un perfil de resistencia a aminoglucdsidos (n=44) y quinolonas (n=43), para la
bldsqueda de genes de resistencia: aac(6’)-Ib (aminoglucosidos), gnrA, gnrB y gnrS
(quinolonas).

Para las 44 cepas de P. aeruginosa se realiz6 la amplificacion del gen aac(6)-Ib,
esperando obtener un amplificado de 482 pb. Se usé como control positivo la cepa
C7226 (Figura 9).

1 2 34.5 6.:7.8:9-101112
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482 pb

Figura 9. Deteccion del gen de resistencia aac(6’)-Ib en P. aeruginosa. Electroforesis en gel de
acrilamida representativo de 10 de las 44 cepas. 1. Blanco, 2. Control positivo E. coli C7226, 3.
PsgE121, 4. PsgE125, 5. PsE126, 6. PseE128, 7. PseE130, 8. PsgE133, 9. PE137, 10. PsE139, 11.
PsE140y 12. PsE142.

91% de las cepas (n=40) poseen el gen aac(6’)-1b, mientras que para un 9% (n=4)
la reaccion de PCR fue negativa (Figura 10). En aquellas cepas que portaron el
gen, se identificaron dos perfiles fenotipicos, Perfil I: AN-NN-GM, Perfil Il: NN-GM,
de acuerdo con el perfil fenotipico esperado (Tabla 9).
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Figura 10. Prevalencia del gen de resistencia aac(6’)-1b en 44 cepas de P. aeruginosa.
Morado: Positivo Amarillo: Negativo.

Tabla 9. Correlacién entre el gen de resistencia amplificado y el perfil fenotipico de
resistencia en cepas de P. aeruginosa resistentes a aminoglucésidos

Perfil I (29)
AN, NN, GM

aac(6))-Ib 40 (91% AN, NN ,
(6) (91%) Perfil Il (11)

NN, GM

AN: amikacina, NN: tobramicina, GM: gentamicina.
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En el caso de las 43 cepas con resistencia a quinolonas, se hizo la deteccién de
los genes gnrA, gnrB y gnrS, esperando obtener amplificados de 580, 264 y 427pb

respectivamente. Como control positivo para gnrA se utilizé la cepa C7219 y para

gnrB la cepa SA96. Mientras que para gnrS no se contdé con un control positivo
(Figura 11).
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Figura 11. Deteccion de los genes de resistencia A) gnrA, B) gnrB y C) gnrS en P. aeruginosa.
Electroforesis en geles de acrilamida representativos de 5 de las 43 cepas. A) 1. Blanco, 2. Control
positivo E. coli C7219. B) 1. Blanco, 2. Control positivo K. pneumoniae SA96 y (C) 1. Marcador de
peso molecular, 2. Blanco. A), B) y C) 3. PSE239, 4. PsE241, 5. PSE243, 6. PsE244, 7. PsSE245.

En el 100% de las cepas (n=43) el resultado fue negativo para la amplificacion

de los tres genes (Figura 12).
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Figura 12. Prevalencia de los genes de resistencia gnrA, gnrB y qnrS en 43 cepas de P. aeruginosa.
Azul: positivo y Rojo: negativo.
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Participacion de las bombas de expulsién en laresistencia a GM, ANy

CIP ante la presencia de un inhibidor de bombas

De las 44 cepas MDR, se seleccionaron aquellas que presentaron resistencia a
GM, AN y CIP, con la finalidad de identificar la participacion de las bombas de
expulsibn como mecanismo de resistencia a estos antibioticos, lo cual se realizé
determinando la CMI ante la presencia y ausencia del inhibidor de bombas de

expulsion Fenilalanina-arginil-B-naftilamida (PABN) (Tabla 10).

Las cepas con resistencia a GM (n=16) presentaron una CMI de 8 pg/ml, 32 pg/ml
y de 128 pg/ml a >512 pg/ml. Al realizar la CMI ante la presencia de PABN, se
observo la influencia del inhibidor en cinco cepas: en cuatro cepas la CMI disminuyo
2 veces y en una cepa 4 veces. En siete cepas no hubo disminucién, mientras que
en cuatro cepas en vez de disminuir la CMI hubo un aumento, en 3 cepas de 2 veces

y en una cepa de 4 veces.

En el caso de las cepas resistentes a AN (n=15), presentaron una CMI de 32
pg/ml a >512 pg/ml. Al determinar la CMI en presencia de PABN, se identificd en
cinco cepas la influencia del inhibidor, al disminuir la CMI 2 veces. En seis cepas no
hubo disminucién, pero por otra parte al igual que sucedié con GM, en 4 cepas en

vez de disminuir la CMI se presentd un aumento de 2 veces.

Por ultimo, las cepas con resistencia a CIP (n=36) presentaron valores de CMI
de 2 pg/mly de 32 pg/ml a >512 pg/ml. Al realizar la CMI ante la presencia de PABN,
se observo su influencia en cuatro cepas, al disminuir la CMI 2 veces. En 32 cepas

no hubo disminucion.

