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RESUMEN

Introduccién. A escala mundial, se ha observado la aparicién de
cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes durante las
ultimas décadas. Este patdgeno oportunista produce mecanis-
mos de resistencia a diversos antibiéticos. La resistencia a carba-
penémicos en cepas de P. aeruginosa se ha asociado con la for-
macion de biopeliculas bacterianas, favorecidas por la presencia
de exopolisacaridos (EPS) embebidos en una matriz extracelular
y por la produccion de los pili tipo IV (T4P). El objetivo de este
trabajo fue evaluar la formacion de biopeliculas en cepas clinicas
aisladas en el Hospital Infantil de México Federico Gomez de P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos, a través de la cuantifi-
cacioén de los expolisacaridos totales-reductores y su asociacion
con la expresion fenotipica de los T4P.

Métodos. Se realizaron ensayos de susceptibilidad antibiética por
el método de Kirby-Bauer en 92 cepas clinicas de P. aeruginosa.
Asimismo, se determind la concentracién minima inhibitoria (MIC)
para imipenem (IMP) y meropenem (MEM) por el método de di-
lucién seriada en placas con agar con un replicador de Steers.
La produccién de metalo-B-lactamasas fue determinada mediante
la técnica de difusion en disco y de sinergismo. Las biopeliculas
fueron realizadas en cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos, a través de la cuantificacion de cristal violeta,
azucares totales (antrona) y azucares reductores (DNS), ademas
de la expresion fenotipica de los T4P por la actividad de twitching
motility. La diversidad genética de las cepas formadoras de bio-

ABSTRACT

Background. In recent years, the worldwide emergence of mul-
tidrug-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa has been
observed. This opportunistic pathogen produces mechanisms of
resistance to several antibiotics. The resistance to carbapenems
in P. aeruginosa strains has been associated with bacterial biofilm
formation, favored by the presence of exopolysaccharides (EPS)
embedded in an extracellular matrix and to the production of type
IV pili (T4P). We undertook this study to assess biofilm formation
in clinical strains of P. aeruginosa resistant to carbapenems iso-
lated at the Hospital Infantil de Mexico Federico Gomez (HIMFG)
through quantification of total-reducing EPS and its association
with the phenotypic expression of T4P.

Methods. Antibiotic susceptibility tests were performed using
the Kirby-Bauer method in 92 clinical isolates of P. aeruginosa;
likewise, the minimum inhibitory concentration (MIC) was deter-
mined for imipenem (IMP) and meropenem (MEM) by the serial
dilution method in agar plates with a Steers replicator. Production
of metallo-B-lactamase (MBL) was determined by the disk diffu-
sion method and synergism. Biofilm formation was performed
in clinical isolates of P. aeruginosa resistant to carbapenems
through the quantification of crystal violet, total sugar (anthrone),
and reducing sugar (DNS), in addition to the phenotypic expres-
sion of T4P activity of twitching motility. The genetic diversity of
strains forming biofilm and producing reducing sugars was eval-
uated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
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peliculas y productoras de azucares reductores fue evaluada me-
diante la técnica de electroforesis de campos pulsados (PFGE).
Resultados. El 30.4% (28/92) de las cepas de P. aeruginosa de origen
pediatrico fueron recuperadas de la sala de cirugia y el 50% (46/92)
de muestras de orina. Los resultados por Kirby-bauer mostraron que
mas de 50% de la cepas de P. aeruginosa fueron resistentes a 12
diferentes antibioticos. La MIC a los carbapenémicos fue de 64 pg/ml,
con 43.1% (25/58) para MEM y 56.8% (33/58) para IMP. Asi mismo,
la produccion de metalo-B-lactamasas fue observada en 43% (25/58)
para MEM, 2% (1/58) para IMP y 12% (7/58) para ambas. Los analisis
mostraron que 82% (48/58) de las cepas de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos fueron altas formadoras de biopeliculas. De éstas,
46.5% (27/58) mostraron concentraciones de EPS totales de 2000 a
6000 pg/ml y 27.5% (16/58) mostraron concentraciones de EPS re-
ductores de 316 a 1108 ug/ml; ademas, 75% (44/58) de estas cepas
mostraron actividad fenotipica de twitching matility.

Conclusiones. La deteccion de azucares totales, azucares re-
ductores y el fendmeno de twitching motility son factores que
favorecen el desarrollo de las biopeliculas en cepas clinicas de
P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Los datos sugieren
que estos factores estan involucrados en la formacion de biope-
liculas que confieren a la bacteria la capacidad para sobrevivir,
persistir y colonizar a su hospedero.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, cepas clinicas,
resistencia a antibioéticos, biopeliculas, pili.

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo
aerobio, considerado un patégeno oportunista. Es un mi-
croorganismo altamente versatil, capaz de tolerar condi-
ciones bajas de oxigeno. Puede sobrevivir con bajos nive-
les de nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a
42°C.! Estas caracteristicas le permiten adherirse, sobrevi-
vir en equipos médicos y en otras superficies hospitalarias.
Lo anterior favorece el inicio de infecciones nosocomia-
les en pacientes inmunocomprometidos.!? P. aeruginosa
puede causar neumonias, infecciones del tracto urinario y
bacteriemias, asi como una alta morbilidad y mortalidad
en pacientes con fibrosis quistica, debido a las infecciones
crénicas que eventualmente conducen a un dafio a nivel
pulmonar e insuficiencia respiratoria. Las infecciones por
P. aeruginosa son dificiles de erradicar debido a su ele-
vada resistencia intrinseca, ademas de su capacidad para
adquirir resistencia a diversos antibio6ticos.?

