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RESUMEN

Los antibidticos son medicamentos que se usan para tratar enfermedades infecciosas causadas por
bacterias. Su uso y descubrimiento dio paso a un creciente problema en los ultimos afios, la
resistencia antimicrobiana. EI quorum sensing (QS) es un proceso fisioldgico bacteriano que esta
estrechamente relacionado con la resistencia a antibidticos. EI QS regula factores de virulencia, y
algunos mecanismos de resistencia como la produccién de bombas efectoras de multiples
antibidticos, la formacion de biopelicula, y la regulacion del metabolismo central. Por ello, nos
preguntamos ;Cudl es el efecto de la inhibicién del QS sobre la resistencia a antibioticos? El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inhibicion del QS sobre la resistencia a
antibidticos en Pseudomonas aeruginosa. Para esto, usamos &cido salicilico como inhibidor de
QS, vy se evalud su eficacia con las pruebas de proteasas y swarming. Se determind la CMI
usando el método de dilucion en caldo para evaluar el efecto de la inhibicion de QS sobre la

resistencia. Los antibidticos usados fueron: ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol.

Se obtuvo una disminucion en la resistencia del 70 % en tobramicina (CMI 0.54 ug/mL), 37.5 %
en ciprofloxacino (CMI 0.12 pg/mL) y 0 % en cloranfenicol (CMI 16.5 pg/mL) en P.
aeruginosa. La solubilidad de los antibidticos usados es de 1000 mg/mL en tobramicina, 30
mg/mL en ciprofloxacino y 2.5 mg/mL en cloranfenicol. Se encontré una relacion del 98 % entre
la solubilidad del antibiético y la disminucidn en la resistencia. Proponemos que la inhibicién del
QS permite la acumulacion del ciprofloxacino y la tobramicina dentro de la célula favoreciendo
su efecto bactericida. Se concluye que la inhibicion del QS disminuye la resistencia a antibi6ticos

con una mayor polaridad. En el antibidtico no polar, no se observo ningin cambio.




INTRODUCCION

Entender la comunicacion bacteriana puede ser la solucion a uno de los mayores problemas que
se presentan actualmente, la resistencia a antibioticos. La resistencia a antibidticos es importante
debido a que reduce la efectividad de los tratamientos e incrementa la mortalidad humana por
enfermedades infecciosas. Las bacterias tienen un arsenal de armas que les permite sobrevivir a
concentraciones por encima de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y por lo tanto
volverse resistentes a un antibiético (Brauner et al., 2016). Dentro de los mecanismos de
resistencia bacteriana hay algunos que son regulados por quorum sensing (QS). EI QS es un
mecanismo de coordinacion metabolica, el cual es dependiente de la densidad poblacional.
Algunos mecanismos de resistencia a antibidticos regulados por QS son: el desarrollo de
biopeliculas (Diaz et al., 2011), la expresion de bombas efectoras de multiples antibioticos

(Maseda et al., 2004) y la regulacion del metabolismo central (Goo et al., 2015).

Durante el tratamiento de infecciones bacterianas los antibioticos se administran en conjunto con
otros medicamentos o sustancias que potencialmente interfieren con el sistema de QS. Por
ejemplo, el ibuprofeno y el diclofenaco inhiben la formacion de biopeliculas (Reslinski et al.,
2015), la aspirina disminuye la produccion de factores de virulencia (EI-Mowafy et al., 2014), e
incluso algunos extractos de plantas de uso comun interfieren con el QS (Vattem et al., 2007;
Khan et al., 2009; Koh y Tham, 2011). Por lo anterior nos preguntamos ;Cual es el efecto de la

inhibicion del QS sobre la resistencia bacteriana a antibioticos?

El objetivo de esta investigacion es determinar el efecto de la inhibicién del QS sobre la
resistencia a antibioticos. Usaremos como modelo a Pseudomonas aeruginosa PAO1, ya que su
inhibicién de QS por &cido salicilico ha sido ampliamente demostrada (Prithiviraj et al., 2005;
Yang et al., 2009; Chang et al., 2014). Para esto determinaremos el efecto de la inhibicion del
sistema QS sobre la CMI de ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol en P. aeruginosa. Lo
que nos permitira determinar el papel del QS sobre la resistencia a antibiéticos.




MARCO TEORICO

1. Introduccién a los antibiéticos

1.1 Definicion

Los antibidticos son medicamentos que se usan para tratar las enfermedades infecciosas por
bacterias. El objetivo principal de la terapia con antibidticos consiste en disminuir el nimero de
patogenos para que finalmente el sistema inmune los elimine en su totalidad (Seija y Vignoli,
2006). Un antibiotico es una sustancia que mata o inhibe el crecimiento bacteriano a bajas
concentraciones sin causar toxicidad en el hospedero (Singh et al., 2017). Se pueden dividir
segun el efecto que tenga sobre la bacteria en bactericida, que matan al organismo blanco y

bacteriostatico, que inhiben el crecimiento (Cabrera et al., 2007).

Para que el antibidtico tenga un efecto sobre la bacteria, debe pasar por un proceso llamado
captacion del antibidtico. Este proceso se divide en cuatro etapas: la captacion de la sustancia por
el patogeno, la unién de la sustancia al blanco, su acumulacion en el blanco y la interaccion con
el objetivo (Denyer y Maillard, 2002). La actividad del antibiético puede verse afectada en
alguna de estas etapas, y por eso es importante identificarlas al momento de administrar una clase

de antibiotico en un tratamiento.

La captacion del antibidtico puede ser afectado por dos factores, la permeabilidad de la
membrana y la naturaleza del antibiotico. La permeabilidad de la membrana esta determinada por
difusion facilitada y por el transporte activo (Denyer y Maillard, 2002). En la difusion facilitada
las moléculas hidréfilas pequefias (<600 Da) atraviesan la membrana por medio de porinas las
cuales confieren un ambiente acuoso (Tamber et al., 2006). Hay proteinas como la FnuABCD de
E. coli que transporta activamente la albomicina al interior de la bacteria, debido a que el
antibiotico es un analogo estructural de sideroforos (Braun y Braun, 2002). Por otro lado, para
que el antibidtico pueda penetrar hacia la célula debe presentar caracteristicas fisicas como carga
y anfipatia para para que exista un equilibrio hidrofilico-lipofilico que permita su captacién
(Denyer y Maillard, 2002).




1.2 Clasificacién

Se han desarrollado y encontrado antibidticos con diferentes mecanismos de accion. A

continuacion se presentan los grupos mas importantes de antibiéticos clasificados segin su

estructura quimica, se menciona su mecanismo de accion, sus principales representantes y su

especificidad.

