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GLOSARIO

Aerobio.- Organismo que crece en presencia de oxigeno molecular.

Agar.- Polisacarido extraido de ciertas algas marinas, utilizado como medio de
soporte para técnicas de inmunodifusion y electroforesis, asi como medio de
crecimiento para distintos microorganismos.

Amplicén.- Producto de una reaccién de amplificacion de ADN.

Anaerobio.- Organismo que no requiere 0; libre para su crecimiento y multiplicaciéon
y que es inhibido por las concentraciones atmosféricas de 0.

Antibiético.- Sustancia quimica producida a partir de un microorganismo (bacterias,
hongos, actinomicetos)

Antimicrobiano.- Sustancia quimica que impide el desarrollo o favorece la muerte de
un microorganismo, de origen natural o sintético.

Bactericida.- Propiedad por la cual un biocida (agente fisico o quimico) es capaz de
producir la muerte de una bacteria, con o sin lisis de éstas. Actda en la fase de
crecimiento logaritmico bacteriano.

Bacteriostatico.- Propiedad por la cual un biocida es capaz de inhibir Ia
multiplicacién bacteriana. Actiia en la fase estacionaria de crecimiento bacteriano.

Cepa.- Conjunto de células de una sola especie, descendientes de una unica célula y
que presenta un fenotipo caracteristico.

Patégeno.- Elemento capaz de producir algin tipo de enfermedad o dafio en el cuerpo
de un organismo vivo.

Tincion de Gram.- Técnica de tincion diferencial que divide a las bacterias en dos
grupos, gram positivos o gram negativos, de acuerdo al tipo de pared bacteriana que
posean.
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1. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un tema que ha cobrado gran importancia en la
actualidad, debido a que existen cada vez mas reportes de bacterias con una
elevada resistencia a distintos antimicrobianos, lo que a su vez se ha visto reflejado
en tratamientos mas limitados y la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.
Este problema tiene su mayor impacto dentro del ambiente hospitalario, ya que las
Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud (IAAS) provocan diariamente que
las estancias hospitalarias se alarguen, que se presente resistencia a los
antimicrobianos por parte de distintos microorganismos y que los costos se eleven
para los sistemas de salud en todo el mundo. Entre las bacterias de mayor
importancia clinica se encuentran Acinetobacter baumannii y Pseudomonas
aeruginosa, las cuales pertenecen al denominado grupo “ESKAPE", conocidas por
ser patogenos intrahospitalarios multirresistentes y de dificil erradicacion.

En el caso particular de Acinetobacter baumannii, es una bacteria que ha tenido
gran presencia dentro de los hospitales en los ultimos afios, esto, por el incremento
en el nimero de cepas con perfiles de multirresistencia, asi como por el hecho de
que es una bacteria capaz de mantenerse viva en objetos inanimados por mucho
tiempo, de facil diseminacion y que por lo tanto cause infecciones, especialmente
en pacientes inmunocomprometidos. También esta el hecho de que dentro de este
ambiente hospitalario existen otros microorganismos que, al convivir, llevan a cabo
transferencias de genes asociados a la resistencia a diversos antimicrobianos, lo
que conlleva al aumento de cepas multirresistentes e inclusive panresistentes.

Por todo lo anterior es de suma importancia conocer los mecanismos de
patogenicidad, virulencia y resistencia antimicrobiana presentes en Acinetobacter
baumannii, por lo cual en el presente trabajo se evalud, en primer lugar, el perfil de
sensibilidad a distintos antimicrobianos en una cepa clinica de Pseudomonas
aeruginosa y en una cepa de referencia de Acinetobacter baumannii, para después
inducir una resistencia a sulfonamidas transmitida por transferencia horizontal de
genes, lo cual se corrobor6 mediante la obtencidon de amplificados del integron
clase 1, el cual esta asociado a los genes responsables de otorgar resistencia a
sulfonamidas.
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2. MARCO TEORICO

2.1.Infecciones asociadas a la atencion de la salud

Las Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud (IAAS) son descritas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como, “Infecciones contraidas por un
paciente durante su tratamiento en un hospital o centro sanitario y que dicho
paciente no tenia ni estaba incubando en el momento de su ingreso”. Estas
infecciones provocan diariamente la prolongacion de las estancias hospitalarias,
una mayor resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos, costos
elevados para los sistemas de salud y los pacientes, entre otras consecuencias
(OMS, 2018).

En el 2017 la OMS publicé una lista denominada “Patdgenos prioritarios resistentes
a los antibioticos”, en esta lista se incluian a las 12 familias de bacterias que mas
afectan la salud del ser humano. Entre las bacterias incluidas, estan las
pertenecientes al denominado grupo "ESKAPE", denominacion que dio Rice y col.
en el 2008 para referirse a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter
spp., como los patdogenos que con mas frecuencia causaban infecciones y
"escapaban” a los efectos de los antimicrobianos en los hospitales alrededor del
mundo.

Entre estos patogenos, tanto Acinetobacter baumannii como Pseudomonas
aeruginosa se encuentran clasificados en la actualidad como miembros del grupo
de prioridad critica intrahospitalaria ya que se caracterizan por ser multirresistentes
y estar presentes en el ambiente hospitalario.

En el caso particular de Acinetobacter baumannii, su presencia en el ambiente
hospitalario ha aumentado rapidamente, y el convivir con otras bacterias de
metabolismo no exigente le ha permitido establecerse de manera silenciosa en el
ambiente y es capaz de producir infecciones en pacientes inmunocomprometidos.

2.2.Resistencia a los antimicrobianos

En las primeras décadas del siglo XX se dio un periodo en el cual, tanto antibioticos
como quimioterapéuticos tuvieron un gran impacto en la salud publica a nivel
mundial, gracias a los descubrimientos e investigaciones realizados por multiples
cientificos para conocer sus efectos y mecanismos de accién. El efecto de lo
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anterior, fue que diversas infecciones de origen bacteriano fueran tratadas y por lo
tanto millones de vidas fueran salvadas, sin embargo, su uso indiscriminado junto
con los mecanismos de transferencia propios de las bacterias, conllevd a lo que
conocemos como resistencia bacteriana.

La resistencia bacteriana la podemos definir como la capacidad que tiene la
bacteria de sobrevivir en presencia de un antimicrobiano, representando una
ventaja para expandir su nicho ecoldgico y posibilitar su proliferacion, ya sea en
hospitales o en el medio ambiente (Garza Ramos, Silva Sanchez y Martinez Romero,
2009).

Existen dos tipos de resistencia bacteriana: la primera es la resistencia intrinseca, la
cual es propia de cada familia, género o especie bacteriana, mientras que la
segunda, es la resistencia adquirida, la cual es variable y es obtenida por una cepa
de una especie bacteriana como mecanismo de adaptacion (Vignoli y Seija, 2008).
Una vez que el microorganismo adquiere un grado de resistencia a los antibioticos,
entonces éste puede transferir el gen o genes de resistencia a otros
microorganismos por medio de elementos genéticos de transferencia.

2.2.1. Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcion de su variabilidad
genética, ya sea mediante mutacion o mediante transferencia de material genético
entre células bacterianas de diferentes especies o relacionadas (Vignoli y Seija,
2008). Estos mecanismos de resistencia se pueden agrupar principalmente en tres
grupos:

a) Modificacidn o inactivacion del antibidtico

Es el mecanismo mas comun de resistencia adquirida, en el cual se expresan
enzimas capaces de crear cambios en la estructura quimica del antibidtico
haciendo que éste pierda su funcionalidad. Estos cambios se deben, ya sea a la
hidrélisis, como sucede con las betalactamasas y los betalactamicos, o mediante
modificaciones no hidroliticas tales como las acetilaciones, adenilaciones o
fosforilaciones como en los aminoglucosidos.
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b) Cambios en la permeabilidad de la membrana externa

En estos casos el antibiotico no puede penetrar la superficie bacteriana y alcanzar
el nucleo, ya sea generando cambios de la bicapa lipidica, principalmente en las
porinas, lo que altera la permeabilidad de la membrana; aumentando la salida de
los antibidticos (bombas de eflujo) o alterando la entrada de antibidticos, mediante
un cambio en su conformacién, lo que no permite el paso de los antibidticos al
espacio periplasmico.