Una vez terminado el andlisis de las cepas, se identificO que aquellas que

provinieron de un mismo paciente, presentaban diferencias entre si (Tabla 11).
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Tabla 10. Participacién de las bombas de expulsidn en la resistencia a los antibiéticos GM, ANy CIP

05/11/2015 Pediatria Expectoracion PIP TIM CAZ GM NN AN 256
(256) 1(256)
17/11/2015 M Herida PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN 128 128 32
AN CIP NOR 1(256) 1(256) (32)
26/11/2015 UCl Urocultivo PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN 128 128 32
AN CIP NOR 1(256) (128) (32)
02/12/2015 M Expectoracion PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN 32 128 128
AN CIP NOR 1(64) 1(256) (128)
25/11/2015 Mi Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN AN 512 512 >512
CIP NOR 1(256) 1(256) (>512)
01/12/2015 Mi Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM NN CIP NOR - - 32
(32)
07/12/2015 M Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN AN 512 256 >512
CIP NOR (512) (256) (>512)
29/12/2015 Mi Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN AN 512 516 >512
CIP NOR (512) 1(256) (>512)
30/12/2015 uUCl Urocultivo PIP TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP >512 512 256
NOR (>512) (512) (256)
04/01/2016 Urologia Urocultivo PIP TIM IPM MEM GM NN CIP NOR 512 - >512
(512) (>512)
30/12/2015 UCl Hemocultivo/CVC PIP TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM CIP 8 - 2
1(2) )
16/12/2015 uUCl Lavado bronquioalveolar PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN >512 512 256
AN CIP NOR 1(512) 1(256) 1(128)
05/01/2016 ucCl Lavado bronquioalveolar PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND 64 32
AN CIP NOR (64) (32)
19/01/2016 Urologia Urocultivo TIM CAZ GM NN AN CIP NOR 512 32 64
(512) (32) (64)
18/02/2016 UCl Cultivo secrecion herida PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN 128 128 32
AN CIP NOR 1(512) (128) (32)
22/03/2016 Cirugia Expectoracion TIM CAZ FEP IPM GM NN AN CIP NOR >512 512 256
1(512) 1(256) (256)
01/03/2016 Urologia Urocultivo PIP TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP >512 >512 256
NOR 1(512) 1(512) (256)
28/03/2016 ucCl Lavado bronquioalveolar PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN 128 64 32
AN CIP NOR (128) 1(128) (32)
07/04/2016 MI Cultivo herida quirargica PIP TIM TZP CAZ FEP ATM MEM GM NN AN ND ND 128
CIP NOR (128)
14/04/2016 Urologia Urocultivo PIP TIM CAZ ATM GM NN CIP NOR ND - 64
(64)

Rojo: disminucién de la CMI, Azul: aumento de la CMI.
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Continuacion Tabla 10. Participaciéon de las bombas de expulsidn en la resistencia a los antibiéticos GM, ANy CIP

09/05/2016 Cirugia Herida PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN

AN CIP NOR (32)

11/05/2016 MI Urocultivo TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN AN CIP ND ND 256
NOR (256)

08/05/2016 MI Cultivo catéter venoso TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN AN CIP ND ND 256
central NOR (256)

21/06/2016 ucl Cultivo de secrecién PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND ND 32

AN CIP NOR (32)

21/06/2016 ucCl Cultivo lavado bronquial PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND ND 32

AN CIP NOR (32)

17/06/2016 ucl Cultivo lavado bronquial PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND ND 32
AN CIP NOR 1(16)

09/08/2016 MI Hemocultivo TIM GM NN CIP NOR ND - 128
(128)

28/09/2016 Ginecologia Urocultivo TIM IPM NN AN CIP NOR - ND 512
(512)

19/10/2016 MI Hemocultivo TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP NOR ND ND 256
1(128)

16/11/2016 MI Cultivo lavado bronquial TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP NOR ND ND 128
(128)

15/02/2017 Urologia Urocultivo PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND - 64

CIP NOR (64)
01/02/2017 Urologia Urocultivo TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN CIP NOR ND ND >512
(>512)

15/02/2017 Cardiologia H Urocultivo PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN ND ND 512
CIP NOR (512)

22/03/2017 Cirugia H Urocultivo PIP TIM CAZ FEP GM NN AN CIP NOR ND - 64

(64)

07/07/2017 MF Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM GM NN AN CIP NOR ND ND 128
1(64)

10/07/2017 MI Urocultivo TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM NN CIP NOR ND - 256
(256)

22/08/2017 MI Urocultivo TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP NOR ND ND 256
(256)

Rojo: disminucién de la CMI, Azul: aumento de la CMI.
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Tabla 11. Cepas que provienen de un mismo paciente

25/11/2015 Urocultivo

PIP TIM CAZ FEP ATM IPM
MEM GM NN AN CIP NOR
PIP TIM CAZ FEP ATM IPM

aac(6’)-1b

aac(6’)-1b

07/12/2015 Urocultivo

MEM GM NN AN CIP NOR

aac(6’)-1b

29/12/2015 Urocultivo

PIP TIM CAZ FEP ATM IPM
MEM GM NN AN CIP NOR

Cepas de un mismo paciente resaltadas en franjas de color. Rojo: disminucion de la CMI.
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Discusién

De todos los Gram negativos Pseudomonas aeruginosa es considerado como un
patdgeno oportunista predominante, responsable de un amplio rango de
infecciones, principalmente en pacientes con una enfermedad subyacente o un
estado inmunocomprometido. Debido a su capacidad de sobrevivir en el ambiente
hospitalario, presentar una resistencia innata a los antibiéticos y poder desarrollar
resistencia a multiples farmacos, es motivo de preocupacion, representado una
causa importante de morbi-mortalidad, largas estadias hospitalarias e incremento
en los costos de atencion (Alnour & Ahmed-Abakur, 2017; Davane et al., 2014).

En este estudio se trabajo con 85 aislados de P. aeruginosa del Hospital Regional
I.S.S.S.T.E de Puebla, recuperados de 14 servicios hospitalarios, con diferente
especialidad. Esto nos permitié observar que P. aeruginosa tiene la capacidad de
presentarse en diferentes areas hospitalarias y de colonizar distintos sitios
anatomicos y de causar diversas infecciones nosocomiales, de las cuales se
considera responsable en aproximadamente del 10 al 15% a nivel mundial (Lebeque
et al., 2006; Paz-Zarza et al., 2019).