Tabla 1. Clasificacion y principales caracteristicas de los antibi6ticos (obtenido de Brock, 1961; Schwarz
et al., 2004; Seijay Vignoli, 2006; Etebu y Arikekpar, 2016; Singh et al., 2017).
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2. Resistencia a antibiéticos

El descubrimiento de los antibidticos revoluciono los tratamientos contra las infecciones.
Sin embargo, trajo consigo una desventaja, el inevitable desarrollo de la resistencia a antibidticos.
Por ejemplo, Alexander Fleming descubrid la penicilina en 1928, y a pesar de su advertencia
sobre la posibilidad de que las bacterias podrian volverse resistentes a la penicilina (Fleming,
1929), para 1940 ya se habia encontrado una enzima que la destruia (Abraham y Chain, 1940).
Actualmente se les denomina “superbacterias” a los patdgenos que provocan altas tasas de
mortalidad y morbilidad debido a multiples mutaciones que les confieren resistencia a uno 0 mas
antibidticos (Davies y Davies, 2010). Es por esto que el estudio de la resistencia a antibioticos se

ha convertido en uno de los temas mas importantes en los Gltimos tiempos.

La manera en la que se puede comparar la resistencia de una bacteria a los antibidticos es diversa,
sin embargo en la mayoria de los casos se busca encontrar la concentracion letal del antibidtico.
En el laboratorio, esto se logra determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI). La
CMI es la concentracion mas baja que inhibe el crecimiento de una poblacion bacteriana
cultivada (Lukacisinova y Bollenbach, 2017). Una poblacion que puede crecer a concentraciones
mayores de la CMI se considera que es resistente. Mientras que una poblacion bacteriana que
pueda sobrevivir por mas tiempo a altas concentraciones de antibioticos, pero sin que cambie la

CMI, se considera tolerante (Brauner et al., 2016; Levin-Reisman et al., 2019).




2.1 Mecanismos de resistencia a antibiéticos

La resistencia bacteriana puede tener distintos origenes. Puede ser propia y depender de la
biologia del microorganismo (intrinseca) o adquirida por la captacion de ADN extracromosémico
(extrinseca) (Cabrera et al., 2007; Giedraitiené et al., 2011). A continuacién se resumen los

mecanismos de resistencia en bacterias:

Intrinsecos

» Mutaciones: Las mutaciones ocurren cuando hay un error en la replicacion o por una
reparacion incorrecta del ADN. Cuando la tasa de mutaciones en una pequefia poblacion
bacteriana aumenta se les llama hipermutadores (Giedraitiene et al., 2011). Los
hipermutadores pueden dar origen a bacterias con caracteristicas resistentes a antibi6ticos.
Se han encontrado hipermutadores en poblaciones de algunas enterobacterias,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, entre otras (Dzidi¢ et al., 2008).

» Modificacion enzimatica del antibidtico: Las bacterias expresan enzimas que cambian la
estructura original del antibidtico, y hacen que éste pierda su actividad (Tafur et al.,
2008). Las betalactamasas hidrolizan el anillo beta lactdmico en este tipo de antibidticos.
Se conocen 4 tipos de betalactamasas: penicilinasas, betalactamasas, cefalosporinasas y
oxacilinasas (Cabrera et al., 2007). Otro tipo de antibidticos que se ven afectados por
enzimas son los aminoglucésidos. Se conocen 3 tipos de enzimas que los inactivan: las O-
fosfotransferasas (OPH), O-adeniltransferasas (ANT) y N-acetiltransferasas (ACT)
(Cabrera et al., 2007; Tafur et al., 2008).

» Bombas de expulsion: Las bombas de expulsién toman el antibidtico del espacio
periplasmatico y lo expulsan al exterior de la bacteria, evitando su unién al blanco (Tafur
et al., 2008). Las bombas de expulsion en las Gram negativas, se conforman por tres
proteinas: una anclada a la membrana citoplasmatica, una que atraviesa el espacio
periplasmico, y la tercera en la membrana externa (Cabrera et al., 2007). La mayoria de
los antibidticos excepto las polimixinas son susceptibles de expulsion. MexAB-oprM
expulsa antibioticos betalactamicos y quinolonas, MexXY-oprM extruye aminoglucosidos
y MexEF-oprN extruye carbapenems y quinolonas (Lambert, 2002).
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» Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: La permeabilidad de la
membrana externa puede modificarse por la expresion de porinas. Los cambios en ésta
pueden llevar a que no se permita el paso de moléculas al interior de la bacteria (Tafur et
al., 2008).

> Alteraciones en el sitio de accion: Las bacterias pueden modificar el sitio de accion del
antibidtico, inhibiendo que éste se una al blanco y no interrumpa las funciones vitales de
la bacteria (Tafur et al., 2008). Pseudomonas aeruginosa se ha vuelto resistente a las
quinolonas debido a una mutacion en el gen gyrA que codifica para la subunidad A de la
ADN-girasa, sitio blanco del antibi6tico (Lambert, 2002; Cabrera et al., 2007).

» Produccion de biopelicula: Las biopeliculas generan un estado metab6lico heterogéneo
en la colonia en donde algunas pueden tener baja actividad fisiologica o latencia
(Bjarnsholt et al., 2005; Bouyahya et al., 2017). Si las bacterias se encuentran en un
estado fisioldgico bajo, algunos antibidticos no pueden unirse al sitio blanco o no pueden

tener un efecto 6ptimo sobre la inhibicion bacteriana.

Extrinsecos:

» Transduccion: ocurre cuando una bacteria obtiene ADN de otra a través de fagos
(Cabrera et al., 2007). Los bacteriofagos son un tipo de virus bacteriano que puede

insertarse en su cromosoma (Giedraitiene et al., 2011).

» Conjugacion: cuando una bacteria transfiere pldsmidos a otra a traveés de una hebra
sexual (pili) (Cabrera et al., 2007). Los plasmidos pueden codificar genéticamente para
resistencia a la mayoria de los antibi6ticos, a metales pesados, y para factores de
virulencia que permitan a la bacteria sobrevivir en ambientes con dosis letales de
antibidticos (Giedraitiene et al., 2011).

» Transformacion: es la transferencia de genes de una bacteria lisada a otra que lo recibe e

incorpora en su ADN (Cabrera et al., 2007).




2.2 Regulacion de los mecanismos de resistencia

Las bacterias pueden regular sus mecanismos de resistencia por diferentes vias y
dependiendo del tipo de bacteria. Por ejemplo, la expresion de betalactamasas es regulada por dos
vias, la expresion de bombas efectoras de multiples antibidticos depende del quorum sensing
(QS) y de la presencia de farmacos, la permeabilidad de la membrana externa de la expresion de
porinas, y la produccion de biopelicula se regula por tres vias generales. A continuacion se

presentan las diferentes vias y mecanismos de regulacion en algunos mecanismos de resistencia.