P. aeruginosa produce diversos mecanismos de re-
sistencia a antibioticos, como b-lactamasas de amplio
espectro, metalo-B-lactamasas (MBL), alteracion de las
proteinas fijadoras de penicilina (PBP), mutacion de po-
rinas, modificacion enzimatica plasmidica, mutacion de

Results. There were 30.4% (28/92) of P. aeruginosa strains of
pediatric origin and 50% (46/92) of urine samples that were re-
covered from the operating room. The results using the Kirby-
Bauer method showed that >50% of P. aeruginosa strains were
resistant to 12 different antibiotics. The MIC to carbapenems
was 64 pg/ml, with 43.1% (25/58) for MEM and 56.8% (33/58)
for IMP. Likewise, MBL production was observed in 43% (25/58)
for MEM, 2% (1/58) for IMP, and 12% (7/58) for both. Qualita-
tive and quantitative analysis showed that 82% (48/58) of P.
aeruginosa strains resistant to carbapenems were high biofilm
formers using the crystal violet method. Of the high biofilm form-
ing strains, 46.5% (27/58) showed concentrations of total EPS
between 2000 and 6000 pg/ml and 27.5% (16/58) showed con-
centrations of reducing EPS between 316 and 1108 pg/ml. In ad-
dition, 75% (44/58) of these strains showed phenotypic activity
of twitching motility.

Conclusions. Detection of total sugars, reducing sugars, and
the phenomenon of twitching motility are factors that promote
the development of biofilms in clinical strains of P. aeruginosa
resistant to MBL producers to carbapenems. Our data suggest
that these factors are involved in biofilm formation, which con-
fer bacterium with the ability to survive, persist, and colonize
its host.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, clinical isolates,
antibiotic resistance, biofilms, pili.

ADN-girasas y bombas de expulsiéon activa.*> Los car-
bapenémicos (imipenem y meropenem) son antibidticos
de amplio espectro empleados para el tratamiento de in-
fecciones nosocomiales producidas por P. aeruginosa. La
resistencia especifica a carbapenémicos es atribuida a la
falta de permeabilidad en la porina (OprD), a un incre-
mento en la expresion de las bombas de expulsion activa
(MexAB-OprD) y a la produccién de metaloenzimas.>”

P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos esté aso-
ciada con la produccion de metaloenzimas y tiene la capa-
cidad para hidrolizar todos los antibidticos B-lactamicos,
excepto el aztreonam; ademas, es responsable de los bro-
tes intrahospitalarias en centros terciarios.310 Tres gru-
pos de MBL han sido identificados: clase A (dependientes
de serina e inhibidas parcialmente por el acido clavulani-
co, son inducibles y no transferibles), clase B (dependien-
tes de zinc, inhibidas por el EDTA, inducibles o asociadas
a plasmidos conjugativos) y clase C (oxacilinasas).®’

La resistencia a diversos antibioticos y sustancias con
actividad antimicrobiana ha sido asociada con la forma-
cion de biopeliculas bacterianas, asi como la fagocitosis
por componentes del sistema inmune adaptativo.!! Asi
mismo, diversas infecciones nosocomiales producidas por
P. aeruginosa han sido relacionadas con su capacidad para
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desarrollar biopeliculas; las cuales, estan embebidas en una
matriz extracelular formada por proteinas de membrana ex-
terna, pili, exopolisacéridos (EPS) y 4cidos nucleicos.'? Los
componentes de los EPS involucrados en la formacion de
biopeliculas de P. aeruginosa estan codificados principal-
mente por diversos genes que se encuentran localizados en
tres operones independientes: algU, psl y pel.!>!3

Los pili tipo IV (T4P) producidos por P. aeruginosa
presentan un movimiento independiente del flagelo a tra-
vés de una superficie solida, por una accion de relajacion y
contraccion, llamado twitching motility. Los T4P han sido
asociados con la formacion de biopeliculas, un evento
esencial en la colonizacion del hospedero.'#1¢ Estas es-
tructuras filamentosas, localizadas en un polo de la bacte-
ria, estan involucradas en diversos mecanismos, como la
adhesion a células humanas, formacion de microcolonias,
agregacion bacteriana, receptor por fagos, evasion de la
respuesta inmune y sefializacion celular. 618

En las Gltimas décadas, mundialmente se ha observado
la aparicion de cepas de P. aeruginosa resistentes a los
carbapenémicos de uso comun en el tratamiento de infec-
ciones asociadas con este patdgeno.’ El objetivo de este
trabajo fue evaluar la formacion de biopeliculas en cepas
clinicas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos
aisladas en el Hospital Infantil de México Federico Go-
mez (HIMFGQG), a través de la cuantificacion de los expoli-
sacaridos (EPS) totales-reductores y su asociacion con la
expresion fenotipica de los T4P.

METODOS

Cepas bacterianas

Un total de 92 cepas de P. aeruginosa fueron seleccionadas
y aisladas de muestras clinicas de pacientes pediatricos del
HIMFG, durante el periodo de febrero de 2008 a enero de
2009. La identificacion fenotipica de estas cepas se realizo
mediante el sistema automatizado Vitek® (bioMérieux),
en el Laboratorio Clinico Central y mediante pruebas bio-
quimicas convencionales, en el Laboratorio de Bacterio-
logia Intestinal del HIMFG. La identificacion bioquimica
se baso en la produccion de catalasa-oxidasa, presencia de
pigmentos (piocianina y pioverdina), crecimiento en citra-
to de sodio, crecimiento a 42°C, reduccidon de nitratos e
hidrolisis de arginina. Las cepas fueron cultivadas en agar
BHI (Brain Heart Infusion) (Becton, Dickinson, France) y
conservadas en leche descremada a -70°C.