La mayoria de los aislados se recuperaron de Medicina Interna, UCI y urologia,
unidades donde se llegan a encontrar pacientes inmunocomprometidos, que
requieren de procedimientos y/o dispositivos invasivos (ejemplo: cirugia, ventilacion
mecanica y cateterizacion) y en ocasiones estadias prolongadas. Estos son factores
que favorecen la infeccion por P. aeruginosa, y por tanto podrian ser el motivo de
gue se aislara principalmente en estos tres servicios hospitalarios (Becchi et al.,
2010; Pachori et al., 2019).

Las muestras provinieron principalmente de urocultivo, cultivo de secrecion y
lavado broncoalveolar, que es de donde principalmente se aisla P. aeruginosa, ya
gue se ha observado que representa la tercera causa de infecciones urinarias y la
segunda causa de neumonia adquirida en el hospital asociada a pacientes
ventilados (Paz-Zarza et al., 2019; Streeter & Katouli, 2016).
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Por otra parte, se determiné el perfil de resistencia de las 85 cepas y se
identificaron 44 MDR (52%), es decir, que fueron resistentes al menos a un agente
antimicrobiano de tres o mas categorias de los antibiéticos utilizados: B-lactamicos,

aminoglucdésidos y quinolonas (Magiorakos et al., 2012).

Se ha observado en estudios de otros paises (Egipto, Pakistan, Brasil, Alemania,
India) que la frecuencia de P. aeruginosa MDR es del 12.3 al 36.5%. Asimismo, de
acuerdo con los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés), se estimd que el 13% de las cepas de P. aeruginosa que
causan infecciones son MDR (Alnour & Ahmed-Abakur, 2017; CDC, 2013), lo cual
es mucho menor a lo obtenido en este trabajo. Lo anterior resalta la importancia de
realizar mas estudios y monitoreo de las cepas de P. aeruginosa que circulan en
hospitales mexicanos y sobre todo poblanos. Los resultados de MDR obtenidos en
el presente trabajo pueden respaldarse con los datos del Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY (1997-2016), donde se reporta que la region de América
Latina posee la mayor frecuencia de aislados de cepas de P. aeruginosa MDR
(41.1%) (Shortridge et al., 2019).

De los 13 antibiéticos probados para la determinacion del perfil fenotipico de
resistencia, se observé que las cepas en estudio tuvieron mayor porcentaje de
resistencia a los B-lactamicos: ticarcilina-acido clavulanico (60%), imipenem (45%)
y meropenem (42%); también a los aminoglucdsidos como gentamicina (55%),
tobramicina (55%) y amikacina (40%); y a las quinolonas ciprofloxacina (51%) y
norfloxacina (50%), antibidticos que principalmente son utilizados para el
tratamiento contra infecciones por P. aeruginosa (Hancock & Speert, 2000).

En el caso de ticarcilina-acido clavulanico, otros estudios han informado
porcentajes de resistencia por arriba del 60% (Ochoa et al., 2013; Pandrea et al.,
2016; Salazar-Holguin & Cisneros-Robledo, 2016; Sohn et al., 2007). Por otro lado,
se ha observado un incremento de la resistencia a los antibiéticos carbapenémicos
en cepas clinicas de P. aeruginosa, lo cual representa un problema alarmante, ya
gue estos antibioticos son usados como ultima opcion terapéutica. En diferentes

trabajos se han reportado porcentajes de resistencia en cepas clinicas de P.
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aeruginosa a imipenem que van del 2 hasta el 42% y para meropenem desde el 10
hasta 46%, semejante a los reportados en el presente estudio (El Zowalaty et al.,
2015).

También se observo que del 40 al 55% de las cepas estudiadas, fueron
resistentes a aminoglucosidos y quinolonas, lo cual difiere de los porcentajes
sefalados en otros trabajos (Brown & Izundu, 2004; Dieye et al., 2020; Estepa et al.,
2017). De acuerdo a un proyecto llevado a cabo por Lila y colaboradores en un
centro clinico de Kosovo, observaron porcentajes de resistencia para los
aminoglucésidos (amikacina, gentamicina y tobramicina) del 55% al 77.2% y para
las quinolonas (norfloxacina y ciprofloxacina) del 28.7% al 30% (Lila et al., 2016).
En Arabia Saudita en un centro de salud de tercer nivel, de 30 aislados el 43.3%
presento resistencia a gentamicina, el 56.7% a amikacina, el 76.7% a tobramicina y
el 13.3% a ciprofloxacina (Ahmad et al., 2020). Por otro lado, en Iran de 100 aislados
recuperados de pacientes con quemaduras, el 100% presento resistencia a
amikacina, tobramicina y ciprofloxacina, y el 49% a gentamicina (Jafari et al., 2013).
Mientras que en México, Vera estudid 24 cepas clinicas, y observo que 66.6%
fueron resistentes a amikacina, 75% a gentamicina y 58.3% a norfloxacina y
ciprofloxacina (Vera et al., 2006). Y por otra parte Chavez-Valencia incluy6 en su
estudio 29 cepas provenientes de urocultivo, de las cuales el 37.9% fueron
resistente a amikacina, el 48% a norfloxacina y el 52% a ciprofloxacina (Chavez-
Valencia et al., 2010).

Si bien en algunos casos los porcentajes de cepas resistentes a los antibioticos
descritos en este trabajo llegan a concordar con lo que se ha reportado en otras
investigaciones, también podemos observar el acelerado incremento de la
resistencia que se esta generando y la necesidad de replantear el uso que se le esta

dando a estos antibioticos.