Las bacterias Gram negativas pueden regular la expresion de betalactamasas por la via
AmpG-AmpR-AmpC (Zeng y Lin, 2013). En esta via, el antibiotico betalactdmico rompe el
balance en la biosintesis de peptidoglicano y se liberan oligopéptidos en el periplasma. Estos son
transportados al citoplasma por el transportador AmpG. Los oligopéptidos son los inductores de
la produccién de betalactamasas a traves de su interaccion con AmpR (Park y Uehara, 2008).
AmpR es un regulador transcripcional que se une en una region del ADN rio arriba del promotor
AmpC (Lindquist et al., 1989). En P. aeruginosa se ha encontrado que AmpR es un factor de
transcripcion global. Debido a que ademas de regular la expresion de betalactamasas, también
regula el QS, la produccién de proteasas extracelulares, piocianina (Kong et al., 2005), la
expresion de MexEF-OprN y la formacion de biopelicula (Balasubramanian et al., 2012).

Las bombas expulsoras de mdaltiples antibidticos pueden regularse mediante diferentes
factores. Por ejemplo, MexAB-OprM siempre esta expresada a niveles bajos que, a diferencia de
las otras bombas se caracterizan por ser estrictamente reguladas (Chuanchuen et al., 2002). Se ha
demostrado que algunas de ellas, como en el caso de MexXY, se expresan en mutantes que son
expuestas a diferentes antibioticos (Masuda et al., 2000; Askoura et al., 2011). En el caso de los
biocidas, los sistemas en P. aeruginosa MexCD-OprJ y MexJK se expresan en la presencia de
triclosan (Chuanchuen et al., 2001; Chuanchuen et al., 2002). Ademas de la presencia de
antibidticos biocidas, las bombas efectoras de multiples antibi6ticos también se pueden regular
positivamente cuando las bacterias detectan el quorum por medio de autoinductores, como en el
caso de MexAB-OprM (Maseda et al., 2004).
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La permeabilidad de la membrana externa depende principalmente de las porinas, las
cuales permiten atravesar moléculas polares hacia el interior de las bacterias Gram negativas. Se
ha encontrado que un medio con alta osmolaridad, alta temperatura 0 con agentes toxicos
favorecen la expresion de OmpC, y que un medio con poca osmolaridad, baja temperatura
incrementa a OmpF y disminuye el nivel de OmpC (Lugtenberg et al., 1976; Pratt et al., 1996).
Cuando la membrana externa se expone a condiciones limitadas de nitrégeno y ricas en glucosa
la expresion de OmpC aumenta en comparacion con OmpF (Liu y Ferenci, 1998). Finalmente, se
ha encontrado que la permeabilidad de la membrana externa también puede ser regulada por un
sistema de dos componentes (PprA y PprB) el cual hizo més susceptible a aminoglucoésidos a una
cepa mutante de P. aeruginosa (Wang et al., 2003).

La regulacién de la formacion de la biopelicula y los exopolisacaridos puede originarse
por diferentes vias. Los polisacéaridos que conforman principalmente la biopelicula son Psl, Pel y
alginato, los cuales juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura y la
resistencia a antibidticos de la biopelicula (Friedman y Kolter, 2003; Ma et al., 2007; Wei y Ma,
2013). La via del bis-(3'-5")-monofosfato de guanosina dimérico ciclico (c-di-GMP), un segundo
mensajero intracelular, reduce la expresion de los flagelos y estimula la biosintesis de adhesinas y
exopolisacaridos (Hengge, 2009). Los genes para pili y flagelos se reprimen en las biopeliculas
maduras, sin embargo estan involucrados en las etapas de fijacion y de formacion de
microcolonias del desarrollo de biopeliculas (Whiteley et al., 2001). El sistema QS participa en la
expresion de Lasl durante la etapa inicial en la formacion de la biopelicula (De Kievit et al.,
2001), Lasl regula la expresion del gen pel en P. aeruginosa (Sakuragi y Kolter, 2007). El
sistema de QS RhIR/RhII se activa durante la etapa de maduracién de la biopelicula en P.
aeruginosa (Sauer et al., 2002). Por ultimo, la sefial de quinolona de Pseudomonas provocan la
liberacion de ADN extracelular por medio de los polisacéridos Pel y Psl (Yang et al., 2011).
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2.3 Métodos de estudio

Los métodos para el estudio de la resistencia microbiana a antibiéticos pueden clasificarse
en cuantitativos y cualitativos. Los métodos cuantitativos permiten conocer la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida minima (CBM) del antibiotico. Los
métodos cualitativos son aquellos procedimientos que permiten clasificar directamente a un
microorganismo como sensible o resistente (Taroco et al., 2006).

Métodos cualitativos

Metodo de difusion en disco: Este método consiste en depositar discos de papel filtro
impregnados con los diferentes antibidticos en la superficie de una placa de agar Miiller-Hinton
previamente inoculada con el microorganismo a una concentracion igual a la escala 0.5 de
McFarlane. En cuanto el disco se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el
antibiotico se difunde, formandose un gradiente de concentracién. Transcurridas 18 a 24 horas de
incubacion, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicién de crecimiento
bacteriano (Taroco et al., 2006). Posteriormente cada plato es observado en luz directa y cada
halo de inhibicion es medido. La interpretacion del didmetro de los halos de inhibicién se basa
segun las guias de NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) y el
organismo es reportado como sensible, intermedio o resistente al antibidtico segin sea el caso
(Herrera, 1999).

Su ventaja es que es un método sencillo, barato, de facil control y estandarizacién. Ademas de
que el medio puede modificarse dependiendo de los requerimientos nutricionales del
microorganismo a estudiar (Taroco et al., 2006). Pero por ser un método cualitativo su mayor
desventaja esta en que no se puede determinar la CMI, ademas de que no se pueden determinar el
namero de UFC que se inoculan en la placa.

Meétodos moleculares: Estas técnicas permiten la determinacién de material genético en
una muestra. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha adquirido un gran valor de
diagndstico actualmente. Se divide en 3 etapas: la primera consiste en la extraccion del material
genético, la segunda corresponde a la amplificacion del material genético y en la Gltima se lleva a
cabo la deteccion del material genético mediante electroforesis en gel de agarosa. Sin embargo
este método no permite la identificacion bacteriana y se aplica en su mayoria en colonias aisladas
previamente (March-Rossello, 2017).
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Métodos cuantitativos

Metodo de gradiente antibiotico (E-TEST): Este método es una expansion de la técnica
de difusion en disco. En donde se puede medir y determinar directamente la CMI. Consiste en
colocar una tira de plastico no poroso que incorpora un gradiente predefinido de antibiotico
equivalente a 15 diluciones sobre la superficie himeda del agar. El indculo se prepara de la
misma forma que en el método de difusion en disco. Posterior a la incubacion de la placa, se
observara una zona de inhibicién en forma elipsoidal y simétrica. El valor de la CMI se considera
en donde la elipse corta la tira, en caso de que la lectura se determine entre dos puntos, se debe
escoger la concentracion mas alta (Taroco et al., 2006). Por otro lado, si se observan colonias
creciendo en la zona de inhibicion podrian tratarse de pequefias colonias resistentes (Herrera,
1999).