¢) Modificaciones en el sitio de accién

En éstas, se producen modificaciones en la estructura o paso metabdlico sobre los
gue ejercen su accion un antimicrobiano, bien por incremento de la concentracion
de una sustancia competitiva o por modificacion de las diferentes estructuras
bacterianas. Estas modificaciones son mayoritariamente dadas por genes que
codifican el propio blanco del antibiético o que codifican para sustitutos de los
blancos originales.

2.2.2. Elementos genéticos de transferencia

La transferencia de genes de resistencia, de una bacteria a otra normalmente
ocurre por medio de una transferencia horizontal, es decir el evento en el cual un
microorganismo le dona a otro material genético por diversos mecanismos
(Schoroeder y Brooks, 2017). Este tipo de transferencia incluye a los elementos
genéticos moviles o de transferencia, como son los plasmidos, transposones e
integrones.

a) Plasmidos

Los plasmidos son elementos de DNA extracromosomales, de doble cadena,
circulares o lineales, que se replican independientemente del cromosoma
bacteriano. Estos, no contienen informaciéon esencial para la bacteria, pero si le
confieren ventajas en condiciones determinadas, por ejemplo, frente a la presencia
de antibioticos o codifican mecanismos de virulencia (Loera Valenzuela et al., 2016).

Algunos plasmidos tienen la capacidad de insertarse en el cromosoma bacteriano,
razén por lo cual pueden transferirse en forma vertical, de célula madre a célula
hija cuando ocurre reproduccion mediante fision binaria. Ademas, también pueden
movilizarse de una bacteria a otra por conjugacion.
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Figura 1. Representacién esquematica del cromosoma y plasmido bacteriano.
Obtenida de https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/283-numero-33/510-

plasmidos-bacterianos.html

b) Transposones

Son secuencias de DNA que pueden moverse de una ubicacion a otra en el
genoma, por lo cual se les ha denominado también con el nombre de “genes
saltarines”. Fueron identificados por primera vez hacia finales de la década de 1940
por Barbara McClintock (Watson, J. D., 2006) y hoy en dia se han identificado estos
elementos en todos los organismos, procariotas y eucariotas. La movilizacién de los
transposones se denomina transposicion o retrotransposicion, dependiendo de la
naturaleza del intermediario utilizado para la movilizacion (Mufioz Lopez y Garcia
Pérez, 2010).

Uno de los elementos transponibles mas sencillos, pequefios y que se relacionan a
la resistencia bacteriana, son las secuencias de insercién (IS), las cuales son
unidades autbnomas que sélo portan el gen que codifica para la transposasa, lo
cual permite su movilizacion, ya que es la responsable tanto de reconocer el sitio
blanco como los extremos del transposén y mediar su movilizacion. A veces la
transposicion es replicativa, en la cual una copia del elemento de insercién se
inserta en un nuevo sitio blanco y la otra se mantiene en el lugar original (Chalmers
y Blot, 1999).

¢) Integrones

Los integrones son una familia de elementos genéticos moéviles, capaces de
integrar y expresar genes sin promotor, de tal modo que se convierten en genes
funcionales. Los integrones se dividen en clases en funcién de la secuencia que
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tiene la integrasa que codifican, y aunque se han descrito al menos seis clases de
integrones, los de clase 1 son los mas estudiados puesto que son los que mas se
han identificado en aislamientos clinicos (Turton et al., 2005).

El integron clase 1, esta conformado estructuralmente por dos regiones constantes,
el extremo 5' (5'-CS) y el extremo 3’ (3'-CS), que se ubican en extremos opuestos; el
extremo 5' (5'-CS) esta conformado por el gen intl que codifica una proteina con
actividad de recombinasa especifica de sitio, la integrasa (intl), adyacente a ésta se
encuentra el sitio de recombinacién especifica (att/), uno de los sitios de
reconocimiento de la integrasa; entre intl y attl se encuentra una regién con dos
promotores divergentes (Pl y P2) que controlan respectivamente, la transcripcion
del gen de la integrasa y la de los genes estructurales, situados rio abajo en forma
de casetes, puesto que la mayoria de éstos no tiene promotor.

El lugar donde se encuentran ubicados los casetes es conocido como la region
variable del integron, estos genes constitutivos estan separados unos de otros por
secuencias attC. La enzima int/ permite la interaccion entre attl y el sitio attC de los
casetes genéticos, uniendo ambos sitios y facilitando la integracion o escision del
casete de resistencia en la zona variable del integron.

Finalmente, en el extremo 3’ (3'-CS), el cual es una region altamente conservada, se
encuentran dos genes, uno de ellos es el gacEA1, que codifica para la resistencia a
compuestos cuaternarios de amonio, el otro es el gen sull, el cual otorga
resistencia a sulfonamidas. Sin embargo, se ha observado que los integrones de
clase 1 no siempre contienen la regién 3’ completa (Gonzalez et al., 2004; Japoni
Nejad et al.,, 2013).

intl p p qacEAl sul [
594b I\
N
V,—”
segmento 57 conservado casete insertado ‘ segmento 3 conservado

Figura 2. Estructura general de los integrones clase 1. En la region 5 se localiza el gen de la integrasa (intl),
los promotores, indicados en flechas menores como Pl y P2, y la region de recombinacion attl. La siguiente
regién, regién variable, corresponde a la zona donde se integran los casetes. La regién 3’ esta conformada por
los genes gacEA1, de resistencia a compuestos cuaternarios de amonio, y el sull, que da resistencia a

sulfonamidas. Modificado de Garza-Ramos, Silva-Sanchez y Martinez-Romero, 2009.
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La integrasa, es también la encargada de incorporar genes que se encuentran en el
citoplasma bacteriano bajo la forma de genes en casete, éstos no son parte
necesaria de los integrones, pero forman parte de ellos una vez que han sido
integrados. Por lo que la adquisicién de casetes por parte del integron no se limita
a los que confieren resistencia, existiendo algunos que determinan virulencia,
nuevas funciones metabdlicas, etc., lo cual brinda a la bacteria hospedadora una
amplia versatilidad para adaptarse a nuevas condiciones de supervivencia (Di
Conza y Gutkind, 2010; Garza Ramos et al., 2009).

Los integrones identificados en las Ultimas décadas han sido asociados a una parte
de la resistencia bacteriana, junto con otros elementos moviles, debido
principalmente a la facilidad y rapidez con la que se dispersan a distintas bacterias,
esto, se ha observado en diversos estudios, donde los genes integrados son de
diversos microorganismos. Hui, L. y col, propusieron en el 2001 que la baja
diversidad y la estabilidad estructural en aislados clinicos resistentes a
antimicrobianos en las Ultimas décadas, apoyaria la hipotesis de que existen
episodios de selecciéon de un pequefio numero de unidades de captura génica
ocurrida en el medio hospitalario como consecuencia del uso de antimicrobianos.

2.2.3. Patrones de resistencia bacteriana

En el ambito hospitalario es muy comun reportar en algunos aislados clinicos a las
llamadas "bacterias multirresistentes”, sin embargo, no existia un parametro preciso
de qué bacterias debian ser consideradas como tales, hasta que Magiorakos y col.
se dieron a la tarea en el 2012 de realizar este trabajo, definiendo los distintos
patrones de resistencia a los antimicrobianos que se pueden presentar en las
bacterias.

De esta forma una bacteria multirresistente a los farmacos o MDR por sus siglas en
inglés (Multidrug-Resistant), es aquella que es resistente a por lo menos un
agente, en tres o mas categorias de antimicrobianos; una bacteria extremadamente
resistente a los farmacos o XDR por sus siglas en inglés (Extensively Drug-
Resistant), es aquella que es resistente a por lo menos un agente en todas las
categorias de antimicrobianos, pero aun es susceptible a los antimicrobianos de
dos categorias; finalmente una bacteria panrresistente o PDR por sus siglas en
inglés (Pandrug-Resistant), es aquella que es resistente a todas las clases de
antimicrobianos (Magiorakos et al. 2012). Es importante sefialar que las categorias
de antimicrobianos, asi como los antimicrobianos en si, varian segun la especie o
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género bacteriano del que se esté hablando; las cuales son establecidas por guias
de organismos internacionales.