De las 44 cepas MDR, se seleccionaron 44 cepas resistentes a aminoglucésidos
y 43 resistentes a quinolonas para la amplificacion de los genes de resistencia
(Anexo 4). A las cepas resistentes a aminoglucésidos se les amplifico el gen

aac(6’)-1b, uno de los principales genes de resistencia a aminoglucosidos en P.
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aeruginosa, el cual confiere resistencia a amikacina y tobramicina y codifica para
una enzima modificadora de aminoglucésidos (EMA), principal mecanismo de

resistencia a esta familia de antibiéticos (Pachori et al., 2019).

Del total de cepas resistentes a aminoglucosidos se observé que el 91% (n=40)
portaron el gen aac(6’)-Ib. Porcentaje mayor al que comunmente se ha observado

en otros paises, que va desde un 6.1% hasta un 74.02%.

En un estudio llevado a cabo en un hospital de 3er nivel en Arabia Saudita, con
la finalidad de identificar la prevalencia de genes de resistencia a aminoglucosidos;
se encontrd que de un total de 65 aislados hospitalarios, sélo el 6.1% portaban el
gen aac(6’)-Ib (Asghar & Ahmed, 2018); en Ecuador de un total de 78 aislados
recuperados de diferentes hospitales en los que se buscaron enzimas
modificadoras de aminoglucésidos se identifico que el 14.10% portaban la AAC(6’)-
Ib (Barba etal, 2017), mientras que en Francia de 52 cepas resistentes a
aminoglucésidos, sélo el 36.5% portaban el gen aac(6’)-Ib (Dubois et al., 2008). Por
otra parte, en Iraqg, se estudiaron 28 cepas de P. aeruginosa y se observé que el
42.8% presentd el gen aac(6’)-lb (Al-Jubori et al., 2015). De igual manera en
Venezuela, de 39 cepas recuperadas de diferentes unidades hospitalarias, se
reportd en el 64.10% la AAC(6’)-Ib (Teixeira et al., 2016), asi como en un estudio
realizado en Iran, se identifico el gen aac(6’)-1b en el 74.02% (n=77) de los aislados

de pacientes con quemaduras (Jafari et al., 2013).

Los altos porcentajes de prevalencia del gen aac(6’)-lb en las cepas de P.
aeruginosa en este estudio, podria deberse a la presion de seleccion generada por
el uso extenso de aminoglucdsidos en los tratamientos. O bien, el gen aac(6’)-lb
podria estar codificado en algin elemento genético mévil como plasmidos, que le
permita su diseminacion a otras cepas dentro del mismo nicho ecologico (Miller
et al., 1997; Ramirez et al., 2013).

Algo a sefialar, es que la presencia de este gen se asocié a dos fenotipos de
resistencia: cepas resistentes a amikacina, tobramicina y gentamicina en el 72.5%

(29/40) y cepas resistentes a los antibidticos tobramicina y gentamicina en el 27.5%
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(11/40) (Tabla 9). Cabe recordar que el perfil de resistencia que confiere la enzima
amplificada no incluye a gentamicina. No obstante, estudios han reportado en P.
aeruginosa al gen aac(6’)-Ib’ que confiere resistencia a gentamicina en lugar de
amikacina, debido a mutaciones puntuales (Leu90Ser, Leul19Ser) que resultan en
un cambio de la especificidad de sustrato. Por consiguiente, esto podria llegar a
explicar los fenotipos de resistencia observados, ya sea al estar presente solo el
gen de la acetilasa mutado (resistencia a NN y GM) o0 en conjunto con el de la
acetilasa sin mutar, ampliando el rango de resistencia (resistencia a AN, NN y GM).
Sin embargo, se requiere la secuenciacion del gen para saber si tiene dicha
mutacion (Dubois et al., 2008; Lambert et al., 1993).

Curiosamente en las cepas que no amplificaron el gen aac(6’)-1b, se observé que
tres presentaron resistencia fenotipica a los antibiéticos amikacina y tobramicina.
Esto podria indicarnos que otro mecanismo de resistencia estaria siendo el
responsable, como EMA de la familia AAC(3), ANT(2’) y ANT(4’), bombas de
expulsion y metilasas, permitiendo a su vez explicar la resistencia a gentamicina
que fue registrada en la mayoria de las cepas (Meletis & Bagkeri, 2013; Poole, 2011)
(Anexo 4).

De igual manera, se buscaron los genes qgnrA, gnrB y gnrS en 43 cepas
resistentes a quinolonas. Estos genes se han reportado principalmente en especies
de la familia Enterobacteriaceae, pero podrian ser adquiridos por cepas de P.

aeruginosa por medio de plasmidos.

Al realizar la amplificacion de los genes gnr, el 100% de las cepas (n=43) fueron
negativas; coincidiendo con reportes donde se identifica una baja prevalencia; como
los realizados en la Universidad de Ondokuz Myys, Turquia. En él se estudiaron 64
cepas de Ps. aeruginosa resistentes a ciprofloxacina, y todas fueron negativas en
la amplificacion de los genes gnrA, gnrB y gnrS (Cayci et al., 2014). Por otra parte,
en Egipto Saleh y Balboula, estudiaron 63 cepas resistentes a quinolonas
(ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacino y/o levofloxacina), e identificaron en una
sola cepa (1.5%) el gen gnrB mientras que en tres cepas (4.7%) el gen gnrS (Saleh

& Balboula, 2017), asi mismo en Pakistan, de 83 aislados resistentes a
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levofloxacina, pertenecientes a pacientes con quemaduras, en tres (3.6%) se
identifico el gen gnrA, en nueve (10.8%) el gen gnrB y en dos (2.4%) el gen gnrS
(Rafig et al., 2019).

