Naturaleza y Tecnologia Taller simposio internacional

Numero Especial “ESTRATEGIAS SINTETICAS DE
ISSN 2007-672X FRONTERA EN QUIMICA ORGANICA”
Universidad de Guanajuato MEMORIAS, Noviembre 2022

“Analisis de la resistencia maltiple a drogas en aislados clinicos de Pseudomona
aeruginosa provenientes de ambientes hospitalarios”

Crespo Crespo Isaac?, Carranza Lopez Claudia Teresa?, Solorio Alvarado César Rogelio®, Deveze

Alvarez Martha Alicia®, Alba Betancourt Clara ¢, Mendoza Macias Claudia Leticia **°

2 Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, Universidad de Guanajuato; ® Departamento de
Quimica, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de
Guanajuato; ¢ Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus

Guanajuato, Universidad de Guanajuato.**Direccion de correo electrénico: cl.mendoza@ugto.mx

Resumen

Introduccion: Pseudomona aeruginosa es un agente etioldgico de las infecciones nosocomiales y que
presenta multiresistencia a antibioticos. Una estrategia para combatirla, es emplear inhibidores de
bombas de eflujo para revertir su resistencia. Materiales y Métodos: Se clasificaron aislados clinicos
de P. aeruginosa segun su grado de resistencia, se determinaron las CMI para cuatro antibioticos y se
evalud el efecto de dos inhibidores de bombas de eflujo. Resultados: Los fenotipos de resistencia de
las cepas de P. aeruginosa fueron MDR, XDR y No Multiresistente. Se determin6 la CMI para
ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina y tetraciclina. Los dos derivados de maleimidas no
tuvieron efecto en la reversion de resistencia. Discusion y Conclusiones: La resistencia a antibiéticos
de P. aeruginosa deriva de diversos mecanismos, lo cual permite considerarla como una bacteria
multiresistente, tener CMI relativamente altas y no presentar reversion de resistencia con el uso de
los inhibidores de bombas de eflujo como los derivados de maleimidas evaluados en el presente
trabajo.

Palabras clave: Pseudomona aeruginosa; Multiresistencia; Antibiéticos; Inhibidores de Bombas de

Eflujo; Reversion de Resistencia.
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resistance. One strategy to combat it, is to use efflux pump inhibitors to reverse it's resistance.

Materials and Methods: The clinical isolates of P. aeruginosa were classified according to their degree

of resistance, the MIC's were determined for four antibiotics and the effect of efflux pump inhibitors

was evaluated. Results: The resistance phenotypes of P. aeruginosa strains were MDR, XDR and

Non-Multiresistant. The MIC was determined for ciprofloxacin, chloramphenicol, gentamicin and

tetracycline. The two maleimide derivatives had no effect on resistance reversal. Discussion and

Conclusions: Antibiotic resistance of P. aeruginosa derives from various mechanisms, which allows

it to be considered as a multi-resistant bacteria, have relatively high MIC's and not to show reversion

of resistance with the use of efflux pump inhibitors as the two maleimide derivatives evaluated in this

work.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Multiresistance; antibiotics; Efflux Pump Inhibitors; Resistance

Reversal.
1. Introduccidn
1.1 Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son aquellas
patologias adquiridas en una unidad de
servicios de salud que aparecen por
primera vez tras 48 horas (0 mas) después
de la hospitalizacion o dentro de los 30
dias posteriores al alta hospitalaria. Los
agentes etioldgicos pueden ser bacterias,
virus, hongos o parasitos [Khan y col.,
2017].

1.2 Resistencia bacteriana a antibio6ticos

Uno de los mayores problemas en el
tratamiento de las infecciones

nosocomiales es el aumento de la

resistencia a antibioticos, la cual se
produce cuando un farmaco pierde su
capacidad para inhibir el crecimiento
bacteriano de forma efectiva. Las bacterias
que presentan con frecuencia esta
caracteristica y que son los principales
agentes etiologicos de estas infecciones
son Acinetobacter baumannii,
Enterobacter spp, Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona
aeruginosa Yy Staphylococcus aureus

[Navidinia, 2016].