2.3.Pseudomonas aeruginosa

El microorganismo Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ubicua Gram-negativa,
gue ademas esta considerada como un patégeno humano oportunista, al ser capaz
de causar una amplia gama de infecciones agudas y cronicas potencialmente
mortales, particularmente en pacientes inmunocomprometidos. Las cepas de
Pseudomonas aeruginosa poseen genomas grandes (~5-7 Mpb), su capacidad
metabdlica es extensa, ya que posee toda la maquinaria bioquimica para producir
multiples metabolitos y utilizar diversas fuentes de carbono y aceptores de
electrones para realizar su ciclo de vida. La presencia ubicua de Pseudomonas
aeruginosa, asi como la prevalencia, persistencia y resistencia a los tratamientos
farmacoldgicos en entornos clinicos, se atribuyen a su capacidad de supervivencia
mediante el uso de diversos mecanismos de respuesta, asi como del amplio
repertorio de genes que posee (Moradali, Ghods y Rehm, 2017).

Multigrug-resistant Pseudomona aeruginosa

Figura 3. Imagen generada por computadora de Pseudomonas
aeruginosa en microscopia electrénica de barrido. Fuente:
Public Health Image Library, Center for Disease Control, James

Archer, U.S. Centers for Disease Control and Prevention 2013.
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2.3.1. Mecanismos de resistencia

Los distintos mecanismos de resistencia que posee Pseudomonas aeruginosa
pueden ser clasificados en tres grupos (Figura 4):

a) Resistencia intrinseca: Este tipo de resistencia se deriva de la existencia de
genes dentro del genoma bacteriano que codifican las propiedades
inherentes de las estructuras celulares de la bacteria, asi como su
composicion, lo que proporciona proteccion contra moléculas téxicas y
antimicrobianos.

v Porinas: Pseudomonas aeruginosa limita la entrada de antibidticos al
reducir el nUmero de porinas no especificas y reemplazarlas con
canales especificos o mas selectivos para absorber los nutrientes
requeridos, lo que resulta en una menor permeabilidad a los
productos quimicos toxicos o a los antimicrobianos.

v' Bombas de eflujo: son complejos multiprotéicos que abarcan la
envoltura de las bacterias Gram-negativas, son responsables de
expulsar diversos materiales toxicos y una amplia gama de
antimicrobianos gracias a que son especificas a diversos sustratos.
Son cuatro las bombas de eflujo que Pseudomonas aeruginosa posee
MexAB-OprM, MexXY / OprM (OprA), MexCD-Opr) y MexEF-OprN
(Moradali, Ghods y Rehm, 2017; Ochoa et al., 2013).

b) Resistencia adquirida: Este tipo de resistencia se da mediante la mutacion de
los genes intrinsecos o por la adquisicion de material genético de manera
horizontal, como lo son los plasmidos. Lo anterior provoca modificaciones a
nivel estructural y genético provocando, por ejemplo, la sobreexpresion de
los genes de resistencia o adquisicion de resistencia a un amplio espectro de
antibioticos, lo que tiene una mayor prevalencia entre las cepas clinicas y
ambientales.

Los plasmidos son componentes importantes de la composicidon genética de
Pseudomonas. Algunos de ellos (plasmidos R) pueden impartir resistencia a
diversos agentes, tanto fisicos, quimicos o antimicrobianos y otros confieren
la capacidad de utilizar compuestos organicos simples que normalmente no
son capaces de degradar (Moradali, 2017; Palleroni, 2015).
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c) Resistencia adaptativa: es una forma de resistencia inestable y transitoria,
que se induce en presencia de antibiéticos especificos y otras tensiones
ambientales, es decir, se induce una alteracion en la produccién y expresion
de proteinas o genes cuyo blanco son los antimicrobianos. Este tipo de
resistencia es reversible una vez que desaparezca el estimulo externo y se ha
visto en [-lactamicos, aminoglucésidos, polimixinas y fluoroquinolonas

(Moradali, 2017).
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2.3.2. Importancia clinica

Al ser un patdégeno humano oportunista, Pseudomonas aeruginosa es capaz de
causar una amplia gama de infecciones, particularmente en pacientes con defensa
inmune comprometida y es uno de los principales patdgenos que se asocia a las
infecciones asociadas a la atencidn de la salud, entre las que se incluyen neumonia
asociada a ventilacion mecanica, infeccion del torrente sanguineo asociada a la
linea central, infeccion relacionada con el catéter urinario e infecciones quirargicas
y de trasplante, ya que tiene la capacidad de permanecer en superficies y objetos
inanimados. Existe también el hecho de que es una bacteria multirresistente lo que
afecta las opciones terapéuticas con las puede ser erradicada, y que se traduce en
mas dias de hospitalizacion de los pacientes y un incremento en los costos de
hospitalizacion (Lister, Wolter, y Hanson, 2009).

2.4.Género Acinetobacter

El nombre Acinetobacter proviene del griego “akinetos” que significa no movil y se
aislé por primera vez del suelo por el microbidlogo noruego Beijerinck en 1911,
desde entonces se ha clasificado dentro de distintos géneros hasta 1954, cuando
Brisou y Prévot propusieron el género Acinetobacter para separar los miembros no
moviles de los organismos méviles del género. En 1968 Baumann continud con la
caracterizacion de este género implementando diferentes medios selectivos y
pruebas bioquimicas (Baumann et al., 1968).

En la actualidad este género comprende un grupo de cocobacilos Gram negativos
(Figura 5), no fermentadores, aerobios estrictos, catalasa positiva y oxidasa, nitrato
e indol negativo (Howard et al.,, 2012).
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Hasta la fecha se aceptan 33 genoespecies que han sido definidas por hibridacion
DNA-DNA, de estas: A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis y A. calcoaceticus han
sido reunidas en un complejo denominado “Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus”, debido a que estan altamente relacionados genéticamente y no
pueden ser diferenciadas fenotipicamente (Vanegas Munera, Roncancio Villamil y
Jiménez Quiceno, 2014).

Crecen bien en la mayoria de los medios complejos, asi como en medios definidos
gue contienen una sola fuente de carbono y energia; el rango de temperatura al
que crecen es entre 20 y 37 °C, teniendo una temperatura Optima de crecimiento
de entre 33-35 °C. Las colonias generalmente no son pigmentadas y son mucoides
cuando las células estan encapsuladas (Juni, 2015).

2.4.1. Acinetobacter baumannii

El representante mas importante del género en el area de la salud es Acinetobacter
baumannii, debido a que es un patogeno intrahospitalario de dificil control,
erradicacion y tratamiento, y que ha alcanzado en poco tiempo una amplia
distribucion a nivel mundial (Peleg, Seifert y Paterson, 2008). En un principio estas
cepas eran sensibles a la mayoria de los antimicrobianos, pero rapidamente
empezaron a incorporar genes de resistencia y hoy en dia, encontramos cepas
multirresistentes, por lo que la OMS la considera como la especie mas peligrosa del
género Acinetobacter dado al rango de antibidticos al que ahora es resistente
(Figura 6).

Figura 6. Imagen generada por
computadora de Acinetobacter baumannii
basada en microscopia electrénica de
barrido. Public Health Image Library, Center
for Disease Control, James Archer, U.S. Centers

for Disease Control and Prevention 2013.
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2.4.2. Epidemiologia

La mayoria de las especies del género Acinetobacter son microorganismos que se
encuentran en el ambiente (agua, plantas, vegetales, suelo), sin embargo,
Acinetobacter baumannii no es un microorganismo ubicuo y no se observa con
frecuencia en la naturaleza, ni como colonizador en la comunidad. Por el contrario,
esta bacteria coloniza e infecta pacientes hospitalizados, siendo una bacteria que se
halla con frecuencia en unidades de cuidado intensivo y unidades de quemados
(Peleg et al., 2008).