Cabe mencionar que, aunque en este estudio la incidencia de los genes gnr fue
nula, el hecho de que en otros trabajos se reporte su presencia en P. aeruginosa
seflala que son genes que se requiere buscar, ya que es un mecanismo de
resistencia que se estd presentando en esta bacteria. La presencia de este gen si
bien se asocia a un bajo nivel de resistencia a quinolonas, se ha propuesto que
promueve la aparicién de cepas altamente resistentes a esta familia de antibioticos,
al facilitar la generaciéon de mutaciones en los genes de la ADN girasa y la

topoisomerasa IV (Munita & Arias, 2016).

Por otro lado, se llevo a cabo la determinacion de la participacion de las bombas
de expulsién de la familia RND, que especialmente se han asociado al fenotipo
MDR, al contribuir de forma significativa en la resistencia antibidtica de P.
aeruginosa por su capacidad de expulsar una variedad de agentes antimicrobianos
(Poole, 2011; Santajit & Indrawattana, 2016).

Para determinar la participacion de las bombas de expulsion como mecanismo
de resistencia, de las 44 cepas MDR, se seleccionaron aquellas con resistencia a
gentamicina (n=16), amikacina (n=15) y ciprofloxacina (n=36) con la finalidad de
comparar su CMI en presencia y en ausencia del inhibidor de bombas de expulsion
PABN. Se observo la participacion de las bombas ya que hubo una disminucién en

la CMI de dos o mas veces en presencia del inhibidor (Kumita et al., 2009).

De 16 cepas resistentes a gentamicina, en 5 (31%) se identifico la influencia del
inhibidor, ya que se observé que en las cepas PsE112 y PsE126, PsE137 y PSE139,
la CMI disminuyo dos veces de 512 a 256 pg/mL y de >512 a 512 pg/mL
respectivamente; mientras que en la cepa PsE125 la CMI disminuy6 cuatro veces
de 8 a 2 pg/mL. Por lo cual se infiere que las bombas de expulsién podrian estar

participando en la resistencia a gentamicina en estas cepas; particularmente la
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bomba MexXY, por ser la Unica responsable en P. aeruginosa de expulsar

aminoglucésidos (Garneau-Tsodikova & Labby, 2015).

Igualmente, de las 15 cepas con resistencia a amikacina solo en 5 (33%) se
identifico la influencia del inhibidor, ya que disminuyo la CMI 2 veces en las cepas
PsE112, PSE118, PsE126 y PsE137 de 512 a 256 ug/mL y en la cepa PSE139 >512
a 512 pyg/mL. No obstante, aun cuando se observé la participacion de las bombas
para ambos aminoglucosidos, las cepas en estudio seguian presentando
resistencia, de acuerdo con los valores establecidos por el CLSI para la CMI de
estos antibidticos. Motivo por el cual se piensa que otros mecanismos de resistencia
podrian estar involucrados. Uno de los mecanismos que se relacionan con este
fenotipo, es la produccion de la enzima AAC(6’)-Ib en las cepas resistentes a
amikacina (Anexo 5). Coincidiendo con reportes donde se indica que la bomba de
expulsion MexXY junto con la combinacion de EMA, pueden contribuir de manera
significativa al desarrollo de resistencia a aminoglucdésidos (CMI: 100-1000 pg/mL).
En tanto que para las 5 cepas con resistencia a gentamicina podria estar
involucrada la produccion de alguna otra EMA u otro mecanismo en conjunto (Morita
et al., 2012b).

Es necesario recordar que no hay una Unica EMA responsable de la resistencia
a aminoglucésidos (Anexo 2) y que, a parte de las bombas de expulsion, pueden
estar implicados algunos mecanismos de resistencia como la modificacion del sitio
blanco por metilacion (metilasas ARNr 16S) (Serio et al., 2018). Como se observé
en un estudio realizado por Gurung y colaboradores en un hospital de Corea del
Sur, en el cual a partir de 14 aislados de P. aeruginosa que presentaron altos niveles
de resistencia a todos los aminoglucésidos probados (amikacina, gentamicina,
isepamicina, kanamicina, netilmicina, espectinomicina y tobramicina: CMI =256
pg/mL), detectaron el gen de metilasa armA, aparte de que observaron que portaban
genes de EMA (ant(2”)-la, aac(6’)-Ib, aph(3’)-Vla y aac(3)-1a) (Gurung et al., 2010).
Por otra parte, en Brasil en un estudio con la finalidad de identificar la coproduccion
de metalo B-lactamasas y metilasas ARNr 16S; en 51 aislados clinicos de P.

aeruginosa, observaron que el 75% presentaron el gen de metilasa rmtD, lo cual se
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asocio a valores de CMI a amikacina, gentamicina y arbekacina >256 ug/mL (Doi
et al., 2007). A su vez en India, se realizé un estudio en el que se recolectaron 92
cepas resistentes a aminoglucésidos (amikacina, gentamicina, tobramicina y
netilmicina) de diferentes hospitales, donde el 57.6% portaron los genes: aac(6’)-l,
aac(3)-1l/1V, ant(2”)-1 y aph(3’)-V], mientras que el 20.6% (n=19) portaron genes de
metilasas: rmtB, rtmC, rmtF y armA observandose en el 58% (11/19) y 68% (13/19)
CMI >256 ug/mL para amikacina y gentamicina respectivamente (Mohanam &
Menon, 2017). Es asi, que en las cepas que presentaron participacion de las
bombas de expulsién, podrian estar implicadas las modificaciones en el sitio blanco
por metilacion, como responsables de los valores de CMI observados después del

uso del inhibidor.