1.3 Clasificacion de la resistencia a

multiples antibidticos

Actualmente es posible clasificar a las

bacterias de acuerdo con el grado de
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resistencia que puedan presentar. Multi-
Drug Resitance (MDR): No susceptible al
menos un agente en tres 0 mas familias de
antibioticos; Extreme-Drug Resistance
(XDR): No susceptible al menos un agente
en todas las familias de antibioticos
excepto en dos o menos; Pan-Drug
Resistance (PDR): No susceptible a todos
los agentes de todas las familias de

antibioticos [Magiorakos y col., 2012].

1.4 Pseudomona aeruginosa

multiresistente a antibiéticos

P. aeruginosa es uno de los agentes
etiologicos mas persistentes en las
infecciones nosocomiales debido a sus
mecanismos de resistencia frente a
antibidticos. Esto se debe a que esta
bacteria es capaz de expresar genes
asociados a la resistencia intrinseca, tener
mutaciones en éstos para conferir nueva
resistencia, ademas de adquirir nuevos
genes de resistencia a través de plasmidos
[Lambert, 2002].

1.5 Inhibicion de bombas de eflujo de
Pseudomona aeruginosa como estrategia
en la reversion de multiresistencia a

antibioticos
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Inhibir las bombas de eflujo es prometedor
para aumentar la  concentracién
intracelular del antibidtico, restaurar la
actividad del antibidtico contra las cepas
resistentes y minimizar el desarrollo de
nuevas cepas resistentes. Por lo que, el uso
de inhibidores de bombas de eflujo junto
con antibidticos puede reducir la
persistencia de infecciones por P.

aeruginosa [Askoura y col., 2011].

Este trabajo tiene como propdsitos la
clasificacion de la resistencia a
antibioticos, la determinacion de las
concentraciones minimas inhibitorias de
cuatro antibidticos y la evaluacion de la
posible modulacion de la resistencia
asociada a bombas de eflujo de cepas de P.
aeruginosa procedentes de aislados
clinicos de un hospital de tercer nivel de la
ciudad de Ledn, Guanajuato con base a
investigaciones previas con otros modelos

de estudio.
2. Materiales y métodos

2.1 Obtencidn y conservacion de cepas de

Pseudomona aeruginosa

Se obtuvieron tres cepas de P. aeruginosa
identificadas como PA54 AB, PA238
URO y PA255 URO de diversas muestras

28



Naturaleza y Tecnologia
Numero Especial

ISSN 2007-672X
Universidad de Guanajuato

clinicas de un hospital de tercer nivel de la
ciudad de Lebn, Guanajuato. Estos
aislados clinicos se cultivaron en medio
agar sangre (Becton Dickinson) para luego
conservarse a -70°C en medio Louria
Bertani (Becton Dickinson) y glicerol 10%

(v/v) para posteriores ensayos.

2.2 Clasificacion de la resistencia de

aislados clinicos de Pseudomona

aeruginosa

Los perfiles de susceptibilidad fueron
realizados en el HRAEB, los cuales se
complementaron con otros antibi6ticos
evaluados mediante la técnica de Kirby —

Bauer [Lopez y col., 2017].

En funcién del perfil de susceptibilidad
para cada cepa de P. aeruginosa y de
acuerdo con los criterios establecidos para
clasificar a las bacterias multiresistentes,
se caracterizaron las tres cepas, segun
fuera, como MDR, XDR, PDR y No
Multiresistente [Magiorakos y col., 2012].