Acinetobacter baumannii es uno de las bacterias mas frecuentes en brotes de
infecciéon intrahospitalaria, esto se debe principalmente a la capacidad de
adherencia y persistencia en equipos biomédicos, teclados, cortinas e incluso
teléfonos celulares de los trabajadores de salud, siendo usualmente resistente a
desinfectantes de nivel bajo o intermedio, asi mismo la capacidad que tiene para
desarrollar resistencia a los antibiéticos hace de esta genoespecie un agente causal
de diversas infecciones intrahospitalarias y elevadas tasas de mortalidad (Vanegas
Mdunera et al., 2014).

Las especies de Acinetobacter se consideran microorganismos poco virulentos,
salvo en pacientes criticamente enfermos o inmunocomprometidos, por lo que se
asocian mas a menudo con infecciones nosocomiales que comunitarias. Sin
embargo, en regiones tropicales existen reportes, de neumonia adquirida en la
comunidad ocasionada por Acinetobacter baumannii, que comunmente se
presentan en meses hiumedos y calidos.

Entre los factores de riesgo que predisponen a los pacientes a la colonizacion o
infeccion por cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes, se encuentran
los factores dependientes del hospedero como lo son la enfermedad grave,
infeccibn o sepsis previa, cirugia mayor reciente, traumatismo y quemaduras,
también estan los factores externos como la estancia hospitalaria prolongada, el
ingreso prolongado en Unidades de Cuidado Intensivo (UCI), el ingreso en un
servicio donde Acinetobacter baumannii sea endémico, la exposicidbn a equipo
médico contaminado, el uso de ventilacion mecanica, el uso de dispositivos
intravasculares, sondas vesicales o tubos de drenaje, asi como el uso previo de
antimicrobianos (Rodriguez, Bustillo, Caicedo, Cadena y Castellanos, 2016).
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2.4.3. Mecanismos de patogenicidad

Hasta la fecha, son pocos los mecanismos que se han descrito en Acinetobacter
baumannii, entre estos se encuentran los determinantes de virulencia responsables
de la patogenicidad como los lipopolisacaridos (LPS), ya que se ha visto que su
presencia se asocia a una respuesta inmune innata exagerada; los polisacaridos
capsulares (CPS) que evitan la actividad bactericida del complemento; la proteina
de membrana externa de Acinetobacter baumannii (AbOmpA), que media la
liberacion de la molécula pro-apoptética citocromo C y el factor inductor de la
apoptosis que causa dafno a las células de las vias respiratorias humanas, también
se cree desempefia un papel en la adherencia y la invasién de células epiteliales.
Las vesiculas de membrana externa (OMV) participan en la administracion de
factores de virulencia al interior de las células hospedadoras, lo que facilita la
transferencia horizontal de genes y protege a las células bacterianas de la
respuesta inmune del huésped. La fosfolipasa D (PLD) es la responsable de
segmentar a los fosfolipidos de las células hospedadoras, promoviendo la invasion
bacteriana. Acinetobacter también es capaz de formar biopeliculas, las cuales son
complejos multicelulares con estructura tridimensional, que estan formados con la
superficie de las células del hospedero y los dispositivos médicos permanentes,
como lo son los catéteres (Nowak, P. y Paluchowska, 2016; Rodriguez, 2016).

2.4.4. Mecanismos de resistencia

La capacidad de Acinetobacter baumannii de presentar resistencia a multiples
antimicrobianos se debe a diversos mecanismos, entre los que se encuentran la
adquisicion de genes de resistencia procedentes de otros organismos mediante
transferencia horizontal como en el caso de plasmidos e integrones, debido a
mutaciones en la poblacién o por seleccion de subpoblaciones con resistencia
preexistente qué, bajo presion antimicrobiana selectiva, emergen y se hacen
dominantes (Rodriguez y et al. 2016).

a) Enzimas inactivadoras de antimicrobianos: Posee una amplia variedad de B-
lactamasas que hidrolizan y confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas
y carbapenemicos. Las cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (CDASs)
confieren resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y algunas cepas de
Acinetobacter expresan ademas, metalo-B-lactamasas (MBLs) que hidrolizan
a un amplio espectro de agentes antimicrobianos, como los carbapenémicos
(Hernandez Torres y et al. 2010; Vanegas Munera, 2014).
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b) Limitacion del acceso a los sitios de accion: Los canales de porinas y otras
proteinas de la membrana externa se encargan entre otras cosas, del
transporte de agentes antimicrobianos en la célula o para poder acceder a
las dianas bacterianas. La resistencia a carbapenémicos se ha relacionado
con la pérdida de proteinas que forman parte de los canales de porinas de la
membrana externa, mientras que la resistencia a los B-lactamicos esta
relacionado no sélo a la presencia de enzimas, sino a alteraciones en la
membrana externa. Posee ademas bombas de eflujo capaces de expulsar de
forma activa un amplio espectro de agentes antimicrobianos que actuan
sobre la pared bacteriana (Hernandez Torres, 2010).

c) Mutaciones que alteran los sitios de accion o las funciones celulares; éstas
son mutaciones puntuales que alteran las dianas, provocando una
disminucion en la afinidad de los distintos antimicrobianos o
suprarregulando las funciones celulares, tales como la produccion de
bombas de eflujo u otras proteinas (Hernandez Torres, 2010).

2.5.Sulfonamidas

El término sulfonamida se utiliza como nombre genérico de los derivados de la p-
amino-benceno-sulfonamida  (sulfanilamida), éstos, fueron los primeros
compuestos eficaces que se utilizaron por via sistémica para el tratamiento de
infecciones bacterianas en el ser humano. En términos generales, las sulfonamidas
gjercen sbélo un efecto bacteriostatico y, los mecanismos de defensa celular y
humoral del hospedador son esenciales para erradicar finalmente la infeccion
(Brunton, 2012).

Su descubrimiento tuvo gran relevancia en el campo de la medicina y la salud
publica, al lograrse dar tratamiento y disminuir la morbilidad y mortalidad de
infecciones estreptocdcicas y meningococicas (Franklin 'y Snow, 2005). Sin
embargo, con el advenimiento de la penicilina y de los antibidticos, su uso
disminuyo, hasta que a mediados del decenio de 1970 se combiné con el
trimetoprim, una aminopiridina, ésta combinacion es utilizada hoy en dia como
profilaxis y en el tratamiento de infecciones microbianas, especialmente las
urinarias.
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Figura 7. Estructura quimica de las sulfanilamidas, sulfametoxazol y el acido p-

aminobenzoico. Brunton, L. et al. Consultado en: www.accessmedicina.com

2.5.1. Sulfametoxazol - Trimetoprim

La actividad antimicrobiana que posee el sulfametoxazol en conjunto con el
trimetoprim, se debe al sinergismo, resultado de la accién en dos fases de la via
enzimatica en la sintesis del acido tetrahidrofélico; ya que la sulfonamida inhibe la
incorporacion del acido p-aminobenzoico (PABA) en el acido félico y el trimetoprim
evita la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato.

Las sulfonamidas son analogos estructurales y antagonistas competitivos del PABA,
lo que los hace inhibidores competitivos de la enzima dihidropteroato sintasa
(DHPS), la cual incorpora PABA en el acido dihidropteroico, precursor inmediato del
acido folico. El trimetoprim actia en forma de un inhibidor competitivo potente y
selectivo de la enzima dihidrofolato reductasa, la cual reduce el dihidrofolato en
tetrahidrofolato (Brunton, 2012).