Pruebas de susceptibilidad a antibioticos

Los ensayos de susceptibilidad a antibidticos se realizaron
por el método de difusion en disco de papel filtro (Kirby-
Bauer) de acuerdo con la CLSI-2012 (Clinical Laboratory
Standard Institute). Cinco colonias de cada cepa fueron
cultivadas en caldo Mueller Hinton (MH) (Oxoid, Basings-
toke, Hampshire, England) a 37°C con agitacion constante
de 2 a 5 horas hasta alcanzar una densidad optica equiva-
lente a 0.5 en la escala de McFarland (NMF). A partir de
la suspension bacteriana se realizé una siembra masiva en
placas con agar MH utilizando un hisopo estéril. Inmedia-
tamente, se colocaron los discos de los antibioticos en las
placas inoculadas y se incubaron a 37°C por 24 horas.

Para los ensayos de susceptibilidad se evaluaron un
total de 12 antibiodticos: piperacilina-tazobactan (100/10
ug), ticarcilina-clavulanico (75/10 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 pg), cefepime (30 pg),
aztreonam (30 pg), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5
pg), levofloxacina (5 pg), meropenem (10 pg) e imipenem
(10 pg) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). Los
halos de inhibicion se determinaron y compararon con los
cuadros de referencia, de acuerdo con la CLSI-2012. La
sensibilidad o resistencia para cada cepa fue reportada con
base en los criterios establecidos por la CLSI-2012. Las ce-
pas Escherichia coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC
27853 (American Type Culture Collection, Rockville USA)
fueron utilizadas como controles de calidad.

Determinacién de la MIC a carbapenémicos

La concentracion minima inhibitoria (MIC) fue determina-
da para las cepas de P. aeruginosa resistentes a imipenem
(IMP) y meropenem (MEM) por el método de dilucion
seriada en placas con agar MH, utilizando un replicador
Steers, de acuerdo con la CLSI-2012. Diluciones seriadas
por triplicado de los antibioticos (IMP y MEM) se utili-
zaron en un rango de 0.031 a 512 pg/ml. Una suspension
bacteriana ajustada a una concentracion de 1.5 x 108 bac-
terias/ml se coloco en los pozos del Steers y se replicé en
placas con agar MH con las diluciones de los antibioticos.

Identificacion de cepas de P. aeruginosa
productoras de metalo-g-lactamasas

Se emplearon las técnicas de difusion en disco y de sinergis-
mo para evaluar la presencia de MBL, utilizando dos discos
de IMP (10 pg) y dos de MEM (10 pg); un disco con cada
antibiotico fue impregnado con 10 ul de EDTA (0.5 M).
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Como control de reactivo se utilizé un disco con EDTA y
sin antibidtico. Los discos se colocaron en una placa de agar
MH conteniendo un césped de una suspension bacteriana
ajustada a una concentracion de 1.5 x 108 bacterias/ml. Las
cepas de P. aeruginosa con halos > 7 mm de diametro de
diferencia entre los discos de IMP+EDTA e IMP sin EDTA
se consideraron como productoras de MBL.!°

En la prueba de sinergismo se colocaron discos de IMP
y MEM a una distancia de 1.5 cm con respecto a un segun-
do disco blanco impregnado con 10 ul de EDTA 0.5 M; se
incubaron a 37 °C por 24 horas. Un incremento del halo de
inhibicion hacia el disco de EDTA fue considerado como
una prueba positiva. La cepa de P. aeruginosa ATCC 27853
fue utilizada como control negativo y una cepa clinica pro-
ductora de MBL (IMP y MEM), como positivo.?

Formacion de biopeliculas de cepas clinicas

de P. aeruginosa

Se realizaron analisis cualitativos y cuantitativos de las bio-
peliculas producidas por cepas clinicas de P. aeruginosa, de
acuerdo con el protocolo descrito por Xicohtencatl-Cortes y
colaboradores.'* Las cepas clinicas de P. aeruginosa se in-
cubaron para su crecimiento en caldo soya-tripticasa (TSB),
a 37°C y por 24 horas. Para la formacion de biopeliculas,
se inocularon placas de 24 pozos conteniendo 1 ml de TSB,
con 50 pl (1.5 x 10® bacterias/ml) de una suspension bacte-
riana de cada una de las cepas de P. aeruginosa e incubadas
a 37°C y por 24 horas. Las biopeliculas se lavaron con PBS
(Phosphate Buffered Saline, solucion amortiguadora de fos-
fatos) pH 7.4 y se fijaron con formalina al 2% a 4°C por toda
la noche. Posteriormente, la solucion fijadora se removio con
PBS y las peliculas se tifieron con 1 ml de cristal violeta al
1% por 15 min. Se eliminé el exceso de cristal violeta y se
afiadi6 1 ml de metanol al 70% para la cuantificacion de las
biopeliculas a una densidad optica de 600 nm (DO, ). Asi
mismo, las biopeliculas, contenidas en cubreobjetos de vidrio
de 12 mm de didmetro, se montaron sobre portaobjetos y se
visualizaron con un microscopio de luz a 100X. Los ensayos
fueron realizados por triplicado en tres tiempos diferentes. P.
aeruginosa ATCC 27853 y E. coli K-12 HB101 se utilizaron
como controles positivo y negativo, respectivamente.

