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RESUMEN

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa presenta varios mecanismos de
resistencia a la accién de los antimicrobianos: inactivaciéon
enzimatica de antibiéticos, cambios en el sitio blanco y en la
permeabilidad de la membrana, asi como la expulsion de los
antibidticos que logran entrar a la célula. Este tltimo meca-
nismo se realiza a través de la activacién de bombas de eflu-
jo, también conocidas como sistemas de expulsién. El objeti-
vo de este trabajo fue desarrollar un método fenotipico que
emplea antibidticos reporteros y un inhibidor de bombas de
eflujo para detectar sistemas de expulsién en cepas multirre-
sistentes de P. aeruginosa de origen clinico. Se estudiaron
21 cepas a las que se les determiné la concentracion inhibito-
ria minima (CIM) a 16 antibiéticos diferentes. Se realiz6 la
detecciéon de f-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
metalo-f-lactamasas (MBL). Para la deteccién de los siste-
mas de expulsion del tipo Mex se utilizaron varios antibi6ti-
cos reporteros: carbenicilina para MexAB-OprM; eritromici-
na para MexCD-Oprd; norfloxacina para MexEF-OprN y
gentamicina para MexXY. La CIM para cada antibidtico fue
determinada en ausencia y presencia de la fenil-arginina-g-
naftilamida (FABN) que actué como inhibidor de las bombas
de eflujo. Las cepas evaluadas fueron resistentes a por lo
menos tres antibidticos de familias diferentes, lo que eviden-
ci6 el fenomeno de multirresistencia. No se detect6 actividad
de BLEE o MBL en ninguna de las cepas. Todos los cultivos
en presencia del FASN disminuyeron la CIM al menos para
uno de los sustratos. Los sistemas de expulsion detectados
que se relacionaron con la resistencia presentaron las fre-
cuencias siguientes: MexCD-OprN y MexCD-Oprd en un
86%, MexAB-OprM en un 52% y MexXY en un 43%.

Pseudomonas aeruginosa has several mechanisms of re-
sistance to the action of antimicrobials: enzymatic inacti-
vation of antibiotics, changes in the target site and the
membrane permeability, and the expulsion of antibiotics
that are able to enter the cell. This latter mechanism is
via activation of efflux pumps, also known as removal sys-
tems. The aim of this study was to develop a phenotypic
method that uses antibiotic as reporters and an inhibitor
of removal systems to detect efflux pumps in multidrug-
resistant strains of P. aeruginosa from clinical origin. We
determined the minimal inhibitory concentration (MIC)
to 16 antibiotics at 21 strains tested. We performed the de-
tection of extended spectrum p-lactamases (ESBL) and me-
tallo p-lactamases (MBL). For detection of efflux pumps of
Mex type, different antibiotics were used as reporters: car-
benicillin for MexAB-OprM, erythromycin for MexCD-
Oprd, norfloxacin for MexEF-OPRN, and gentamicin for
MexXY. The MIC for each antibiotic was determined in ab-
sence and presence of the phenyl-arginine-g-naftilamine
(FASN), which acted as an inhibitor for efflux pumps. The
strains tested were resistant to at least three antibiotics
from different families, which showed the phenomenon of
multidrug resistance. ESBL or MBL production was not
detected in any of the strains tested. All strains reduced
the CIM at least for one of the substrates in the presence
of FAUON. Removal systems detected that were associated
with resistance, showed the following frequencies: MexCD-
OPRN and MexCD-Oprd with 86%, MexAB-OprM with
52%, and MexXY with 43%.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ampliamen-
te distribuida en hébitats acuaticos y el suelo, y tam-
bién se encuentra como parte de la biota normal del
intestino, boca y piel de animales.! La infeccién de te-
jidos sanos por este microorganismo es poco frecuen-
te, pero en huéspedes inmunocomprometidos, puede
infectar practicamente cualquier sitio anatémico,
esto explica porqué la mayoria de las infecciones que
provoca esta bacteria son intrahospitalarias, espe-
cialmente en las Unidades de Cuidados Intensivos.
Estas infecciones pueden considerarse severas y fre-
cuentemente comprometen la vida del paciente, como
lo demuestra la alta tasa de mortalidad por bacterie-
mia en pacientes neutropénicos que varia entre 30-
50%; mientras que en los casos de neumonia nosoco-
mial fluctaa del 45 al 70%.2 P. aeruginosa también es
el patégeno que mas se asocia con la morbilidad y
mortalidad de pacientes con fibrosis quistica (FQ) de-
bido a infecciones crénicas en vias respiratorias ba-
jas. El problema en la alta incidencia y severidad de
las infecciones por P. aeruginosa se ha asociado en la
altima década con un incremento de su resistencia a
los tratamientos antimicrobianos convencionales.?
Las infecciones causadas por cepas resistentes son
un problema importante en hospitales de todo el
mundo, ya que triplican la tasa de mortalidad, au-
mentan hasta nueve veces la tasa de bacteriemia y
prolongan al menos al doble la estancia hospitalaria,
lo que tiene un impacto en costos altos.*