Por lo anterior, la administracién simultanea de una sulfonamida y de trimetoprim
induce bloqueos seriados en la via por la que los microorganismos sintetizan
tetrahidrofolato, a partir de moléculas precursoras, provocando un efecto sinérgico
que permite que el antimicrobiano actue con mayor eficacia a como lo haria por
separado.
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2.5.2. Resistencia bacteriana adquirida a las sulfonamidas

La resistencia a las sulfonamidas esta dada por una alteracién en la constitucion
enzimatica de la bacteria, que se caracteriza por:

» Menor afinidad hacia las sulfonamidas por parte de la
dihidropteroatosintasa

» Decremento de la permeabilidad bacteriana o flujo de salida activo
del farmaco

» Una via metabodlica alternativa para la sintesis de un metabolito
esencial

» Mayor produccion de un metabolito esencial o de un antagonista del

compuesto.
(Brunton, 2012)
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La resistencia a las sulfonamidas puede surgir debido a mutaciones cromosdémicas
del gen que codifica para la enzima DHPS o con mayor frecuencia, por la
adquisicion de genes que codifican DHPS alternativas (Adnan, M. et al., 2017), estos
ultimos son los genes sul, los cuales fueron identificados primeramente en cepas
pertenecientes a Escherichia coli y se han observado en bacterias Gram negativas,
principalmente enterobacterias. De estos genes, hasta la fecha, sélo se han
descubierto cuatro distintos tipos, los cuales difieren en la cantidad y tipos de
aminoacidos que integran a la proteina, asi como en los elementos genéticos
méviles donde se encuentran ubicados (Skold, O., 2000).

El gen sull, se ha observado como parte de la secuencia conservada en el extremo
3" en los integrones clase 1, mientras que el gen sul?2 generalmente se localiza en
pequeios plasmidos de resistencia no conjugativos, plasmidos de resistencia
transmisibles o en elementos de secuencia de insercion de region comun (ISCR2);
el gen sul3, se ha encontrado hasta el momento sélo en E. coli aislada de distintos
animales, como cerdos, ganado y aves de corral, relacionandose ocasionalmente
con el integron de clase | no clasico (sin la secuencia conservada 3'), transposones y
plasmidos; finalmente el gen sul4 fue descubierto en el 2017, en integrones
presentes en cepas de E. coli pero hasta el presente trabajo ain no se conoce el
rango de hospedadores que lo presenta o si existe otra forma de transmision
aparte de los integrones (Grape, Farra, Kronvall y Sundstrom, 2005; Razavi et al.,
2017; Shin, et al., 2015).

Las pruebas de susceptibilidad generalmente se realizan para la combinacion de
antimicrobiano conocida como sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) y los resultados
de las pruebas realizadas con cualquiera de los farmacos solos son insuficientes.
Sin embargo, a pesar del aumento en los niveles de resistencia a trimetoprim
durante las ultimas décadas, la resistencia a las sulfonamidas suele ser mas comun.
Ademas, la resistencia a SXT es algo menos frecuente que la resistencia a
sulfonamidas solas o trimetoprim solo (Huovinen, 2001).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la resistencia bacteriana se ha convertido en un grave problema a
nivel mundial, ya que a pesar de la amplia y diferente gama de antimicrobianos
que se han desarrollado en el ultimo siglo, también lo han hecho los diferentes
mecanismos con los que las bacterias los enfrentan.

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) también se han
convertido en un tema de gran importancia, ya que un factor a en cuenta son las
malas practicas de higiene en el ambiente hospitalario, que van desde el lavado de
manos por parte del personal hasta la limpieza de material y de objetos que estan
en contacto con diferentes pacientes; otro factor es la administracién inadecuada
de antimicrobianos a los pacientes, ya que uno de los principales efectos
secundarios es que las bacterias adquieren resistencia.

Tanto Acinetobacter baumannii como Pseudomonas aeruginosa son consideradas
unas de las principales bacterias causantes de las IAAS a nivel mundial, ademas de
que poseen un perfil de multirresistencia lo que dificulta su erradicacién no solo en
los pacientes sino en el medio hospitalario. Ambas bacterias pueden ser aisladas
principalmente de catéteres y respiradores, asi como de material inanimado en las
salas hospitalarias.

Por lo tanto, se puede suponer que, en algin momento de la estancia hospitalaria
del paciente, puede ocurrir un contacto entre bacterias de distinta familia, género o
especie y que por consiguiente se genere un intercambio de informacién genética
entre ellas, sin embargo, no se han descrito con exactitud los mecanismos que nos
indiquen si efectivamente la convivencia en este ambiente entre distintas bacterias
incrementa la resistencia.

Lo anterior da como resultado, entre otras cosas, la adquisicion de factores
asociados a la resistencia a antimicrobianos, con lo cual se ve afectado el éxito en
la terapéutica de los pacientes que se encuentran internados en los hospitales, lo
que conlleva también a altos niveles de mortalidad y genera un aumento en los
gastos de los servicios de salud, ya que significa mas dias de hospitalizacion,
medicamentos, antimicrobianos, personal, etc.

En el presente trabajo se estudia la interaccion in vitro entre Acinetobacter
baumannii y Pseudomonas aeruginosa, asi como la busqueda de factores asociados
a la resistencia antimicrobiana que puedan ser intercambiadas entre ellas.
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4. HIPOTESIS

Al cultivar Acinetobacter baumannii sensible a sulfonamidas, en presencia de
sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas aeruginosa resistente, ocurrira un
cambio en su perfil de resistencia debido a la transferencia horizontal de genes
asociados con la resistencia a sulfonamidas.

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general

e Evaluar el cambio en el perfil de sensibilidad a antimicrobianos en
Acinetobacter baumannii, asociado a factores de resistencia liberados por
Pseudomonas aeruginosa.

5.2.0bjetivos especificos

e Determinar los perfiles de sensibilidad a diferentes antimicrobianos de la
cepa de Acinetobacter baumannii A424 y de una cepa clinica multirresistente
de Pseudomonas aeruginosa.

e Estandarizar las condiciones optimas de cultivo para favorecer la induccion
de resistencia a sulfametoxazol en Acinetobacter baumanni.

e Evaluar el perfil de sensibilidad de la cepa de Acinetobacter baumannii y
confirmar su resistencia a sulfonamidas, después de cultivarla en presencia
de sobrenadantes de la cepa multirresistente de Pseudomonas aeruginosa.

e Determinar la presencia del integron de clase | en Pseudomonas aeruginosa
multirresistente mediante la técnica de PCR.

e Determinar la presencia del integron de clase | en Acinetobacter baumannii
A424 inducida a resistencia de sulfonamidas mediante la técnica de PCR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.Equipo

Microscopio optico (Zeiss)

Centrifuga (Hettich, Rotina 35 R)

Incubadora (Blue-M)

Balanza analitica (Ohaus AV313)
Espectrofotometro UV/Vis (Jenway 6320D)
Microcentrifuga (Hermle Z400K)
Termociclador (Techne TC-3000)

Camara de electroforesis horizontal (Bio-Rad)
Transiluminador (WiseUV WUV-L50)

6.2.Cepas

Acinetobacter baumannii A424

Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Pseudomonas aeruginosa. Cepa de origen clinico, aislada de punta de catéter por

la Bioquimica Diagndstica Beatriz Soto Rincon en el 2016, para su trabajo titulado

“Mortalidad asociada a Pseudomonas aeruginosa multirresistente aislada en puntas

de catéter de pacientes pediatricos”

Itzel Salas Hernandez
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6.3.Diagrama general del desarrollo experimental

"Cambio en el perfil de sensibilidad a antimicrobianos de
Acinetobacter baumannii, asociado a transferencia de genes
provenientes de Pseudomonas aeruginosa multirresistente"

NS

Cultivo de las cepas bacterianas:
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Acinetobacter baumannii A424

Pseudomonas aeruginosa

S

Perfil de sensibilidad a antimicrobianos mediante el método de difusion en agar
(Kirby Bauer)

S

Placa de induccion de resistencia a sulfonamidas

S

Perfil de sensibilidad a antimicrobianos a Acinetobacter baumannii A424 inducida a
resistencia

S

Extraccion de DNA bacteriano (Técnica de miniprep modificada)

S

Amplificacion de DNA mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

S

Andlisis de los productos amplificados por PCR, mediante electroforesis horizontal en
gel de agarosa
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6.3.1. Cultivos bacterianos

Para preparar las suspensiones y ajustarlas a los estandares de turbidez de
McFarland, las cepas se sembraron en placas de Agar Soya Tripticaseina (AST),
mediante la técnica de dilucién, a una temperatura de 37 °C durante 18 horas.