Es un método alternativo cuantitativo para determinar la sensibilidad antimicrobiana y tiene
buena correlacién con la técnica estandar de dilucion en agar para la determinacion de la CMI
(Herrera, 1999; Taroco et al., 2006). Por ser muy similar al método de difusion en disco, una de
las desventajas de este método es que no se pueden determinar el nimero de UFC que se
siembran en la placa.

Meétodos de dilucidn: Estos son métodos cuantitativos que permiten la determinacion de
la CMI por medio de concentraciones decrecientes de un antibidtico en un inéculo bacteriano
estandarizado. Al igual que en los métodos pasados, se debe controlar el medio de cultivo, el
indculo bacteriano y el antibidtico. Estos métodos se pueden dividir en: dilucién en agar, dilucion
en tubo y microtitulacion (Herrera, 1999).

En la técnica de dilucién en agar, se preparan tubos con el agar a escoger, principalmente
Mdieller-Hinton, con una concentracion definida de antibidtico. Se homogeniza y se chorrea en
una placa de petri vacia. De esta forma se logra tener una placa de agar homogeneizado con
antibidtico a una concentracion determinada. Las concentraciones a elegir en la que inicia el
gradiente dependen del antibiotico y del tipo de cepa a probar. Posteriormente en la superficie del
agar se colocan 20 uL de un indculo estandarizado. Se debe realizar una caja con agar sin
antibidtico para usarla como control positivo de crecimiento. Las cajas se incuban a una
determinada temperatura de 18 a 24 horas. Pasado el tiempo de incubacidn, las cajas se revisan y
se compara el crecimiento bacteriano contra el control positivo. Si la cepa logra crecer en la
superficie del medio se reporta como resistente a esa concentracion de antibidtico, si no crece, se
reporta como sensible. Sin embargo esta técnica puede ser muy compleja y lenta debido a la
cantidad de medios de cultivo con antibiotico a realizar (Herrera, 1999).

Una alternativa similar a la dilucion en agar, es la dilucion en tubo. En esta técnica se prepara una
serie de tubos estériles con caldo, a cada tubo se le afiade una concentracion decreciente de
antibiotico y se ajustan todos a un mismo volumen. Al igual que en la técnica de dilucion en agar,
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se debe dejar un tubo con caldo sin antibidtico como control positivo de crecimiento.
Posteriormente se agrega el mismo volumen de un inoculo estandarizado en caldo a todos los
tubos. Los tubos se incuban a una determinada temperatura de 16 a 20 horas (Taroco et al.,
2006). La CMI se determina en el tubo en donde no se observa turbidez, lo que indica que no
hubo desarrollo bacteriano. Esta técnica es denominada como “el estandar dorado de las pruebas

de sensibilidad”, y es la técnica de referencia a pesar de presentar el riesgo por contaminacion
(Herrera, 1999).

Finalmente, la técnica de microtitulacion deriva de esta Gltima, en donde se emplea una placa
plastica estéril con tapa de 96 pozos. En cada placa se puede determinar la CMI para ocho cepas
diferentes, o en otro caso, la CMI de ocho antibidticos diferentes en una cepa. Para preparar las
diluciones del antibiotico, se parte de una solucién madre de antibidtico que se diluye en los
pozos de manera decreciente. Se inoculan los pozos con el mismo volumen de un indculo
estandarizado. Al igual que en la dilucion en caldo, la CMI se determina en el pozo que no
presenta turbidez (Herrera, 1999).

En estos ultimos métodos, ademas de poder determinar la CMI también se puede obtener la
CBM. Para obtenerla, se debe extraer 10 uL de los tubos en los que no se observo crecimiento y
se inoculan en un nuevo medio de cultivo sin antibiotico. Posterior a la incubacion, se cuentan las
UFC que crecen y se comparan con las del indculo inicial. Generalmente la CMB se encuentra en
una o dos diluciones mas alta que la CMI (Herrera, 1999).

3. Quorum sensing

El quorum sensing (QS) es un proceso de regulacion genética que ocurre en las bacterias.
Este mecanismo se basa en la secrecion de moléculas autoinductoras que al llegar a cierta
concentracion debido a la densidad celular, se inicia una respuesta coordinada en la poblacion
(Diaz et al., 2011; LaSarre y Federle, 2013). Por ejemplo, pueden producir biopelicula (Demain y
Fang, 2000), se regula la competencia por la supervivencia (Duan et al., 2009), la
bioluminiscencia (Eberhard et al., 1981) y regulan la captacion y secrecién de nutrientes (Duan et
al., 2009).

El QS regula factores de virulencia y algunos mecanismos de resistencia por lo que juega un
papel importante en las enfermedades infecciosas. EI QS regula multiples factores de virulencia
como la elastasa (lasB), proteasa LasA (lasA), proteasa alcalina (aprA), ramnolipidos y la
exotoxina A (toxA) en P. aeruginosa (Williams et al., 2000; Whitehead et al., 2001). En el caso
de la resistencia a antibioticos, el QS regula la expresién del pili tipo 1V usado para la fijacion al
sustrato y la formacion de biopeliculas (Williams et al., 2000; Hentzer y Givskov, 2003), y
ademas regula la expresion de bombas efectoras de multiples antibioticos (Antunes et al., 2010).
Lo anterior se ve reflejado en un decremento en el dafio y la mortalidad causados por cepas
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deficientes en la produccion de autoinductores de P. aeruginosa en comparacién con las cepas de
vida libre (Antunes et al., 2010). Por lo tanto las bacterias que expresan el sistema QS resultan
ser mas letales que las que no.

La inhibicion del QS se ha investigado como una alternativa a los tratamientos mediados por
antibioticos. Se ha desarrollado la hipotesis de que si se bloguea este tipo de comunicacién
bacteriana, disminuiria su grado de virulencia y su capacidad de realizar una infeccién exitosa, y
en consecuencia serian eliminadas con mayor éxito (Hentzer y Givskov, 2003; LaSarre y Federle,
2013).

3.1 Mecanismo del sistema quorum sensing

El sistema general de QS se compone principalmente por una sintasa, un autoinductor y
un receptor. Durante su crecimiento, las bacterias producen enzimas que sintetizan los
autoinductores. Después de la sintesis, los autoinductores se difunden y se acumulan en el medio.
Cuando el autoinductor alcanza un umbral critico de concentracion la interaccion con su receptor
se vuelve favorable. Se activan diferentes cascadas de transduccion de sefiales que provocan la
induccidn o represion de los genes diana. Es importante mencionar que la sensacién de quorum
no es fija, y dependera de la tasa de produccion y pérdida de los autoinductores. Por lo tanto, la
expresion y concentracion de las moléculas autoinductoras son un reflejo de las condiciones del
medio que las bacterias pueden percibir.