Determinacion de carbohidratos totales

en biopeliculas de P. aeruginosa

Se determin6 la produccion de carbohidratos totales en
las biopeliculas de las cepas clinicas de P. aeruginosa

resistentes a carbapenémicos. Estas fueron desarrolladas
por triplicado en placas de 24 pozos, como se describio
previamente. Una suspension bacteriana de 0.5 ml de las
biopeliculas de cada una de las cepas clinicas de P. aeru-
ginosa fue resuspendida en 1.5 ml de una solucién de an-
trona fria al 2% en acido sulfurico. La mezcla de reaccion
se incubo a punto de ebullicion por 10 min y se leyo con
un espectrofotometro a 600 nm. Para determinar la con-
centracion de los azucares totales, los datos obtenidos se
extrapolaron en una curva tipo de glucosa de 0-10,000 ug/
ml, previamente estandarizada.!”

Determinacion de carbohidratos reductores

en biopeliculas de P. aeruginosa

Se determinaron por triplicado los carbohidratos reduc-
tores en las cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos, por el método de DNS (acido 3,5-dini-
trosalicilico). Los ensayos se realizaron preparando una
mezcla de reaccion con 5 g de DNS y 150 g de tartrato
doble de sodio-potasio, disueltos en 250 ml de agua des-
tilada caliente. Inmeditamente, se adicionaron 100 ml de
hidroxido de sodio 2 N y se afor6 a un volumen de 500 ml
con agua destilada. Una suspension de 1.5 ml de las biope-
liculas formadas por las cepas clinicas se mezcld con 2 ml
de NaOH 2 N y se incubd en bafio maria por 15 min, para
la obtencion una lisis alcalina. Posteriormente, se mezclo
una alicuota de 0.5 ml de la lisis alcalina con 0.5 ml de la
solucion de DNS. La mezcla se incubo por 10 min en baiio
maria y se leyo con el espectrofotometro a 600 nm. Los
resultados obtenidos se extrapolaron en una curva tipo de
glucosa de 0-2,000 pg/ml, previamente estandarizada.'®

Ensayos de twitching motility en la formacion

de biopeliculas

El procedimiento para determinar el fenomeno de twitching
motility en las cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes a car-
bapenémicos, se realizd de acuerdo con el protocolo descrito
por Xicohtencatl-Cortes y colaboradores.'* Previamente, las
cepas se crecieron en agar TSA (Agar Soya y Tripticasa), a
37°C y por 24 horas. Una colonia de cada cepa fue inoculada
verticalmente en cada pozo de medio PPLO (Pleuropneumo-
nia-like organism broth) al 1% de agar bacteriologico. Las pla-
cas se incubaron a 37°C por 24 horas y los halos observados se
midieron para indicar la produccion de twitching motility. Las
cepas de P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli K-12 HB101
fueron los controles positivo y negativo, respectivamente.
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Electroforesis en gel

por campos pulsados (PFGE)

Para determinar los perfiles de PFGE, se seleccionaron 16
cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémi-
cos, con una alta produccion de EPS reductores asociados
con su capacidad para desarrollar biopeliculas. La extrac-
cion de ADN se realizé en bloques de agarosa, de acuerdo
con el protocolo descrito por Morales-Espinosa y colabo-
radores.?’ Se mezclaron 150 pl de una suspension bac-
teriana con 150 ul de agarosa de bajo punto de fusion al
1.8%. El bloque de fusién generado se incubd con 1.5 ml
de una solucion de lisis EC [Tris-HCl 1 M (pH 8.0), NaCl
1 M, EDTA 0.5 M (pH 8.0), desoxicolato de sodio 0.5%,
N-lauril-sarcosinato de sodio 12.5%, RNasa 5 mg/ml y li-
sozima 10 mg/ml] a 37°C y por 24 horas. Posteriormente,
los bloques se incubaron en una solucién ESP [Tris HCI
10 Mm (pH 7.4), EDTA 1 Mm, N-lauril- sarcosinato de
sodio 0.25% y proteinasa K 0.1 mg/ml]. Finalmente, los
bloques se lavaron siete veces con una solucion de TE en
frio [Tris-HCI 10 Mm (pH 8.0), EDTA 1 Mm (pH 8.0)] y
y se mantuvieron en la misma solucion a 4°C. Los bloques
se trataron con 3 ml de la enzima de restriccion Spel (30 U)
y se incubaron a 37°C por toda la noche.?® Los fragmentos
de digestion se separaron mediante un CHEF-Mapper (Bio-
rad®), utilizando un gel de agarosa al 1% tefiido con 1.0 mg/
ml de bromuro de etidio. El corrimiento se realizo con TBE
0.5% (Tris-borato-EDTA) a 10°C y con pulsos de 2-50 s
por 20 horas a 6 V/cm.?° El tamafio de los fragmentos obte-
nidos se estimo6 utilizando un marcador de peso molecular
Lambda Ladder PFGE (Biolabs). El andlisis de los patro-
nes de PFGE se realizo empleando el programa NTSYS-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System,
version 2.0). Para expresar en el dendrograma la similitud
entre las cepas, se estimo el coeficiente de similitud de Jac-
card y el agrupamiento, mediante el método UPGMA (Un-
weighted Pair-Group Method Using Arithmetic Average).
Los patrones de PFGE generados se interpretaron con base
en los lineamientos de Tenover y colaboradores.?!