En lo que respecta a la obtencion de los sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas
aeruginosa, la cepa se sembrd en placas de Agar Luria Bertani, adicionado con
sulfametoxazol [23.75 pg/mL] e incub6 a una temperatura de 37 °C durante 24
horas. Se seleccionaron colonias aisladas y sembraron en 5 mL de Caldo Luria
Bertani, incubandose a una temperatura de 37 °C durante 24 horas.

Para llevar a cabo la extracciéon de DNA bacteriano, las cepas se sembraron en
placas de AST, mediante la técnica de dilucion, a una temperatura de 37 °C durante
24 horas. Se seleccionaron colonias aisladas y sembraron en 5 mL de Caldo Luria
Bertani, incubandose a una temperatura de 37 °C durante 48 horas

6.3.2. Prueba de difusion en agar (Kirby-Bauer)

La metodologia realizada se baso en la citada guia M02 del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se utilizaron cepas de 24 horas de crecimiento en
placa.

Se seleccionaron colonias y se suspendieron en 3 mL de solucion salina fisiologica
(SSF) estéril. Se estandarizo la turbidez de la solucidén, comparandola visualmente
contra el patron 0.5 del estandar de turbidez de McFarland, se sumergié un hisopo
de algodén estéril en esta solucion e inoculd toda la superficie de una placa de
Agar Muller-Hinton. Se colocaron unidiscos de antibidtico, con una distancia de 25
mm entre ellos y las paredes de la placa, e incubaron durante 18 horas a 37 °C. Al
término se midieron los halos de inhibicion de cada unidisco con una regla
graduada milimétricamente y se compararon con los parametros establecidos por
la CLSI para determinar su sensibilidad o resistencia.

6.3.3. Placa de induccion de resistencia a sulfonamidas

A partir del caldo Luria Bertani sembrado con Pseudomonas aeruginosa, se
centrifugd a 2000 RFC durante 10 minutos. El sobrenadante se filtré en un tubo
estéril, con una membrana de 0.2 uym de poro, a éste, se le realizdé una prueba de
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esterilidad, sembrando directamente en placas de Agar Soya Tripticaseina durante
24 horas a 37 °C.

En una placa de 6 pozos, se colocaron 2 mL de Agar Antibidtico 1, a cada uno de
los pozos, una vez solidificado se colocd 1 mL de Agar Blando tibio junto con 1T mL
de filtrado del cultivo de Pseudomonas aeruginosa. Después de solidificado, se
colocaron 10 pyL de una suspensién de Acinetobacter baumannii A424 en SSF,
igualada al estandar de McFarland 0.5 y se incubdé durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C.

De cada pozo, se tomé parte del crecimiento mostrado en la parte superior, y se
realizé una igualacién, en SSF, al estandar de McFarland 0.5 y se procedio a realizar
una prueba de difusién en agar, como se describe en el punto 5.3.2, los unidiscos
utilizados se enlistan en la tabla 1. Para las pruebas de difusion en disco se
utilizaron como controles las cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y
Acinetobacter baumannii A424 sin inducir.

Se realizaron 5 repeticiones de este procedimiento para validar los resultados
obtenidos. La identidad de las colonias presentes en la parte superior de cada pozo
se determind mediante pruebas bioquimicas primarias y secundarias para
confirmar que en cada caso correspondia a Acinetobacter baumannii (Figura 13).

6.3.4. Extraccion de DNA genémico

Se cultivaron las bacterias en 5 mL de caldo nutritivo durante 48 horas a 37 °C y al
finalizar este tiempo se centrifugaron 1.5 mL del medio de cultivo durante 2
minutos a 18,000 RFC y se eliminaron los sobrenadantes. Se resuspendieron los
botones en 200 yL de amortiguador TE y se adicionaron 30 pL de SDS al 10% y 10
UL de proteinasa K al 10%, se mezclaron por agitacion e incubaron durante 1 hora
a 37 °C. Posteriormente se adicionaron 100 pL de NaCl 5M, se mezclaron e
incubaron durante 10 minutos a 65 °C, al finalizar, se adicionaron 350 pL de
cloroformo, se mezclaron y microcentrifugaron durante 5 minutos. El sobrenadante
se transfiri6 a un nuevo tubo y se afiadid un volumen equivalente de fenol:
cloroformo, se mezclaron y microcentrifugaron durante 5 minutos a 18,000 RFC; se
transfiri® nuevamente el sobrenadante a un tubo nuevo y se adiciond 0.6 de
volumen de isopropanol, se mezcldé y colocé en hielo por 15 minutos, para
posteriormente microcentrifugarlo durante 2 minutos a 15,500 RFC. Se decantd y
lavo el precipitado con 1 mL de etanol al 70%, se microcentrifugd por 5 minutos a
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18,000 RFC, se descarto el sobrenadante y se colocé el tubo durante 15 minutos en
una estufa a 37 °C, para permitir la evaporacion del etanol. Se resuspendid el
precipitado en 60 pL de agua bidestilada estéril.

6.3.5. Condiciones de amplificacion de la PCR

Se utilizaron para cada reaccién, 25 uL de MyTaq™Mix (Bioline), 1 uL del cebador
forward y 1 uL del cebador reverse, ambos a una concentracion de 20 uM y 1 pL de
DNA bacteriano a una concentracion de 200 ng/uL, en un volumen final de 50 pL.
Los cebadores utilizados se sintetizaron en Integrated DNA Technologies (IDT) con
las especificaciones mostradas en el Cuadro 1. Se realizaron 35 ciclos en PCR de
punto final, estableciéndose en 95 °C/ 15 seg; 42.7 °C/ 15 seg y 72 °C/15 seg.

Cuadro 1. Caracteristicas del par de cebadores utilizados para amplificar el gen Intl 1
del Integron clase 1 segiin Koeleman y col (2001).

Tamano del
Cebadores Gen diana Secuencia (5°-3") producto
amplificado
Int1 Forward CAG TGG ACA TAA GCC
Intl 1 TGT TC 160 0B
n CCC GAG GCA TAG ACT P
Int1 Reverse 1A

6.3.6. Electroforesis horizontal

Se realizé un gel de agarosa al 2%. Las condiciones de corrimiento fueron de 90 v
durante 60 minutos. Para determinar los pares de bases del amplificado se utilizé
un marcador de peso molecular de 100-3000 pb, Bioline®.
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7. RESULTADOS

7.1.Perfil inicial de sensibilidad a antimicrobianos

Al determinar la resistencia a antimicrobianos en la prueba de difusion en agar, se
encontré que la cepa de Pseudomonas aeruginosa poseia resistencia a
fluoroquinolonas, sulfonamidas y carbapenémicos, mientras que la cepa de
Acinetobacter baumannii A424 solo fue resistente a un carbapenémico y para el
resto de los antimicrobianos probados resulté sensible, el control positivo utilizado
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 mostré resistencia a sulfonamidas,
cefalosporinas y carbapenémicos, como se observa en el cuadro 2.