3.2 Clasificacion de los sistemas de quorum sensing

Los sistemas de quorum se pueden dividir en tres categorias dependiendo del autoinductor
que sintetizan las bacterias. La detecciéon del quorum puede ser por medio de acil homoserin
lactonas (AHL, también conocidas como Al-1), a base de péptidos y de Al-2. Se divide de esta
forma, debido a que histéricamente son los autoinductores mas estudiados (LaSarre y Federle,
2013).

Las bacterias Gram negativas tienen sintasas de tipo Luxl que son enzimas encargadas de
sintetizar las AHL. Las sintasas Luxl utilizan como sustrato S-adenosilmetionina (SAM) y una
proteina acilo-transportadora acilada (acil-ACP) (Parsek et al., 1999). Generalmente las AHL se
componen de un anillo de homoserina lactona (HSL) unido a una cadena de acilo de hasta 18
atomos de carbono. Los miembros de la familia LuxR son los receptores de sefial de las AHL y
también son reguladores transcripcionales de los genes diana (LaSarre y Federle, 2013).

17



Por su parte, las bacterias Gram positivas no poseen homdlogos del sistema LuxI-LuxR y
en su lugar sintetizan oligopéptidos como moléculas sefializadoras. Los oligopéptidos se
sintetizan ribosomalmente dentro de las células (Williams, 2007). Son transportados activamente
debido a su impermeabilidad a la membrana y estan sujetos a modificaciones como la ciclacion
(LaSarre y Federle, 2013). Los receptores de péptidos en Gram positivas son proteinas
pertenecientes al sistema de dos componentes con un sensor de cinasa que provoca una cascada
de fosforilacion (Miller y Bassler, 2001; LaSarre y Federle, 2013). Una vez que se fosforila la
proteina reguladora, se une al ADN y activa la transcripcion de los genes diana (Miller y Bassler,
2001).

Otro tipo de autoinductor presente tanto en Gram positivas como Gram negativas es el Al-2. Se
sintetiza a partir de SAM y por la accion de metiltransferasas se convierte en S-
adenosilhomocisteina (SAH). Posteriormente la nucleosidasa Pfs elimina adenina de SAH y
produce S-ribosilhomocisteina (SRH). Las sintasas de la familia LuxS son las responsables de
actuar en SRH para formar Al-2 (Schauder et al., 2001). La molécula resultante es la 4,5-
dihidroxi-2,3-pentanodiona (DPD), sufre reordenamiento espontdneo en multiples compuestos de
furanona ciclica y, como grupo se denominan Al-2 (LaSarre y Federle, 2013).

3.3 Participacion del QS en bacterias

Los sistemas de deteccion de quorum mediados por Luxl / LuxR de Vibrio fischeri,
Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens y Erwinia carotovora son los mas
estudiados en bacterias Gram negativas. V. fischeri vive en asociacion simbidtica con hospederos
eucariotas, y en cada uno ha desarrollado un 6rgano especializado que es habitado por la bacteria
(Ruby y McFall-Ngai, 1992). La produccion de luz por V. fischeri es regulada por la deteccién de
quorum a una densidad celular alta (Visick y McFall-Ngai, 2000). P. aeruginosa es una bacteria
patdgena oportunista que tiene dos pares homdlogos de Luxl/LuxR, Lasl/LasR (Passador et al.,
1993) y RhlI/RhIR (Brint y Ohman, 1995), ambos sistemas se encargan de regular sus factores de
virulencia. Sin embargo, se ha demostrado en P. aeruginosa un tercer tipo de autoinductor
Ilamado sefal de quinolona de Pseudomonas (o PQS), la cual es regulada por el sistema Las y
Rhl (Pesci et al., 1999). A. tumefaciens es un patégeno vegetal que induce tumores en plantas por
medio del plasmido Ti (Piper et al., 1993), el cual es regulado por Tral/TraR, un homologo de
Lux (Fuqua y Winans, 1994). E. carotovora también es una bacteria patdgena de plantas, la cual
produce exoenzimas por medio del sistema Expl/EXpR que degradan la pared celular de la planta
hospedera (Jones et al., 1993) y produce moléculas antibioticas, por medio del sistema Carl/CarR
(Bainton et al., 1992).
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Las bacterias méas estudiadas que presentan QS mediado por péptidos pequefios son
Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus. S. pneumoniae produce el
péptido estimulante de la competencia para la transformacion genética (CSP) el cual contiene 17
aminoéacidos (Havarstein et al., 1995). Cuando el CSP es detectado por el sensor protein cinasa
ComD, se autofosforila y activa al regulador ComE, el cual transcribe para el gen comX. Este es
un factor necesario para la transcripcion de genes estructurales que estan involucrados en la
competencia (Pestova et al., 1996; Lee y Morrison, 1999). En B. subtilis hay dos péptidos
mediados por QS, el ComX y CSF (factor de competencia y esporulacion). ComX es un péptido
de 10 aminoécidos que al final promueve la competencia. EI CSF es un pentapéptido que es
reconocido intracelularmente, es transportado hacia el interior por Opp (Solomon et al., 1995).
Bajas concentraciones intracelulares de CSF promueven la competencia, y altas concentraciones
inhiben la competencia y promueven la esporulacion (Solomon et al., 1996). En S. aureus el
RNAIII regula la patogenicidad dependiente de QS, y éste a su vez es regulado por el operon
agrBDCA (Janzon y Arvidson, 1990; Morfeldt et al., 1995). Los genes agrB y agrD estan
involucrados en la sintesis de un péptido autoinductivo procesado (AIP) que contiene un anillo de
tiolactona necesario para la correcta sefializacion (Ji et al., 1997; Mayville et al., 1999). Mientras
que agrC es el sensor de cinasa y agrA es el regulador de respuesta del sistema de dos
componentes (Lina et al., 1998).

3.4 Métodos de estudio

Como se mencion0 en el apartado anterior P. aeruginosa se ha utilizado ampliamente
como un modelo en el estudio de la deteccion del QS. Principalmente porque su sistema de QS es
uno de los mejor caracterizados hasta la fecha, y se sabe que regula varios mecanismos de
virulencia y resistencia a antibidticos (Hentzer et al., 2002; Karatuna y Yagci, 2010). El sistema
Lasl/LasR de P. aeruginosa sintetiza su AHL Ilamada N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina
lactona (3-0x0-C12-HSL) (Passador et al., 1993). Este sistema regula la expresion de factores de
virulencia y genes como: elastasa de lasB, proteasa de lasA, proteasa alcalina, exotoxina A,
pioverdina y la formacion de biopelicula (Davies et al., 1998; Kievit e Iglewski, 2000; Whitehead
et al., 2001). Su segundo sistema de QS RhlI/RhIR sintetiza la N-butiril-L-homoserina lactona
(C4-HSL) (Brint y Ohman, 1995). Este complejo regula la produccion de ramnolipidos, lasB,
aprA, la produccion de metabolitos secundarios, piocianina, proteasa alcalina, lectina y cianuro
de hidrégeno (Kievit e Iglewski, 2000; Whitehead et al., 2001).