Igualmente, un resultado interesante a sefialar en nuestro estudio, es que en
cuatro cepas resistentes a gentamicina: Pse105, PseE107, PSE108 y PSE133 vy
cuatro cepas resistentes a amikacina: PsE103, PSE105, PsE108 y PsE140 su CMI
aumentd de 2 a 4 veces en presencia del inhibidor PABN, hecho contrario a lo
comunmente se esperaria. Sin embargo, hay trabajos que presentan resultados
similares. Ejemplo de ello es el estudio realizado por Amabile-Cuevas, donde a partir
de cuatro aislados clinicos de P. aeruginosa hiper-resistentes a amikacina (CMi
10,000 pg/mL a 20,000 ug/mL), observé un aumento de 2 o mas veces en su CMI
para los aminoglucésidos amikacina y gentamicina cuando se realizé la CMI con el
inhibidor de bombas de expulsiéon PABN. Concluyendo que ante el efecto
contradictorio del inhibidor sobre la bomba de expulsibn MexXY (en caso de ser la
sobreexpresion de dicha bomba la responsable de la hiper resistencia observada)
otro mecanismo completamente diferente estaria participando (Amabile-Cuevas,
2017). Tal podria ser el caso de las porinas, ya que en otro estudio donde se trabaj6
con diferentes aislados clinicos de Enterobacterias, se observé que al medir los
valores de CMI para el antibidtico ertapenem en presencia del inhibidor PABN, las
cepas con un aumento de 2 a 4 veces en su CMI, presentaban una expresion
alterada de las mismas, sugiriendo que dicho factor seria el responsable del efecto
observado (Saw et al., 2016).
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Aun asi, no hay que descartar que las bombas de expulsion puedan tener alguna
relacion, debido a la compleja regulacidbn que poseen. Una caracteristica que
presenta la bomba MexXY, es que no tiene una proteina de membrana propia,
actuando de manera conjunta con la proteina OprM y posiblemente con otras
proteinas de membrana como: OprA, OpmG, OpmH y Opml (Jo et al., 2003; Morita
et al.,, 2012a). Ademas, se ha identificado que mutaciones en su represor MexZ,
confieren una sobreexpresion de la bomba de expulsion. Asi como mutaciones en
el gen parR, el cual forma parte de un operén que codifica para un sistema de doble
componente, ParRS y que promueve una regulacion al alza de mexXY, activando
el sistema de salida MexXY (Morita et al., 2012b; Poole, 2011). De igual modo se
ha descrito que la induccién de la bomba MexXY, depende de la interaccion de los
ribosomas bacterianos con inhibidores de la sintesis de proteinas como los
aminoglucosidos, resultando en el aumento de la expresion del gen mexXY (Lister
et al., 2009). Por tanto, al estar involucradas diversas vias en la actividad de la
bomba de expulsion, alguna podria explicar el porqué del incremento de la CMI ante
el inhibidor PABN.

También en la determinacion de la participacién de las bombas de expulsién en
la resistencia a ciprofloxacina, de 36 cepas solo en cuatro cepas (11%) se observo
una disminucién en su CMI de 2 veces en presencia del inhibidor; PSE126 y PSE177
de 256 pyg/mL a 128 ug/mL, PsE 223 de 128 pg/mL a 64 uyg/mL y PsE158 de 32
Mg/mL a 16 pg/mL; sugiriendo la participacion de las bombas MexAB-OprM, MexXY -
OprM, MexCD-OprJ y/o MexEF-OprN, ya que las cuatro estan involucradas en la
expulsion de fluoroquinolonas (Lopez-Causapé et al., 2018). Pero aun con ello, los
valores de CMI obtenidos hacen pensar que otro mecanismo de resistencia podria
estar participando. Como por ejemplo mutaciones en genes que codifican para la
DNA girasa (gyrA/gyrB) y topoisomerasa IV (parC/parE), que son los principales
contribuyentes a la resistencia de ciprofloxacina en P. aeruginosa. Confiriendo la
combinacion de mutaciones gyrA/parC una mayor resistencia (Rehman et al.,
2019).
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Como ejemplo de ello, un estudio llevado a cabo en ltalia por Pasca y
colaboradores, donde a partir de 45 aislados clinicos de P. aeruginosa resistentes
a ciprofloxacina, identificaron que el 57.7% presentdé mutaciones en gyrA (T83l) y
parC (S87L/W; E91K), seguido de un 26.6% que presentd mutaciones en gyrA
(T83I), gyrB (E468D) y parC (S87W) asociandose a CMI de 16 ug/mL a >128 ug/mL.
Ademas, observaron que el 62.2% presentd la participacion de bombas de
expulsion, ya que disminuy6 su CMI de 2 a 8 veces en presencia del inhibidor MC-
207,110 (PABN). Igualmente, la expresion de los genes: mexA, mexC, mexE y mexX
se corrobor6 en 7 cepas mediante RT-PCR (Pasca et al., 2012).

En otro estudio investigaron las mutaciones en los genes gyrA, gyrB, parC y parE
en aislados clinicos de P. aeruginosa resistentes a ciprofloxacina, donde se observé
que de 103 aislados recuperados de diferentes hospitales de Corea del Sur,
predomind la mutacion en gyrA (T83l) en el 45.6% y la combinacion de mutaciones
gyrA (T83l)/parC (S87L o E91K) en el 30.09%, con valores de CMI a ciprofloxacina
de 2 pg/mL a 64 pg/mL y 8 pyg/mL a 256 pg/mL respectivamente. También se
observé mediante estudios adicionales, que aquellas cepas con mayor nivel de
resistencia, presentaban mutaciones en el gen mexR, que es responsable de la

sobreexpresion de la bomba MexAB-OprM (Lee et al., 2005).

Mientras que en un trabajo realizado en Irdn por Takrami en el que se buscaron
mutaciones en gyrA y parC, y en los reguladores de la bomba de expulsion MexAB-
OprM relacionados a su sobreexpresion (mexR y nalC), se observé que 14 cepas
resistentes a ciprofloxacina presentaban mutaciones en gyrA, 3 en parC, 3 en mexR
y once en nalC; encontrando que aquellas cepas con mutaciones en gyrA, parC,
meXR y/o nalC presentaban los valores mas altos en su CMI (CMI 256 ug/mL y 1024
pg/mL) (Takrami et al., 2017).