2.3 Determinacion de la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI)

A partir de los cultivos conservados en
medio Louria Bertani y glicerol 10% (v/v),
se inocularon a placas con agar sangre

(Becton Dickinson) para incubarlas por 48
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horas a 37°C. Se empled la técnica de
microdilucion en placa de 96 pozos con
medio Mueller — Hinton Broth (Becton
Dickinson) y se realizaron diluciones

dobles seriadas para los antibidticos

ciprofloxacino  (Sigma -  Aldich),
cloranfenicol ~ (Sigma -  Aldrich),
gentamicina (Sigma - Aldrich) vy

tetraciclina (Sigma - Aldrich), en un rango
de concentracion de 4 a 256 pg/ml,
excepto para cloranfenicol que fue de 4 a
1024 pg/ml, de acuerdo con el documento
MO7 — A9 del CLSI [Edition, 2012].

2.4 Efecto de derivados de maleimidas en
la modulacion de resistencia asociada a

bombas de eflujo

Se determind la CMI para los antibidticos
ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina
y tetraciclina, con el método ya descrito,
en combinacion con dos moléculas
derivadas de maleimidas, previamente
seleccionadas. Una vez ajustada la
D.0.630nm bacteriana a 0, 04, se pre-
incubd cada molécula a una concentracion
de 10 pg/ml, por 15 min a 37°C,
posteriormente se procedié a montar el
ensayo para determinar la CMI como se
describi6  anteriormente. El  efecto
modulador se observa cuando hay una
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disminucion en la CMI para el antibiotico
en presencia de los derivados de
maleimidas [Reyes-Gualito, 2018].

3. Resultados y discusion

3.1 Clasificacion de la resistencia de

aislados clinicos de Pseudomona

aeruginosa

A partir de la informacién disponible de la
susceptibilidad de cada una de las tres
cepas de P. aeruginosa y con base a los
criterios internacionales para clasificar a
las  bacterias  multiresistentes,  se
propusieron los posibles fenotipos de
resistencia para estas cepas (Tabla 1)
[Magiorakos, 2012; Lopez y col., 2017].
Cuando una infeccion nosocomial es
causada por P. aeruginosa, es comun que
estas  cepas  presenten  mudltiples
resistencias a antibidticos, segun lo
sefialan algunos estudios, el fenotipo mas
frecuente es XDR, seguido por el MDR y
por ultimo el PDR, aunque esto puede
variar de acuerdo con la region [Aguilar y

col., 2017].

3.2 Determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)

Se evaluaron cuatro antibidticos que son

sustrato de bombas de eflujo descritas en
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P. aeruginosa [Aeschlimann, 2003]. La
bomba de eflujo MexA — MexB OprM se
expresa de manera constitutiva, mientras
que, las bombas de eflujo MexC — MexD
— Oprd, MexE — MexF — OprN y MexX —
MexY — OprM se expresan de manera
inducible [Li y col., 2015]. Los resultados
de la determinacion de CMI se observan en
la Tabla 2. En el caso de la cepa
identificada como P54 AB presenta
resistencia a ciprofloxacino en el punto de
corte, se debe posiblemente a que esta cepa
ha desarrollado poca resistencia a los
antibioticos de la  familia  de
fluoroquinolonas a través de
modificaciones en el sitio de accion
(DNAgirasa y topoisomerasa V), por
plasmidos  transferibles (PMQR) o
mutaciones en genes que regulan la
expresion de bombas de eflujo y la
disminucion de la expresion de porinas de
la membrana externa, ya que estos
mecanismos son los que se asocian a la
resistencia a las fluoroquinolonas en P.
aeruginosa [Patel y col., 2015; Yang y col.,
2015]. El hecho que las cepas identificadas
como PA238 URO y PA255 URO
presentaran CMI relativamente altas para
ciertos antibioticos (Tabla 2), se debe a

que P. aeruginosa cuenta con otros
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mecanismos de resistencia distintos a
bombas de eflujo [Lambert, 2002]. Por
ejemplo, los mecanismos descritos
anteriormente para la resistencia a la
familia de antibidticos fluoroguinolonas,
asi como la resistencia intrinseca a
cloranfenicol y tetraciclina, la cual es
mediada principalmente por la bomba de
eflujo MexA — MexB - OprM y en
concentraciones debajo de la CMI se
genera la sobreexpresion de la bomba de
eflujo MexX — MexY — OprM [Morita y
col., 2013; Yang y col., 2015].