El estudio del QS en P. aeruginosa se puede llevar a cabo por medio de la expresion de sus
autoinductores y la expresion de los factores de virulencia. A continuacién se mencionan algunos
métodos de estudio del QS.
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Ensayos de proteasas

Este tipo de ensayo es uno de los mas utilizados en trabajos de inhibicion de QS, debido a
que las proteasas son un factor de virulencia dependiente de QS (Karatuna y Yagci, 2010). La
actividad de la proteasa alcalina se mide creciendo las bacterias en medio LB, y se le afiade 0.5
mL de sobrenadante a 1.5 mL de tampdn de ensayo que contiene 50 mg de azul de remazol de
piel. Los tubos se incuban durante 1 h, se centrifugan y se mide la absorbancia del sobrenadante a
590 nm (Prithiviraj et al., 2005; Karatuna y Yagci, 2010).

También se puede tomar sobrenadante de una muestra, y se afiade en placas de agar leche al 5%,
se incuban durante toda la noche. Se fotografian las placas de y se miden las zonas claras con
ayuda de una regla virtual (Skindersoe et al., 2008). Las zonas claras indican que hubo actividad

proteolitica.

Ensayo de swarming

El swarming es una forma de movilidad bacteriana dependiente de QS que ocurre en
superficies semisdlidas y requiere la produccion de biosurfactantes, flagelo y pili tipo IV (Chow
et al., 2011). En esta técnica se usa un medio suplementado con MgSQ, (1 mM), glucosa (0.2%),
aminoéacidos como fuente de nitrogeno (0.5%) y se solidifica con agar (0.5%). Una vez listo el
agar, se inoculan las bacterias en la placa de agar con alicuotas tomadas directamente de los
cultivos a estudiar. Las placas se incuban a 37 °C durante 24-48 h (Kohller et al., 2000; Caiazza
et al., 2005). El swarming se puede observar directamente en la placa y se puede medir la

distancia recorrida con ayuda de una regla virtual.
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PREGUNTA

¢Cudl es el efecto de la inhibicion del sistema quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa

PAOQL1 sobre su resistencia a ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol?

HIPOTESIS

Si la inhibicién del sistema quorum sensing disminuye la resistencia de Pseudomonas aeruginosa
a antibioticos entonces al inhibir el quorum sensing se observard una disminucién en la CMI de

ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inhibicidn del sistema quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa PAO1

sobre su resistencia a ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol.

Objetivos particulares
= Obtener las CMI de ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol sobre P. aeruginosa.

= Determinar el efecto inhibitorio en el sistema quorum sensing del &cido salicilico en P.

aeruginosa.

= Evaluar el cambio en la CMI del ciprofloxacino, tobramicina y cloranfenicol en P.

aeruginosa, con acido salicilico como inhibidor del quorum sensing.
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MATERIALES Y METODOS

Determinacion de la CMI.

La CMI se determiné por el método de dilucion en caldo. Brevemente, se preparo una serie de 10
tubos con 5 mL de caldo nutritivo, los tubos tenian las concentraciones de antibiético mostradas
en la Tabla 2. Estas fueron inoculadas con 10 pL a una concentracion de 1x106 UFC de un cultivo
de 24 horas de Pseudomonas aeruginosa. Los tubos se mantuvieron a 28°C durante 24 horas. La

CMI se considerd como la menor concentracion sin crecimiento bacteriano.

Tabla 2. Concentraciones de los antibiéticos utilizadas para la determinacion de la CMI en Pseudomonas
aeruginosa.

Antibidticos [ng/mL]

Ciprofloxacino (CIP)
0.04 007 009 012 014 016 019 021 024

Tobramicina (TOB)
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8

Cloranfenicol (CLO)
4.5 6 7.5 9 105 12 135 15 165

Prueba de inhibicidén de quorum sensing con acido salicilico.

Para confirmar el efecto del acido salicilico sobre la inhibicién del QS se determind la actividad
proteolitica y swarming. Para esto se inoculd P. aeruginosa en cajas de agar con acido salicilico
(5 mM) y caseina de leche como indicador. Para la evaluacion del swarming, se inoculo P.
aeruginosa en agar al 0.5%, glucosa 0.5% y caldo nutritivo con acido salicilico (5 mM). La
inhibicién del QS se confirmd por la disminucion de halos de degradacién proteica y del

swarming.
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Ensayos de resistencia con inhibicion del sistema QS.

Para determinar el efecto de la inhibicion del quorum sensing sobre la sensibilidad a antibioticos
se colocaron 10 pL de los inéculos de P. aeruginosa a una concentracion de 1x10° de cultivos de
24 horas en tubos de caldo nutritivo con y sin inhibidor de QS. A cada tubo se le afiadié una
concentracion de antibiotico para llegar a las siguientes concentraciones de la CMI: 0%, 55.5%,
66.6%, 77.7%, 88.8%, 100% y 111.1%. Después de 24 horas se determino el cambio en la CMI.

Disefio experimental.

Para determinar el efecto de la inhibicion del QS se us6 un disefio experimental en blogques, como

se describe en el apartado de ensayos de resistencia.

Comparacion entre la solubilidad del antibidtico y el efecto de la inhibicidén del QS sobre la

resistencia.

Se realizd una relacion entre la solubilidad del antibidtico y el cambio en la resistencia. La
solubilidad de cada antibi6tico se busco bibliograficamente. Se realizé una regresion lineal para
relacionar el cambio en la resistencia ocasionado por la inhibicion de QS con la solubilidad de

cada antibidtico en agua.
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RESULTADOS

Determinacion de la CMI.

Se determinaron las CMI de los antibidticos para usarlas como referencia en los ensayos de
resistencia con inhibicion del QS. Para tobramicina la CMI fue de 1.8 (ug/mL), para

ciprofloxacino 0.192 (ug/mL) y para cloranfenicol 16.5 (ug/mL).

Prueba de inhibicién de quorum sensing con &cido salicilico.

Como indicador de la inhibicion del QS utilizamos la prueba de movilidad por swarming. En la
Figura 1B se observa que el AS inhibié por completo la movilidad por este mecanismo en P.
aeruginosa y la colonia permanecié en el mismo lugar. Mientras que en el grupo control (Figura
1A) recorrieron 1.892 + 0.076 cm (Figura 2).

Figura 1. Efecto de la inhibicién del QS con &cido salicilico en Pseudomonas aeruginosa sobre el
swarming. A) Control, B) Tratamiento con acido salicilico (5 mM).
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Figura 2. Efecto de la inhibicion del QS con &cido salicilico en P. aeruginosa sobre el swarming.