Por consiguiente, la combinacion de las bombas de expulsibn con mutaciones
del sitio blanco, podrian estar involucradas en las cuatro cepas que presentaron una
participacion de las bombas, pero que mantuvieron una resistencia a ciprofloxacina
aun en la presencia del inhibidor. Razon por la que es importante la busqueda de

mutaciones en gyrA y parC, en nuestras cepas, debido a los valores de resistencia
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a los que se encuentran asociados. A su vez, un factor relevante a considerar es
que las cuatro cepas portaron el gen aac(6’)-lb, del cual se tiene una variante que
confiere resistencia a ciprofloxacina (aac(6’)-1b-cr), por tanto dicha variante podria
estar implicada en la resistencia a este antibiotico, pero seria necesario la

secuenciacion del gen para comprobarlo (Cattoir & Nordmann, 2009) (Anexo 5).

Es importante mencionar que también hubo cepas del mismo paciente con
diferentes caracteristicas. Las cepas PsE112, PsE115 y PsE118, se aislaron del
mismo paciente, y presentaron el mismo perfil fenotipico y genotipico de resistencia,
pero variaron en los valores de CMI de GM y AN en presencia y ausencia del
inhibidor (Tabla 11). Esto podria deberse a un desarrollo de resistencia, al haber
una diferencia de tiempo entre el primer aislado recuperado y los aislados

subsecuentes.

En los aislados PsE130, PsE139 y PsE140, aunque son del mismo paciente, sus
perfiles fenotipicos fueron diferentes, asi como sus valores de CMI con y sin
inhibidor. Infiiendo que se podria tratar de cepas distintas, al ser aisladas con
meses de diferencia una de otra. Mientras que para las cepas PsE151 y PSE152,
provenientes del mismo paciente y del servicio de MI, se diferenciaron Gnicamente
por el sitio de infeccion de la toma de muestra. Mismo caso se presentd con las
cepas PsE156 y PsE157 aisladas de un mismo paciente en la UCI. Lo que hace
inferir que la misma cepa podria estar circulando en la unidad de la que fueron
recuperadas, ya que no hay mucha diferencia entre el tiempo que fueron aisladas.
(Tabla 11). Sin embargo, para identificar el porqué de las variaciones presentadas,
es necesario llevar a cabo mas estudios como electroforesis de campos pulsados
(PFGE) y secuenciacion (Estepa et al., 2017; Fernandez et al., 2013; Jaillard et al.,
2017).
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Conclusioén

Con este estudio se mostré la presencia de cepas circulantes de P. aeruginosa
MDR en un hospital Poblano causantes de infecciones, presentandose valores de
resistencia a carbapenémicos que requieren de vigilancia al ser antibidticos de
ltima eleccion en el tratamiento contra Pseudomonas Particularmente se observé
que la resistencia a aminoglucosidos esta dada parcialmente por mecanismos de
resistencia adquiridos como son la AAC(6’)-lb y la expresion de bombas de
expulsion. Para quinolonas se observé que las bombas de expulsion participan en
la resistencia a estos antibioticos en algunas cepas. La participacion de bombas de
expulsion es un mecanismo que hay que tomar en cuenta en estas cepas debido a
gue también pueden estar involucrados en la expulsion de otros antibidticos. No se

descarta la posibilidad de que estén participando otros mecanismos de resistencia.
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Perspectivas

Determinar la participacion de las bombas de expulsion en la resistencia a

GM, AN y CIP en las cepas faltantes.

Estudiar los mecanismos de resistencia a 3-lactamicos

Investigar la participacion de otras enzimas modificadoras de
aminoglucésidos (aac(3)-1 y Il, aac(6’)-1l, ant(2”)-1, ant(4’), aph(3)-1) y
metilasas ARNr 16S (armA, rmtB, rmtD).

Secuenciar cepas que presentan el gen aac(6’)-1b para identificar la variante

de resistencia a quinolonas.

Amplificar genes reguladores de las bombas de expulsion (mexR, mexT,

mexZ, nfxB) e identificar mutaciones.

Amplificar y secuenciar los genes gyrA y parC para identificar mutaciones.

Realizar PFGE de las cepas estudiadas.
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Anexos

Anexo 1. Lista OMS de patégenos prioritarios para la I+D de nuevos antibidticos

Prioridad 1: CRITICA

Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, resistente a
cefalosporinas de 32 generacion

Prioridad 2: ELEVADA

Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
Campylobacter, resistente a las fluoroquinolonas
Salmonella spp., resistentes a las fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas de 32 generacion, resistente a
las fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA

Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

(Modificada de World Health Organization, 2017)
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Anexo 2. Tabla de EMA reportadas en P. aeruginosa

Tipo de enzima Familia

Subfamilia

Sustrato

Acetiltransferasas
(AAC)

AAC(3)

Gentamicina

Gentamicina
Tobramicina

Gentamicina
Tobramicina

Gentamicina

Gentamicina
Tobramicina

AAC(6)

Amikacina
Tobramicina

Gentamicina
Tobramicina

Nucleotidiltransferasas ANT(2")

Gentamicina
Tobramicina

ANT(3")

Estreptomicina

ANT(4)

Ila

Amikacina
Tobramicina

IIb

Amikacina
Tobramicina

*Fosforiltransferasas APH(3)

Kanamicina
Neomicina

Kanamicina
Neomicina

lb

Kanamicina

Vi

Amikacina
Isepamicina

APH(2")