Cuadro 2. Perfil de sensibilidad para Acinetobacter baumannii A424, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Antimicrobiano Acinetobacter |Acinetobacter
Pseudomonas |  pqumannii baumannii
Familia Nombre aeruginosa
A424 ATCC 19606
Aminoglucésidos Amikacina S S S
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina R S S
Sulfamet I
Sulfonamidas . t';\me OX&?ZO/ R S R
Trimetoprim
Cefepime S S S
Cefalosporinas Ceftazidima S S S
Cefotaxime [ I R
Meropenem R R R
Carbapenemicos
Imipenem S S S
Macrolidos Azitromicina S S S

Perfil realizado mediante la técnica de difusion en agar antes de realizar la placa de induccién a resistencia en
cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y A424, asi como para Pseudomonas aeruginosa. R: Resistencia,

S: Sensible, I: Intermedio.
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7.2.Perfil de sensibilidad a antimicrobianos posterior a la induccion de
resistencia

El cambio en el perfil de resistencia a antimicrobianos después de realizarse la
induccion se determiné mediante una prueba de difusion en agar para las cepas
empleadas (Figura 9, 10, 11 y 12). En la cepa Acinetobacter baumannii A424 a la
gue se indujo resistencia, se presentdé un cambio notorio para el caso del
antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprim, ya que pasé de ser sensible a
resistente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Perfil de antibiograma para la cepa inducida a resistencia Acinetobacter
baumannii A424

Antimicrobiano Control | Pozo | Pozo | Pozo | Pozo | Pozo

Familia Nombre negativo | 1 2 3 4 3

Sulfametoxazol/ S R R R R R

Sulfonamidas

Trimetoprim 18mm |([7mm ([7mm |[7mm [7mm | 7 mm

Gentamicina S S S S S S

Aminoglucésidos 21 22 21 21 22

23 mm

mm mm mm mm mm

Cefepime S S S S S

Cefalosporinas 22 21 22 22 22
21T mm
mm mm mm mm mm

Ciprofloxacina S S S S S

Fluoroquinolonas 28 28 27 28 28
27 mm
mm mm mm mm mm

Carbapenemicos Meropenem
7mm [ 13mm | 14mm | 13mm | 13mm | 14mm

Perfil de sensibilidad a antimicrobianos para la cepa inducida a resistencia Acinetobacter baumannii A424
después de su exposicion con sobrenadantes de Pseudomonas aeruginosa, extraida de cada uno de los 5
pocillos de la placa de induccién a resistencia comparada con el control negativo Acinetobacter baumannii

A424 y el control positivo Acinetobacter baumannii ATCC 19606.
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Figura 9. Prueba de difusion en agar para la cepa

Acinetobacter baumannii A424 no inducida a resistencia.

Halos de inhibicion de crecimiento para los antimicrobianos CIP:

ciprofloxacino,  FEP:

meropenem y SXT: sulfametoxazol-trimetoprim

Figura 11. Prueba de difusién en agar para la cepa Pseudomonas
aeruginosa. Halos de inhibicion de crecimiento para los
antimicrobianos  CIP:  ciprofloxacino;  FEP:  cefepime;  GEN:

gentamicina; MEM: meropenem y SXT: sulfametoxazol-trimetoprim

cefepime, GEN: gentamicina, MEM:

Figura 10. Prueba de difusion en agar para la cepa
Acinetobacter baumannii A424 inducida a resistencia. Halos de
inhibicibn de crecimiento para los antimicrobianos CIP:
ciprofloxacino; FEP: cefepime; GEN: gentamicina; MEM: meropenem

y SXT: sulfametoxazol-trimetoprim

Figura 12. Prueba de difusion en agar para la cepa
Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Halos de inhibicion de
crecimiento para los antimicrobianos CIP: ciprofloxacino; FEP:
cefepime;  GEN:

gentamicina; MEM: meropenem y SXT:

sulfametoxazol-trimetoprim

Itzel Salas Hernandez
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De igual manera a todas las cepas trabajadas se les realizd un ensayo de
sensibilidad a antimicrobianos y de identificacién de bacterias Gram negativas,
utilizando una placa MicroScan®, esto con el fin de corroborar la identidad de
cada una de ellas y obtener un perfil de sensibilidad mas completo, puesto que
este sistema cuenta con un grupo de antimicrobianos a evaluar mas grande que el
que se puede realizar mediante la prueba de difusién en agar. Se encontré que
tanto la identidad como el perfil de resistencia, comparadas con las realizadas por
difusién en agar, fueron equivalentes. La lectura e interpretacion de cada una de las
pruebas se realizé6 manualmente, segun las indicaciones del fabricante.
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Figura 14. Placa MicroScan sembrada con Acinetobacterbaumannii ATCC 19606
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Figura 15. Placa MicroScan sembrada con Acinetobacter baumannii A424

Figura 16. Placa MicroScan sembrada con Acinetobacter baumannii A424

inducida a resistencia
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7.3. Transferencia horizontal de material genético

Se realiz6 una amplificacion del gen Intl, el cual codifica para la integrasa presente
en el integrén tipo 1, el tamafo de este amplificado es de 160 pb, las muestras
amplificadas corresponden a cada una de las cepas utilizadas en el presente trabajo
y que se visualizan en la Figura 17.

Se encontré6 que las muestras de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii A424 inducida a resistencia y Acinetobacter baumannii 19606
presentaban una banda de 160 pb, que corresponde al tamafio del gen Intl.

La cepa de Acinetobacter baumannii A424 sin inducir, no presentd ninguna banda,
indicando que la cepa no posee el gen Intl y por lo tanto no estd presente el
integron tipo |.

Se obtuvieron también otras bandas inespecificas de distintos tamafos, las cuales
pueden corresponder a fragmentos de DNA cuyas secuencias o parte de ellas,
coinciden con las pertenecientes al par de cebadores utilizados.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa para los amplificados correspondientes al

gen Intl en cepas de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

OO

1, Marcador de peso molecular de 100 pb; 2, P.
aeruginosa; 3, A. baumannii A424; 4, A. baumannii
inducida a resistencia; 5, A. baumannii ATCC 19606.
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8. DISCUSION

Las bacterias intrahospitalarias Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumannii, son conocidas por su capacidad de generar resistencia a distintos
antimicrobianos, asi como por su capacidad de permanecer en el ambiente y en
objetos inanimados. La resistencia que ambas poseen es determinada no sélo
intrinsecamente, sino por la adquisicidon de material genético de manera horizontal.
Lo anterior nos indica, que en el medio hospitalario una interaccion entre ambas
bacterias puede ocurrir y que por lo tanto existir una transferencia de los genes
asociados a la resistencia antimicrobiana.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa con la que se trabajo es de origen clinico,
aislada de una punta de catéter que posee resistencia, entre otros antimicrobianos,
a sulfametoxazol (Soto Rincén, B. 2016), se trabajé también con una cepa de
Acinetobacter baumannii A424 que presenta un perfil de sensibilidad hacia
sulfametoxazol-trimetoprim (SXT), ambos perfiles se presentan en el Cuadro 2.

Con el fin de simular, in vitro, el tipo de interaccion que mantienen las bacterias en
el ambiente hospitalario, se realizo en una placa de 6 pozos una induccién a
resistencia, utilizandose los sobrenadantes pertenecientes a Pseudomonas
aeruginosa y como bacteria receptora a Acinetobacter baumannii A424.

En la investigacién es rutinario utilizar medios de cultivo suplementados con
antimicrobianos cuando se requiere aislar colonias resistentes a algun
antimicrobiano especifico, principalmente cuando esta resistencia es dada por una
transferencia horizontal de genes, como es el caso de los plasmidos. Esto se debe a
que la presencia del antibiotico sélo permitira que se desarrollen colonias
resistentes al mismo, por lo tanto, esta seleccion permite Unicamente el
crecimiento de colonias bacterianas que poseen dentro de su informacion genética
los genes que codifican para otorgar resistencia al antimicrobiano de interés. El
Agar Blando permitio la difusion de las particulas presentes en el mismo hacia
zonas cercanas, en este caso, la superficie, donde entrd en contacto con las células
bacterianas de Acinetobacter baumannii, ya que posee un porcentaje menor de
agar.

Se utilizé la concentracion de 25 pg/ mL de sulfametoxazol debido a que ésta es la
concentracion utilizada en los unidiscos comerciales para determinar la sensibilidad
de una cepa, y es diferente a las concentraciones de antimicrobianos que se
manejan en la terapéutica. La concentracién que se maneja en los unidiscos se
utiliza Unicamente como medida de potencia y esta estandarizada para su uso in
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vitro, con el fin de determinar si un microorganismo es sensible o resistente;
mientras que las concentraciones del antimicrobiano que se administran a los
pacientes se determinan en base a distintos parametros, principalmente la
posologia del farmaco, tomando en cuenta también, que se administra en conjunto
con trimetoprim.