RESULTADOS

P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en
el ambiente y es considerada un patégeno oportunista.
Se caracteriza principalmente por colonizar pacientes
inmunocomprometidos. En este estudio se seleccionaron
92 cepas clinicas de P. aeruginosa, aisladas de pacientes

pediatricos del HIMFG durante el periodo de febrero de
2008 a enero de 2009. Mediante el sistema ViteK® (bio-
Meérieux) y pruebas bioquimicas convencionales se iden-
tificaron las cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes
pediatricos de diferentes salas de servicio: 30.4% (28/92)
de la sala de cirugia, 16.3% (15/92) de la unidad de terapia
intensiva pediatrica, 10.8% (10/92) de la sala de pediatria,
9.7% (9/92) de urgencias, 7.6% (7/92) de terapia quirargi-
ca, 7.6% (7/92) de nefrologia, 4.3% (4/92) de oncologia,
3.3% (3/92) de terapia de urgencias, 3.3% (3/92) de neuro-
cirugia, 3.3% (3/92) terapia intermedia'y 3.3% (3/92) de la
unidad de cuidados intensivos neonatales (Figura 1A). Asi
mismo, las cepas de P. aeruginosa fueron recuperadas de
diferentes muestras clinicas: 50% (46/92) de orina, 31.5%
(29/92) de sangre venosa, 6.5% (6/92) de catéter, 6.5%
(6/92) de sonda, 3.2% (3/92) de broncoaspirado y 2.1%
(2/92) de cultivo de herida quirtrgica (Figura 1B).

Los resultados obtenidos por el método de Kirby-
Bauer en las 92 cepas clinicas de P. aeruginosa mostraron
una mayor resistencia, de 50%, a 12 antibioticos proba-
dos: aztreonam (63%), gentamicina (64.1%), ciprofloxaci-
na (64.1%), levofloxacina (66.3%), ceftazidima (64.1%),
ceftriaxona (66.1%), cefotaxima (75%), cefepime (63%),
ticarcilina-clavulanico (73.9%) y piperacilina-tazobactam
(63%) (Figura 2A). E1 63% de las cepas fueron identifica-
das como multirresistentes, debido a que mostraron resis-
tencia por lo menos a 3 grupos diferentes de antibidticos
(Figura 2A). Asi mismo, se observo una resistencia de
63% (58/92) a IMP, 60.8% (56/92) a MEM vy una resis-
tencia intermedia de 2.17% a MEM. Por otro lado, 1a MIC
para MEM e IMP mostré que 63% (58/92) de las cepas
clinicas de P. aeruginosa fueron resistentes a carbapené-
micos, confirmando los resultados obtenidos con los perfi-
les de resistencia por Kirby-Bauer (Figura 2).

La MIC observada en las cepas clinicas de P. aerugi-
nosa fue de 43.1% (25/58) a MEM y 56.8% (33/58) a IMP,
con una concentracion de 64 mg/ml del antibidtico. Ade-
mas, 8.6% (5/58) de las cepas mostraron una MIC > 256
pg/ml a MEM (Figura 2B). La produccion de MBL en las
cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos, con
el método de difusion en disco (con y sin EDTA) y de si-
nergismo con doble disco, mostraron resultados similares:
43% (25/58) de las cepas fueron negativas a la produccion
de ambas MBL, 43% (25/58) fueron productoras de MBL
para MEM, 2% (1/58) de MBL para IMP y 12% (7/58) a
ambas MBL (Figura 2C).
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Figura 1. Identificacion de cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes y sensibles, en diferentes areas de servicio (A) y tipos de muestra
(B). C: cirugia, UTIP: unidad de terapia intensiva pediatrica, PED: pediatria, UR: urgencias, TQ: terapia quirdrgica, NF: nefrologia, ONCO:
oncologia, TUR: terapia de urgencias, NC: neurocirugia, Tl: terapia intermedia y UCIN: unidad de cuidados intensivos neonatales.

Se realizaron analisis cualitativos y cuantitativos de las
biopeliculas en las cepas clinicas de P. aeruginosa, tnica-
mente para las 58 cepas resistentes a carbapenémicos. El
82.7% (48/58) de las cepas clinicas de P. aeruginosa mostra-
ron valores de absorbancia de 8.8 a 212 de DOy, .. Estas se
consideraron como altas formadoras de biopeliculas (Cuadro
1). Por otro lado, el 15.5 % (9/58) de las biopeliculas con
valores de absorbancia de 4.4 a 8.7 de DOy, . se conside-
raron como medianas formadoras de biopeliculas. El 1.7%
(1/58) con valores de absorbancia de 1.0 a 4.3 de DO, .,
como bajas productoras de biopeliculas (Cuadro 1). De ma-
nera interesante resultd que 55% (32/58) de las cepas de P.
aeruginosa altas formadoras de biopeliculas fueron aisladas
principalmente de muestras de orina, 10.3% (6/58) de sonda,
6.8% (4/58) de sangre, 3.4% (2/58) de catéter, 3.4% (2/58)
de broncoaspirado y 3.4% (2/58) de herida quirtrgica (Fi-
gura 3A). Una cepa (1/58) baja formadora de biopeliculas
fue identificada en sangre. Las cepas medianas formadoras
de biopeliculas fueron encontradas en diferentes porcentajes:
8.6% (5/58) en muestras de orina, 1.7% (1/58) en sangre,
3.4% (2/58) en catéter y 1.7% (1/58) en broncoaspirado (Fi-
gura 3A). Los andlisis cualitativos de las cepas clinicas de
P. aeruginosa bajas, medianas y altas, mostraron diferentes
niveles de formacion de biopeliculas cuando se observaron
por microcopia de luz a 100X (Figura 3B). La cepa de labora-
torio K-12 HB101 no productora de biopelicula fue utilizada
como control negativo (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de los
exopolisacaridos totales de las biopeliculas con el método