3.3 Efecto de derivados de maleimidas en
la modulacion de resistencia asociada a

bombas de eflujo

Previamente, se identificaron cinco
moléculas de derivados de maleimidas con
efecto modulador en la resistencia
asociada a bombas de eflujo tanto en
Bacillus subtilis, como en otras bacterias
gramnegativas  [Reyes-Gualito, 2018;
Aguilar-Granados, 2017]. En el presente
trabajo se evaluaron dos de esas cinco
moléculas (M10 y M11) en cepas de P.
aeruginosa y como se puede observar en
la Tabla 2, no existi0 modulacion de
resistencia asociada a bombas de eflujo, lo
cual se debe posiblemente a que las
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bombas de eflujo de B. subtillis y P.

aeruginosa  pertenecen a  familias
diferentes de acuerdo a su estructura y
funciones, por lo que, si hubo efecto en el
primero de los modelos de estudio, no
necesariamente podria ocurrir en el
segundo, ademas que los otros
mecanismos de resistencia a antibioticos
de P. aeruginosa distintos a bombas de
eflujo, no permiten observar si existe un
efecto de reversion en la resistencia con el
uso de estos dos derivados de maleimidas

[Lambert, 2002; Sun 'y col.., 2014].
4. Conclusiones

Los datos obtenidos de CMI para los
antibidticos evaluados confirman la
presencia de bombas de eflujo tanto
inducibles como constitutivas, presentes
en los aislados clinicos evaluados de P.
aeruginosa. Ante la ausencia de efecto
modulador de las moléculas M10 y M11,
no permite usarlas como inhibidores de
bombas de eflujo en esta bacteria

multiresistente.
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FIGURAS Y TABLAS
Tabla 1. Fenotipo de resistencia para los aislados clinicos de P. aeruginosa.
Categoria de Antibiético Agente antibidtico PA54 AB | PA238 URO [ PA255 URO
Amikacina NS NS S
NS Gentamicina NS NS NS
Aminoglicosidos Nefilmicina ND ND ND
Tobramicina S NS ND
Imipenem S NS ND
Carbapenems Meropenem S NS NS
Doripenem ND ND ND
. Cefepime S S NS
Cefalosporinas Ceftazdime S S NS
; Ciprofloxacino NS NS NS
Fluoroquinolonas Levofloxacino NS NS NS
- . L I Piperacilina-tazobactam S S NS
Penicilinas antipseudomonas + inhibidores de B-lactamasas Ticarclina-acido clavulanico ND ND ND
Monobactams Aztronam ND ND ND
Acido Fosférico Fosfomicina ND ND ND
- Colistina ND S ND
Polimixinas Polimixina B ND ND ND
Posible fenotipo de resistencia NA MDR XDR

NA: No multiresistente, MDR: Multi- Drug Resistance, XDR: Extreme-Drug Resistance,
PDR: Pan-Drug Resistance, NS: No susceptible, S: Susceptible, ND: No determinado.

Tabla 2. Efecto en la modulacion de la resistencia a antibioticos en aislados clinicos de P.

aeruginosa de dos derivados de maleimidas.

Cepa PA54 AB PA238 URO PA255 URO
CcMI CMI+ | CMI+ CMI CMI+ | CMI+ CMI CMI+ | CMI+
PIEME EMEEIOGD | o)) (pl\g/ﬁl) (H“S/lrﬁu) (ug/ml) (H“S/lrgu) (H“S/lrﬁu) (ug/ml) (H“S/lrgu) (pl\g/lnil)
Ciprofloxacino <4 <4 <4 32 32 32 > 256 > 256 > 256
Cloranfenicol 32 32 32 > 256 > 256 > 256 > 1024 > 1024 > 1024
Gentamicina 64 64 64 16 16 16 32 32 32
Tetraciclina 16 16 16 64 64 64 > 256 > 256 > 256

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria, M10: Inhibidor Molécula 10, M11

: Inhibidor Molécula 11.
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