Aun cuando no hay reportes bibliograficos de una metodologia parecida a la
realizada en este trabajo, si existen trabajos como el de Tannery col. en el 2017, en
el cual realizaron una transferencia de un plasmido, que otorga resistencia a
betalactamasas, en Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, a partir de
E. coli. En el 2009 Okamoto y col. realizaron una transferencia del integrén clase |
de cepas de Salmonella entérica a partir de E. coli, realizando perfiles de resistencia
y amplificados del integron para demostrar que existia una transferencia horizontal
de una bacteria a otra, éste y otros trabajos nos indican que es posible inducir
resistencia en una bacteria mediante la transferencia horizontal de genes, por lo
que los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la resistencia inducida a
sulfonamidas se debe a una transferencia horizontal de genes, especificamente a
los genes sul y posiblemente los dfr, aunque estos ultimos no fueron evaluados.

Al compararse los perfiles de sensibilidad de Acinetobacter baumannii A424 antes 'y
después de la induccién a resistencia, hay un cambio drastico Unicamente en el
antimicrobiano correspondiente a SXT, ya que pasa de ser sensible a resistente,
mientras que para el resto de los antimicrobianos a los que se midio la sensibilidad
no cambian su perfil, es decir los que eran sensibles antes de la induccidon
permanecen de esa manera, de acuerdo a las guias del NCLSI, M 100-S21. La
metodologia para inducir resistencia se repitid 5 veces, utilizando siempre las
mismas condiciones, manejando como control negativo, un pozo sin sobrenadante
de Pseudomonas aeruginosa y sembrado con Acinetobacter baumannii A424.

A pesar de que se presenta una resistencia al complejo formado por los
antimicrobianos sulfametoxazol y trimetoprim, los genes y mecanismos por los que
las bacterias presentan resistencia es diferente para cada uno de ellos, ya que en el
caso de sulfonamidas los genes sul son los encargados de codificar la resistencia,
mientras que los genes dfr son los que codifican para la resistencia a trimetoprim
(Frank et al., 2007).

Para conocer completamente el mecanismo mediante el cual se genera la
resistencia al antimicrobiano SXT en las bacterias, es necesario investigar a los
genes sul y a los genes dfr, sin embargo no se conoce por completo la secuencia
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de los genes sul, lo que dificulta su estudio; mientras que para el caso de
resistencia a trimetoprim existen otros mecanismos mediante los que se genera
resistencia en las bacterias, como son bombas de eflujo, mutaciones,
modificaciones en el sitios de accién, etc. (Shin et al, 2015), y por lo tanto se
deberia hacer un estudio inclusivo de todos estos mecanismos. El presente trabajo
solo se enfocd en el estudio de las sulfonamidas, y se exploré Unicamente el gen
sulT presente en el integron de clase |.

Se estudio concretamente al integron de clase |, ya que a pesar de que se han
descrito al menos seis clases de integrones, los de clase 1 son los mas comunes en
aislamientos clinicos de bacterias Gram-negativas, ademas de ser el Unico integron
que se conoce que estructuralmente posee un extremo 3’ altamente conservado,
que contiene al gen sull, responsable de otorgar resistencia a sulfonamidas
(Turton, J. F., 2005).

Para determinar si existia una relacion entre la resistencia a sulfonamidas y la
presencia de los integrones clase | en las cepas trabajadas, se utilizo la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en inglés; en este caso los
cebadores utilizados se basaron en los disefiados por Koeleman y col. (2001), los
cuales amplifican un fragmento de 160 pb del gen Intl, el cual corresponde al gen
de la integrasa presente Unicamente en el integron clase 1. Este gen es el
encargado de codificar a la integrasa la cual permite la interaccion entre su sitio de
reconocimiento (attl) y el sitio de reconocimiento de los casetes genéticos que
pueda poseer el integrén (attC), formando por lo tanto una parte fundamental de
la estructura del integron (Gonzalez et al., 2004).

La utilizacion del par de cebadores, se bas6 en un analisis bibliografico enfocado a
la busqueda de disefios preexistentes de pares de cebadores asociados a la
resistencia de sulfonamidas, realizado en la base de datos PubMed del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

A pesar de que existen articulos que informan el uso de cebadores asociados al
gen sull, no se tomaron en cuenta debido al hecho de que no esta reportada la
secuencia del gen en el NCBI, y por lo tanto no podriamos asegurar que los
amplificados realmente correspondan al gen, buscandose en su lugar cebadores
relacionados al Integron clase |, que como ya se ha descrito anteriormente se
conoce que en su regiéon conservada 3’ esta integrado el gen sull.

En el 2001, Koeleman y col., fueron los primeros en desarrollar y utilizar cebadores
enfocados en el gen Intl, del integron clase |, los cuales han sido utilizados en
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distintas investigaciones de Acinetobacter baumannii y otras bacterias Gram
negativas con éxito. A pesar de que son varios los pares de cebadores se decidié
trabajar Unicamente con uno de ellos, el cual se eligié tomando como base que fue
uno de los mas utilizados y que ademas ofrecié buenos resultados en la
bibliografia consultada, tal y como en el caso de Dillon y col., en el 2005; Japoni y
col,, en el 2013 y Makowska y col., en el 2015.

Como se puede apreciar en la Figura 17, la presencia de una banda
correspondiente a un fragmento de 160 pb, en las muestras de Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii A424 inducida a resistencia, indica la
presencia del integrén clase | en las mismas, mientras que la ausencia de la misma
banda en la muestra de Acinetobacter baumannii A424, revela que no posee el
integron; la intensidad de la banda, en cada una de las muestras, difiere, debido a
que es proporcional a la cantidad que posee cada una de las bacterias, esto indica
que la misma cepa antes de someterla al proceso de induccién de resistencia no
posee el gen para la misma, y después de inducir su resistencia a sulfonamidas si lo
presenta.

La presencia de bandas inespecificas, aun después de estandarizar la metodologia
de la PCR, se puede asociar a coincidencias en la secuencia de bases en el DNA,
mismas que modificando las condiciones de la PCR podrian ser eliminadas, sin
embargo solo se trabajo en la mejor visualizacién de la banda correspondiente al
integron clase I.

Al realizar una comparacion de los resultados de la electroforesis contra los del
perfil de sensibilidad (Figura 17 y Cuadro 3) se observa que hay una relacién directa
entre la presencia del integréon clase | y la resistencia hacia sulfametoxazol-
trimetoprim. Ya que en el caso de las cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii A424 después de ser manipulada, se presenta una
resistencia in vitro hacia el antimicrobiano y se presenta la banda relacionada con
el integron clase |; mientras que en el caso de la cepa de Acinetobacter baumannii
A424 antes de ser manipulada, no se observa resistencia hacia SXT ni se aprecia la
banda que se relaciona con la presencia del integrén clase |., lo anterior indica que
con las cepas trabajadas, se presentd una resistencia inducida hacia el
antimicrobiano sulfametoxazol.

A pesar de haber obtenidos resultados favorables en este trabajo, se debe tomar
en cuenta que no en todos los casos clinicos existe una relacion directa entre los
integrones clase | y la resistencia hacia sulfonamidas, esto debido a que estudios
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como los de Dillon, B. y col. del 2005, hallaron que s6lo un porcentaje de los
aislados clinicos de cepas de Acinetobacter baumannii poseian este integron,
mientras que en el resto de los aislados la resistencia se ha asociado a otro tipo de
integrén, como el de clase Il, a otros elementos genéticos méviles como plasmidos
o simplemente no se encontré un mecanismo con el cual relacionarlo.

9. CONCLUSIONES

e Se logro inducir resistencia a sulfametoxazol en una cepa de Acinetobacter
baumannii, asociada a la presencia de una cepa multirresistente de
Pseudomonas aeruginosa.

e La resistencia se comprobé mediante la prueba de difusion en agar y la
lectura en placa MicroScan®.

e La resistencia encontrada parece deberse a la presencia del gen sull dentro
del integrén clase 1, cuya presencia fue comprobada por la amplificacién de
un fragmento especifico de su extremo 3’ por PCR.

e Se demostré que ocurrio un cambio en el perfil de sensibilidad a
sulfametoxazol en Acinetobacter baumannii, pasando de ser sensible a
resistente.
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