de antrona se extrapolaron en una curva tipo de glucosa de
0-10,000 pg/ml con un coeficiente de correlacion lineal r =
0.9924, previamente estandarizada (datos no mostrados).
De acuerdo con el andlisis de las biopeliculas de las cepas
clinicas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos se
clasificaron, en funcion de la cantidad de EPS detectado,
en tres grupos: 18.9% (11/58) como bajas productoras de
EPS con una concentracion entre 40-577 pg/ml, 34.4%
(20/58) como medianas productoras de EPS con una con-
centracion entre 578-2000 pg/mly 46.5% (27/58) como al-
tas productoras de EPS con una concentracion entre 2001-
6000 pg/ml (Cuadro 1). Por otro lado, la cuantificacion de
los azucares reductores fue determinada por el método de
DNS, utilizando una curva tipo de glucosa de 0-2,000 pg/
ml con un coeficiente de correlacion lineal de r= 0.9631.
El 27.5% (16/58) de las biopeliculas fueron consideradas
como altas productoras de EPS reductores, con valores de
316-1,108 pg/ml; el 27.5% (16/58), medianas producto-
ras de EPS reductores, con valores de 207-315 ug/ml; y
44.8% (26/58) bajas productoras de EPS reductores, con
valores de 83-206 pg/ml (Cuadro 1).

La formacion de twitching motility fue determinada en
58 cepas clinicas de P. aeruginosa resistentes a carbapené-
micos. Los resultados mostraron que 75.8% (44/58) de las
cepas produjeron halos de diferentes diametros, indicando
la presencia de los T4P (Figura 4). Interesantemente, 53.4%
(31/58) de las cepas aisladas de orina mostraron actividad
de twitching motility, guardando una alta correlacion con la
formacion de biopeliculas (55%) por cristal violeta (Figu-
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ra 3). Ademas, este mismo fendmeno se observo en bajos
porcentajes en cepas aisladas de catéter, herida quirurgica
y sangre, mientras que en cepas aisladas de broncoaspirado
no se observo una actividad de twitching motility (Figura 4).

Se realizaron ensayos de PFGE en 16 cepas de P. aeru-
ginosa resistentes a carbapenémicos y altas productoras
de EPS reductores durante la formacion de biopeliculas.
El analisis del dendrograma mostré la presencia de cuatro
patrones (A, B, C y D) de restriccion con la enzima Spe
I, generando perfiles de entre 16 y 20 bandas, con pesos
moleculares >436.5 kb y <48.5 kb (Figura 5). El patron A
agrup6 el mayor niimero de cepas, con 68.7% (11/16); el
patrén B, con 18.7% (3/16); el patron C, con 6.2% (1/16);
y el patron D, con 6.2% (1/16) (Figura 5).
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DISCUSION

P. aeruginosa es un patégeno nosocomial oportunista de
gran relevancia que, debido a su capacidad de resistencia
a multiples antibidticos, dificulta el tratamiento de los pa-
cientes. Su versatilidad para permanecer en el ambiente
y en sustratos (como soluciones desinfectantes, jabones,
material quirirgico y de uso comutn en hospitales), la con-
vierten en una bacteria de interés en infecciones nosoco-
miales.!*? Una caracteristica importante de esta bacteria
es su resistencia natural a diversos antibioticos y su capa-
cidad de adquirir, de manera horizontal, material genéti-
co que favorece el intercambio génico entre especies in-
trahospitalarias, como se ha observado en la transferencia

Figura 2. A) Susceptibilidad a
12 antibiodticos de cepas de P.
aeruginosa de origen clinico.
AZT (Aztreonam), GM (Genta-
micina), CIP (Ciprofloxacina),
LEV (Levofloxacina), IMP (Imi-
penem), MEM (Meropenem),
CAZ (Ceftazidima), CRO (Cef-
triaxona), CTX (Cefotaxima),
FEP (Cefepime), TIC (Ticarcili-
na-clavulanico) y PZT (Pipera-
cilina-tazobactam). B) Concen-
tracién minima inhibitoria (MIC)
de MEM y IMP en 58 cepas
de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos. C) Deter-
minacion de la producciéon de
metalo-p-lactamasas (MBL)
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de genes de b-lactamasas de espectro extendido y MBL
entre patogenos intrahospitalarios, como E. coli y Kleb-
siella pneumoniae.??

Los carbapenémicos son antibidticos utilizados como
tratamiento de eleccion en infecciones originadas por P.
aeruginosa. En los tltimos afios, en varios paises (Africa,
Europa, México, Centro y Sudamérica),®?*% se ha obser-
vado un incremento de cepas de P. aeruginosa resisten-

tes a carbapenémicos, originando un problema de salud
de gran interés para los tratamientos terapéuticos.?*28 Los
datos obtenidos en este trabajo mostraron un rango de re-
sistencia mayor a 50% para diferentes grupos de antibioti-
cos 'y el 63% de las cepas fueron identificadas como multi-
rresistentes. Estos datos correlacionan con la informacion
reportada en otros paises de América Latina.?>>° Gomes y
colaboradores discutieron la importancia que presentaron

Cuadro 1. Cuantificacién de las biopeliculas de las 58 cepas de P. aeruginosa resistentes a los carbapenémicos, mediante diversos métodos

Método de cuantificacion

Cristal violeta

Antrona DNS

Biopeliculas No. cepas (%) No. cepas (%) No. cepas (%)
1(1.7%) 11 (18.9%) 26 (44.8%)
Bajas DO600nm 1.0-4.3 VC=40-577 pg/ml VC= 83-206 pg/ml
9 (15.5%) 20 (34.4%) 16 (27.5%)
Medianas DO600nm 4.4-8.7 VC= 578-2000 pg/ml VC=207-315 pg/ml
48 (82.7%) 27 (46.5%) 16 (27.5%)
Altas DO600nm 8.8-212 VC=2001-6000 pg/ml VC=316-1108 pg/ml
Total 58 58 58
VC = valor de corte; DOg,, = densidad 6ptica a 600 nm; DNS = &cido 3,5-dinitrosalicilico.
A 80 7 [ Altas [ ] Medianas [_| Bajas
g
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de P. aeruginosa resistentes a
Orina Sonda Sangre Catéter Bronco aspirado  Herida carbapenémicos. B) Andlisis
quirdrgica cuantitativos de la formacién