En la prueba de protedlisis el acido salicilico disminuyd 79.76 % la expresion de proteasas en
Pseudomonas aeruginosa (Figura 3). El tamafio promedio de los halos de protedlisis en el
tratamiento de inhibicion de QS con AS fueron de 0.073 £ 0.013 cm mientras que en el control de
0.359 = 0.061 cm (Figura 4). El tratamiento con AS no afecto el tamafio de las colonias por lo
gue asumimos que su crecimiento no se vio afectado negativamente por éste, lo que descarta que
el efecto sea causado por una disminucion en la densidad poblacional (Figura 5).

7

Figura 3. Efecto de la inhibicion del QS con Acido Salicilico en Pseudomonas aeruginosa sobre su
actividad proteolitica. A) Tratamiento con &cido salicilico (5 mM), B) Control.
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Figura 4. Efecto de la inhibicion del QS con Acido Salicilico en P. aeruginosa sobre la actividad de
proteasas.
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Figura 5. Efecto del acido salicilico sobre el crecimiento de P. aeruginosa.
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Ensayos de resistencia con inhibicion del sistema QS.

En esta investigacion nos preguntamos cudl es el efecto de la inhibicion del QS de Pseudomonas
aeruginosa sobre su resistencia a antibiéticos.

El efecto de la inhibicion del QS sobre la resistencia de Pseudomonas aeruginosa a los
antibioticos varia dependiendo del antibiotico (Tabla 3). La inhibicion de QS disminuye la
resistencia a antibidticos como tobramicina y ciprofloxacino en un 70 % y 375 %
respectivamente, mientras que no tuvo efecto sobre la resistencia al cloranfenicol (Figura 6).

Tabla 3. Efecto de la inhibicion del QS sobre la CMI de diferentes antibi6ticos en Pseudomonas
aeruginosa.

Concentracion Minima Inhibitoria ( pg,/mL )

Antibiotico Sin inhibicion de QS Con inhibicion de QS

Tobramicina 1.8 0.54
Ciprofloxacino 0.192 0.12

Cloranfenicol 16.5 16.5
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Figura 6. Efecto de la inhibicion del QS sobre el cambio en la resistencia de P. aeruginosa.
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Relacion entre la solubilidad del antibiotico y el efecto de la inhibicion del QS sobre la

resistencia.

Después de evaluar el efecto de la inhibicion del QS sobre el cambio en la resistencia a los
antibioticos, decidimos hacer una correlacion entre el cambio en la resistencia y la solubilidad del
antibidtico (Figura 7). La tobramicina es el antibiético mas soluble (1000 mg/mL) (O’Neil,
2013) y se observé una disminucion del 70% en la resistencia. Después sigue el ciprofloxacino
con una solubilidad de 30 mg/mL (Nowara et al., 1997) y una disminucion en la resistencia del
37.5%. Finalmente, el cloranfenicol es el antibiotico menos soluble (2.5 mg/mL) (O’Neil, 2013)
y Nno se registré ningun cambio en la resistencia. Con los datos expuestos en este trabajo se
encontrd una relacion del 98% entre la solubilidad y el cambio en la resistencia.

80
R2=0.9807
70

60
50
40
30
20
10

Cambio en la resistencia (%)

1 10 100 1000
Solubilidad {mg / mL)

Figura 7. Efecto de la solubilidad del antibiotico sobre el cambio en la resistencia con inhibicién de QS.
Rojo: Cloranfenicol, Azul: Ciprofloxacino, Verde: Tobramicina.
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DISCUSION

El AS es un inhibidor de QS eficaz en la disminucién de la expresion de proteasas e
inhibicion del swarming en P. aeruginosa (Prithiviraj et al., 2005; Chow et al., 2011). En
nuestros resultados, la inhibicion del QS por AS disminuyd en un 79.76% la protedlisis e inhibio
por completo la movilidad por swarming. Estos factores de virulencia son procesos regulados por
genes relacionados al QS, como rhIR y lasA (Kohler et al., 2000; Prithiviraj et al., 2005). Existen
otros inhibidores de QS que también han sido efectivos en la disminucion de expresion de
proteasas, como la Furanona C-30 (Hentzer et al., 2003), el ciprofloxacino (Gupta et al., 2016), y

el acido acetil salicilico (EI-Mowafy et al., 2014).

Encontramos que la inhibicion del QS disminuye la resistencia de P. aeruginosa a la
tobramicina (CMI de 0.54 pg/mL) y ciprofloxacino (CMI de 0.12 pg/mL) en un 70% y 37.5%
respectivamente, mientras que en el grupo tratado con cloranfenicol (CMI de 16.5 pg/mL) no se
observo ningun cambio. Algunos agentes inhibidores de QS han generado resultados similares a
los nuestros. Estos inhibidores de QS han disminuido hasta 3 veces la resistencia a los
antibioticos. Por ejemplo la furanona C-30 disminuye la resistencia a la tobramicina (Hentzer et
al., 2003), y de igual forma ocurre con el AS (1 mM) en donde disminuye la resistencia al

ciprofloxacino en P. aeruginosa (Prithiviraj et al., 2005).

El cambio en la resistencia a los antibioticos por inhibicion de QS no se debe al
mecanismo de acciéon del antibiotico. La TOB al igual que el CLO son antibidticos cuyo
mecanismo de accion es similar, ambos se unen al ribosoma e inhiben la sintesis de proteinas
(Schwarz et al., 2004; Singh et al., 2017). En los resultados se observo que la resistencia sélo
disminuyd en la TOB y el CIP. Por lo que este resultado puede depender de otros factores, como
la solubilidad del antibi6tico y los mecanismos de resistencia dependientes de QS por parte de la

bacteria.
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La inhibicion del QS por AS disminuye la formacion de biopelicula, un mecanismo de
resistencia a antibidticos (Prithiviraj et al., 2005). Se ha demostrado que en biopeliculas con
bacterias con QS bloqueado por mutacion o por administracion de inhibidores de QS son mas
sensibles a los tratamientos con TOB y H,0, (Hentzer et al., 2002; Bjarnsholt et al., 2005). El
swarming, regulado también por QS (Kohler et al., 2000), desempefia un papel importante en las
primeras etapas de formacion de la biopelicula (Chow et al., 2011), de hecho la expresién o no
del swarming determina qué tan estructurada o plana se desarrollard (Shrout et al., 2006). ElI QS
también esta presente en una biopelicula mas desarrollada, por ejemplo en la produccion de ADN
extracelular (Allesen-Holm et al., 2006), en la produccion de ramnolipidos (Davey et al., 2003) y
en el sistema RhIR/RhII que se activa durante la etapa de maduracion (Sauer et al., 2002). Con
base en esto, podemos inferir que la inhibicion de QS con AS podria afectar en el establecimiento
y desarrollo de la biopelicula en P. aeruginosa, y a su vez aumentar su sensibilidad a los

tratamientos con antibi6ticos como la TOB.