Gentamicina
Tobramicina

*Tienen poca importancia en la clinica al ser enzimas que confieren resistencia a aminoglucésidos
que no se utilizan habitualmente en el tratamiento contra P. aeruginosa. (Meletis & Bagkeri, 2013;

Poole, 2005; Strateva & Yordanov, 2009)
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Anexo 3. Esquema de distribucion de los sensidiscos en la placa
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Anexo 4. Cepas resistentes a aminoglucésidos y quinolonas

Fenotipo de resistencia

MIEETD Servicio Muestra N s x
de cepa %gﬁqz&,%EmEzz&o
FlF|O|lo|<|&|s|O0]| 2| <|]0O0]| =
PsE103 Pediatria Expectoracién
PsE105 Mi Herida
PsE107 UCl Urocultivo
PsE108 MI Expectoracion
PsE112 Ml Urocultivo
PsE114 Mi Urocultivo
PsE115 Mi Urocultivo
PsE118 MI Urocultivo
PsE119 UcCl Urocultivo
PsE121 Urologia Urocultivo
PsE125 UClI Hemocultivo/CVC
PsE126 UCl Lavado bronquioalveolar
PsE128 UClI Lavado bronquioalveolar
PsE130 Urologia Urocultivo
PsE133 UCl Cultivo secrecién herida
PsE137 Cirugia Expectoracién
PsE139 Urologia Urocultivo
PsE140 UCl Lavado bronquioalveolar
PsE142 Ml Cultivo herida quirdrgica
PsE144 Urologia Urocultivo
PsE150 Cirugia Herida
PsE151 MI Urocultivo
PsE152 Mi Cultivo catéter venoso central
PsE156 uUcCl Cultivo de secrecién
PsE157 ucCl Cultivo lavado bronquial
PsE158 UCl Cultivo lavado bronquial
PsE165 MI Hemocultivo
PsE175 Ginecologia Urocultivo
PsSE177 Ml Hemocultivo
PsE184 MI Cultivo lavado bronquial
PsE193 Urologia Urocultivo
PsE197 Urologia Urocultivo
PsE201 Cardiologia H Urocultivo
PsE211 Cirugia H Urocultivo
PsE223 MF Urocultivo
PsE224 MI Urocultivo
PsE228 MI Urocultivo
PsE231 Ml Exudado faringeo
PsE238 Ml Urocultivo
PsE239 MI Urocultivo
PsE241 Urologia Urocultivo
PsE243 Urologia Urocultivo
PsE244 Urologia Urocultivo
PsE245 Cirugia Cultivo de secrecion

PIP: piperacilina, TIM: ticarcilina-ac. clavulanico, TZP: piperacilina-tazobactam, CAZ: ceftazidima,
FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IPM: imipenem, MEM: meropenem, GM: gentamicina, NN:
tobramicina, AN: amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR: norfloxacina. Azul: antibidtico al que
presentaron resistencia.
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Anexo 5. Caracteristicas de las cepas que presentaron participacién de las bombas de expulsién

Ndmero Servici Fenotipo de resistencia Genotipo hl sl
ervicio Muestra
de cepa Aminoglucésidos | Quinolonas i o Gl
(+PABN) | (+PABN) | (+PABN)
PsSE103 Pediatria Expectoracion PIP TIM CAZ GM NN AN - - 256 128 -
(256) 1(256)
PsSE105 MI Herida PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - 128 128 32
GM NN AN CIP NOR 1(256) 1(256) (32)
PsE107 UCl Urocultivo PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - 128 128 32
GM NN AN CIP NOR 1(256) (128) (32)
PsE108 MI Expectoracion PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM - - 32 128 128
GM NN AN CIP NOR 1(64) 1(256) (128)
PsE112 MI Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM aac(6’)-1b - 512 512 >512
NN AN CIP NOR 1(256) 1(256) (>512)
PsE118 MI Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM IPM MEM GM aac(6’)-1b - 512 512 >512
NN AN CIP NOR (512) 1(256) (>512)
PsE125 ucCl Hemocultivo/CVC PIP TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GM - - 8 - 2
CIP 1(2) (2)
PsSE126 uUCl Lavado bronguioalveolar PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - >512 512 256
GM NN AN CIP NOR 1(512) 1(256) 1(128)
PsSE133 ucCl Cultivo secrecioén herida PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - 128 128 32
GM NN AN CIP NOR 1(512) (128) (32)
PsSE137 Cirugia Expectoracion TIM CAZ FEP IPM GM NN AN CIP NOR aac(6’)-1b - >512 512 256
1(512) 1(256) (256)
PsE139 Urologia Urocultivo PIP TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN aac(6’)-1b - >512 >512 256
CIP NOR 1(512) 1(512) (256)
PsSE140 ucCl Lavado bronquioalveolar PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - 128 64 32
GM NN AN CIP NOR (128) 1(128) (32)
PsSE158 ucCl Cultivo lavado bronquial PIP TIM TZP CAZ FEP ATM IPM MEM aac(6’)-1b - ND ND 32
GM NN AN CIP NOR 1(16)
PsSE177 Ml Hemocultivo TIM CAZ FEP IPM MEM GM NN AN CIP aac(6’)-1b - ND ND 256
NOR 1(128)
PsE223 MF Urocultivo PIP TIM CAZ FEP ATM GM NN AN CIP aac(6’)-1b - ND ND 128
NOR 1(64)

MI: medicina interna, UCI: unidad de cuidados intensivos, MF: medicina familiar, PIP: piperacilina, TIM: ticarcilina-ac. clavulanico, TZP: piperacilina-
tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, ATM: aztreonam, IPM: imipenem, MEM: meropenem, GM: gentamicina, NN: tobramicina, AN:
amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR: norfloxacina. CMI: concentracién minima inhibitoria, Rojo: disminucién de la CMI, Azul: aumento de la CMI.
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