Tipo de muestra

de biopeliculas por cristal viole-
ta de cepas clinicas de P. aeru-
ginosa resistentes a carbape-
némicos. Las imagenes fueron
procesadas por microscopia de
luz a 100X. i) Baja formadora
de biopeliculas (2.31 DOgyym);
ii) mediana formadora de bio-
peliculas (4.92 DO, v iii)
alta formadora de biopeliculas
(212 DOgygm)-
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las cepas de P. aeruginosa multirresistentes, relacionadas
con la mortalidad de pacientes hospitalizados con SIDA y
con la necesidad de una intervencion multidisciplinaria en
la prevencion y manejo de estas infecciones.?’

Las cepas estudiadas fueron recuperadas de nifios
hospitalizados en las diferentes areas de servicio del HI-
MFG, considerado un hospital de tercer nivel. Las salas
de cirugia, unidad de terapia intensiva pediatrica y pedia-
tria, fueron las areas que mostraron un porcentaje mayor
de aislamiento de este patdgeno nosocomial, con 30.4%
(28/92), 16.3% (15/92) y 10.8% (10/92), respectivamente.
Ademas, las cepas de P. aeruginosa resistentes a carba-
penémicos fueron principalmente aisladas en muestras de
orina, con un porcentaje de aislamiento de 50% (46/92).
Estos datos guardan una correlacion directa con la presen-
cia de P. aeruginosa como uno de los principales agentes
etiologicos en infeccion de vias urinarias, sitio donde se
disemina para producir infecciones sistémicas.’® Ham-
mami y colaboradores®! y Vitkauskiené y colaboradores>?
describieron la presencia de cepas clinicas de P. aerugino-
sa resistentes a carbapenémicos en diversas unidades de
cuidados intensivos hospitalarios.

El tratamiento de las infecciones nosocomiales causa-
das por cepas de P. aeruginosa, a través del uso excesivo
de carbapenémicos (meropenem e imipenem), ha facilita-
do el surgimiento de una elevada resistencia a estos anti-
bioticos. En los estudios realizados por Kumar y colabora-
dores, en aislados de P. aeruginosa de origen nosocomial
en la India, se concluyo que la elevada prevalencia de ce-
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Figura 4. Anélisis cualitativos de la actividad de twitching motility
en cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos de di-
ferentes origenes.

pas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos y pro-
ductoras de MBL se debid al uso excesivo de los carbape-
némicos a nivel hospitalario, durante el tratamiento de las
infecciones nosocomiales.’® Los resultados en las cepas
de P. aeruginosa de origen clinico del HIMFG mostraron
un perfil de resistencia elevado a meropenem e imipenem
de 63.4% (58/92) y 60.8% (56/92), respectivamente. En
este trabajo se considerd importante la identificacion de
cepas de P. aeruginosa productoras de MBL como un
mecanismo de resistencia a estos antibi6ticos.?” Los re-
sultados mostraron que 43% (25/58) de las cepas de P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos de origen clinico
fueron productoras de MBL para MEM, 2% (1/58) pro-
ductoras de MBL para IMP, 12% (7/58) para ambas MBL
y 43% (25/58) negativas para la produccion de MBL. De
acuerdo con estos datos, las cepas clinicas de P. aerugino-
sa mostraron una alta frecuencia de casos de MBL para
meropenem, un carbapenémico ampliamente utilizado
para el tratamiento de infecciones intrahospitalarias pro-
ducidas por este microorganismo.’?’

La produccion de MBL en imipenem se encontrd en
2%, en comparacion con la produccion de 43% de MBL
para meropenem. Imipenem es un antimicrobiano utiliza-
do en combinacién con cilastatina, para favorecer la absor-
cion y biodisponibilidad del antibidtico, aunque ocasiona
efectos secundarios, una limitante para el uso restringido
en pacientes pediatricos.*?® Las cepas de P. aeruginosa
fueron productoras de ambas MBL en 12%, lo que indico
una rapida diseminacion de la resistencia bacteriana. Las
MBL se encuentran codificadas en plasmidos, elementos
moviles faciles de desplazar a nivel hospitalario entre bac-
terias del mismo género y con otros patégenos que cir-
culan en el ambiente hospitalario.!? Recientemente, en la
India, se ha reportado una prevalencia de 26.9% de cepas
de P. aeruginosa de origen hospitalario productoras de
MBL multirresistentes, con una mortalidad de 34.2% en
los pacientes infectados.?