Existe una relacién proporcional entre la solubilidad del antibidtico y el efecto de la
inhibicidn del QS sobre la resistencia a éste. Se observd la mayor disminucion de la resistencia en
la TOB (70%), proponemos que se debe a que es el antibidtico mas soluble de los tres, mientras
que en el CIP al ser menos soluble se observo una disminucion del 37.5% en la resistencia. En el
caso del CLO su solubilidad es muy baja, se clasifica como antibi6tico no polar, y la resistencia
de P. aeruginosa a este antibiotico no cambi6 con la inhibicién del QS. Con esto podemos inferir
que el QS afecta algun sistema bacteriano y que el cambio en la resistencia es dependiente de la
solubilidad del antibidtico.

Los antibidticos pueden entrar a la célula dependiendo de sus caracteristicas y del
mecanismo de transporte presente en la bacteria. Los aminoglucosidos interactdan con el LPS de
la membrana externa y promueven su propia captacion por medio de canales artificiales (Taber et
al., 1987; Chopra y Ball, 1982). Sin embargo se ha encontrado que también pueden penetrar la
membrana externa por medio de porinas (Nikaido y Pages, 2012). Los aminoglucdsidos penetran
la membrana interna por transporte activo y por medio de la porina OprF (Taber et al., 1987,
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Hancock y Brinkman, 2002; Lambert, 2002). Algo similar sucede con las quinolonas, se ha
propuesto que éstas atraviesan la membrana externa e interna a través de porinas (Diver, 1989;
Bryan y Bedard, 1991) y de transporte activo (Vergalli et al., 2017). El cloranfenicol al tener una
naturaleza hidrofobica puede atravesar las membranas por medio de difusion pasiva (Chopra y
Ball, 1982; Schwarz et al., 2004). Se ha observado que antibiéticos como los aminoglucésidos y
quinolonas no causan alteraciones en la membrana, y que el desorden de ésta se presenta cuando
se administran concentraciones altas de antibidticos (Khondker et al., 2020). Una vez que los
antibioticos estan dentro de la célula, ésta los puede expulsar por medio de las bombas efectoras

de multiples antibidticos, y asi evitar que se unan a su sitio blanco.

La proporcionalidad entre la solubilidad del antibiotico y la disminucion de la resistencia
a éste por la inhibicién del QS, también podria ser explicado por la inhibicion de las bombas
efectoras de mdaltiples antibidticos. Lo anterior debido a que los antibiéticos no polares como el
CLO pueden atravesar continuamente la membrana (Chopra y Ball, 1982) por lo que su
concentracion no es afectada al 100% por las bombas, como sucede con los polares como CIP y
TOB. La adicién de autoinductores de QS en P. aeruginosa aumenta la produccion de bombas
efectoras de multiples antibidticos y también su resistencia a antibioticos polares como la
ampicilina, metronidazol y tetraciclina (Pumbwe et al., 2008). Por otro lado, la inhibicion de
estas bombas disminuye la resistencia al aztreonam (Maseda et al., 2004) y fluoroquinolonas
como el levofloxacino y ciprofloxacino, antibiéticos polares (Lomovskaya et al., 2001;
Kriengkauykiat et al., 2005) en P. aeruginosa. Las bombas presentes en P. aeruginosa estan
relacionadas con el QS, promueven la expulsién de los autoinductores (Evans et al., 1998;
Pearson et al., 1999; Parsek y Greenberg, 2000) y éstos a su vez promueven la expresion de los
genes codificantes para las bombas (Maseda et al., 2004; Pumbwe et al., 2008). Nosotros
proponemos que esta inhibicion permite la acumulacién del CIP y TOB dentro de la célula y

favorece su accion bactericida.
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Nuestra propuesta es que la inhibicion del QS ocasiona un cambio en la formacion de
biopelicula y en la expresion de las bombas efectoras de multiples antibioticos, permitiendo mas
la acumulacion de los antibioticos polares que del no polar. Para poder obtener mayor
informacidn sobre este proceso, se necesitan estudios moleculares en donde se estudie la
expresion de las bombas efectoras de multiples antibidticos, la acumulacion del antibidtico en la
celula con QS inactivo, en donde se estudie mas la interaccion del AS en la célula, y se usen
antibioticos con polaridades diferentes. No obstante nuestra propuesta es valida por que las
bacterias con inhibicion del QS disminuyeron su CMI en antibidticos polares a diferencia de las
que crecieron sin inhibicion. El cloranfenicol era el Gnico antibiotico no polar y fue el Gnico en el
que no se observé disminucion de la CMI. Sabemos que el mecanismo de accion no podria
explicar el cambio en la resistencia, porque tanto la TOB como el CLO se unen al mismo blanco,
sin embargo se observan resultados diferentes. Por Gltimo, sabemos que la presencia del AS no
tuvo un efecto negativo en el crecimiento de las bacterias por que crecieron igual que en el

control.

Usar la inhibicion del QS y los antibidticos como un tratamiento sinérgico podria ser una
solucién para el problema de la resistencia bacteriana. Podriamos aplicar este conocimiento en
tratamientos con antibidticos polares y evitarlo con antibidticos no polares. Sin embargo, seria
interesante seguir buscando si persiste la relacion entre la polaridad del antibidtico y la
resistencia, segin el método propuesto en este trabajo con diferentes tratamientos. Todavia
quedan ciertas dudas, como ;qué tipo de respuesta se obtendra de antibidticos con otras
caracteristicas? ;Se obtendra el mismo efecto en los mismos antibiéticos pero con un inhibidor de

QS diferente? o ;qué tanto se acumulan los antibioticos en bacterias con inhibicion de QS?
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CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que la inhibicion del sistema quorum
sensing ocasiona una disminucion de la resistencia en antibioticos polares en Pseudomonas
aeruginosa. Usar la inhibicion del QS y los antibioticos como un tratamiento sinérgico podria ser
una solucion para el problema de la resistencia bacteriana. Antibioticos polares como el
ciprofloxacino y la tobramicina mostraron una disminucion del 37.5 y 70 % respectivamente.
Esta disminucion de la resistencia se debe a la solubilidad de los antibioticos, contrario a lo que
se observé con el cloranfenicol, en el que la CMI no cambid por ser un antibiotico no polar. El
acido salicilico resulto ser un buen inhibidor de QS, sin embargo se recomienda hacer nuevos
experimentos con otros inhibidores y nuevos antibidticos para evaluar si esta relacién de
solubilidad-disminucion de la resistencia cambia o es similar. Finalmente, la disminucion de la
resistencia también se le atribuye a una disminucion en la expresion de las bombas efectoras de

multiples antibidticos y en la formacion de biopelicula debido a la inhibicion del QS.
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