Ademas de la produccion de MBL, como un factor
reconocido y causante de resistencia en cepas nosocomia-
les, la produccion de biopeliculas por P. aeruginosa difi-
culta el tratamiento de las infecciones intrahospitalarias
debido a su estructura altamente organizada, que funciona
como una barrera para la accion antimicrobiana.’*3 Las
bacterias dentro de las biopeliculas son mas resistentes
a cambios fisicos y quimicos por diversos agentes qui-
mioterapéuticos; comparado con bacterias en su fase de
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crecimiento platénico.3*3 En este estudio se evalud la
formacion de biopeliculas en cepas de P. aeruginosa de
origen clinico resistentes a carbapenémicos mediante tres
métodos, cristal violeta, antrona y DNS. Los analisis cua-
litativos y cuantitativos de los ensayos por cristal violeta,
mostraron que 82.7% (48/58) de las cepas de P. aerugino-
sa resistentes a carbapenémicos fueron altas formadoras
de biopeliculas, mientras que 15.5% (9/58) de las cepas
fueron consideradas medianas formadoras de biopeliculas
y 1.7% (1/58) bajas formadoras de biopeliculas. Mediante
este método se determind que, de las cepas aisladas de
orina, 55% (32/58) fueron clasificadas como cepas altas
formadoras de biopeliculas. Subramanian y colaboradores
realizaron estudios de biopeliculas en bacterias aisladas de
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muestras de orina, identificando a P. aeruginosa como un
patégeno involucrado en la formacion de biopeliculas, con
una capacidad para mantener una alta resistencia a diver-
sos antibi6ticos.3%37

La presencia de EPS totales fue determinada por el
método de antrona en las biopeliculas de las cepas de P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Asi mismo, la
cuantificacion de los azucares totales mostrd una hete-
rogeneidad en la produccion de EPS, con valores de 40-
6,000 pg/ml en las 58 cepas de P. aeruginosa. El 18.9%
(11/58) de las cepas mostraron valores de EPS entre 40-
577 pg/ml y fueron clasificadas como bajas formadoras
de biopeliculas; el 34.4% (20/58) mostraron valores en-
tre 578-2,000 ug/ml y fueron clasificadas como medianas

T

Figura 5.

Dendrograma de los 16 pro-
ductos de PFGE en cepas de
P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos altas forma-
doras de biopeliculas, por el
método de DNS.
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formadoras de biopeliculas; y el 46.5% (27/58) mostra-
ron valores entre 2001-6000 pg/ml y fueron clasificadas
como altas formadoras biopeliculas. Considerando este
mismo criterio, se determinaron los niveles de azucares
reductores involucrados en la formacion de biopeliculas
en cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos
por el método de DNS. El 44.8% (26/58) de las P. aeru-
ginosa fueron clasificadas como bajas formadoras de
biopeliculas, con valores entre 83-206 pg/ml; el 27.5%
(16/58) fueron clasificadas como medianas formado-
ras de biopeliculas, con valores entre 207-315 pg/ml; y
27.5% (16/58) como altas formadoras de biopeliculas,
con valores entre 316-1108 pg/ml. Independientemente
del método de deteccion empleado para determinar cuan-
titativamente la formacion de biopeliculas en cepas de
P. aeruginosa resistentes a carbepenémicos, se observo
un alto porcentaje de cepas clasificadas como altas pro-
ductoras de biopeliculas. Asi mismo, un alto contenido
de azucares totales-reductores, elementos estructurales
de la bacteria que son requeridos para la colonizacion
de su hospedero. Irie y colaboradores realizaron mode-
los de biopeliculas en P. aeruginosa, y demostraron la
presencia de un mensajero intracelular secundario con
actividad de diguanilato-ciclasa, que actiia estimulando
la produccién de los componentes de la matriz polisaca-
rido de la biopelicula y la actividad del operon psl para
la produccion de alginato.?®

La actividad de twitching motility en P. aeruginosa es
generada por la presencia de los T4P, involucrados en la
formacion de biopeliculas en superficies bidticas y abio-
ticas.>*%0 Los resultados obtenidos en el presente trabajo
mostraron que 75.8% de las cepas de P. aeruginosa re-
sistentes a carbapenémicos produjeron halos de diferentes
diametros, indicando la expresion fenotipica de los T4P.
Ademas, el 53.4% de las cepas clinicas con actividad de
twitching motility fueron observados en muestras de orina.
Esto correlaciona con los altos porcentajes (55%) de las
muestras altas formadoras de biopeliculas cuantificadas
con cristal violeta.

El analisis por PFGE en las 11 cepas agrupadas en el
patron A mostraron un perfil altamente relacionado, con
una similitud de 100%, indicando la presencia de la misma
clona, de acuerdo con los criterios de Tenover y colabora-
dores.?! El patron B mostr6 66.7% de similitud con el pa-
tron A. Por otra parte, los patrones C y D mostraron una si-
militud de 46.2 y 59.2% con el patron A, respectivamente.

Estos valores de similitud fueron considerados como no
relacionados.*!*> Diversos métodos de tipificacion, como
PFGE, se han empleado en estudios epidemioldgicos en
P. aerginosa, con la finalidad de entender la relacion clo-
nal de las cepas y su perfil clinico.*? Yousefi y colabo-
radores caracterizaron genotipicamente una coleccion de
clonas de P. aeruginosa multirresistentes, aisladas de una
unidad hospitalaria de quemados en Iran, e identificaron,
por PFGE, la presencia de 12 diferentes genotipos con una
similitud mayor de 80%.%} Recientemente, 14 cepas mexi-
canas de P. aeruginosa productoras de MBL de origen
hospitalario mostraron 4 patrones clonales.**

Un alto porcentaje de la poblacion infantil que ingre-
sa al HIMFG son pacientes inmunocomprometidos, lo
cual favorece la colonizacion e infeccion por cepas de P.
aeruginosa resistentes carbapenémicos. La deteccion de
azucares totales, azicares reductores y la actividad de
twitching motility, son factores que estan involucrados en
el desarrollo de las biopeliculas; ademas, de la resistencia
a carbapenémicos y la produccion de MBL en cepas de
P. aeruginosa. Estos factores pueden facilitar la coloniza-
cion e infeccion de este patdgeno oportunista en pacientes
inmunocomprometidos.
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