Se reconocen algunos mecanismos principales en
los que P. aeruginosa resiste la accién de agentes
antimicrobianos: inactivacién de un antibiético por
modificacién, cambio en el sitio blanco y cambio en
la permeabilidad de la membrana por la accién de
componentes estructurales o por la activacién de al-
guno de los sistemas de expulsion o bombas de eflu-
jo.? Los sistemas de expulsion pertenecen a la familia
de transportadores secundarios de resistencia-nodu-
lacién-division, los cuales estdn ampliamente distri-
buidos entre las bacterias Gram negativas, y en el
caso de P. aeruginosa son determinantes en la resis-
tencia a antimicrobianos. Las bombas de eflujo es-
tan constituidas por una proteina de membrana in-
terna cuya funcién es el intercambio proténico, un
componente de membrana externa formador de cana-
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les (porina) y una proteina periplasmica fusionada a
la membrana.® Estos sistemas funcionan capturan-
do del citoplasma y expulsando de la célula sustra-
tos variados que pueden incluir a los antibiéticos,
colorantes, detergentes, inhibidores de la biosinte-
sis de acidos grasos, solventes organicos, homose-
rin-lactonas asociadas en la senalizacién célula-cé-
lula y posiblemente factores de virulencia. En P.
aeruginosa han sido descritos al menos siete siste-
mas de expulsion, destacando por su contribucién
en la resistencia a antimicrobianos de aislados clini-
cos: MexAB-OprM, MexCD-Oprd, MexCD-OprN y
MexXY, cuya sobreproduccién confiere resistencia a
los antibidticos -lactdmicos piperacilina, ticarcilina,
ceftazidima, cefepime y meropenem; asi como a las
quinolonas y a los aminoglucésidos.” El objetivo de
este trabajo fue desarrollar un método fenotipico
que emplea antibidticos reporteros y un inhibidor
de bombas de eflujo para detectar sistemas de ex-
pulsién en cepas multirresistentes de P. aerugino-
sa de origen clinico.

MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

A partir de aproximadamente 300 cepas de P. aerugi-
nosa de origen clinico de la coleccion de cepas de
nuestro grupo de trabajo en la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del IPN, y por tener registrado el
patrén de resistencia a los antibidticos que recomien-
da el Instituto de Estandares Clinicos y de Laborato-
rio (Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLSI 2005);® se seleccionaron 21 cepas multirresis-
tentes de acuerdo a su perfil de resistencia y que eran
sospechosas de presentar como mecanismo de resis-
tencia alguna de las bombas de expulsién. Seis fueron
aisladas de lavado bronquioalveolar de pacientes con
fibrosis quistica (FQ) y 15 de pacientes que sufrieron
una infeccién nosocomial (IN) en alguno de los dos
hospitales de tercer nivel, de donde fueron aisladas.
La identificacién de las cepas se confirm6 utilizando
el sistema automatizado VITEK1 (Biomerieux). Se
utilizaron como cepas control: P. aeruginosa ATCC
27853 para los ensayos de concentracién inhibitoria
minima (CIM) y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
para los ensayos de -lactamasas.
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Determinacion de la susceptibilidad a los
antibioticos por medio del método de
microdilucion en caldo

Se determiné la concentracién inhibitoria minima
(CIM) a diferentes antibiéticos de las familias de
fB-lactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos
utilizando el método de microdilucién en caldo que
refiere el documento del CLSI.° Cada una de las ce-
pas se sembré en agar Mieller Hinton (AMH) por
el método de estria cerrada con hisopo y se incubé
de 18-24 h a 37°C. Posterior a la incubacion se to-
maron de dos a tres colonias, las cuales se resus-
pendieron en soluci6on salina isoténica (NaCl
0.85%) hasta alcanzar una turbidez equivalente a
la del tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). En paralelo se
prepararon microplacas con 96 pozos de fondo re-
dondo, en las que se realizaron diluciones dobles de
cada uno de los antibidticos con un volumen final
de 50 uL; por altimo se colocaron 50 uL del inéculo
en cada uno de los pozos. Por cada placa se incluyé
una cepa control, asi como un pozo control de cre-
cimiento para cada una de las cepas. Las micropla-
cas fueron incubadas durante 18-24 h a 37°C. Al
concluir esta incubacion los resultados fueron lei-
dos e interpretados utilizando las tablas de referen-
cia del CLSI.®

Deteccion de f-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y metalo-f-lactamasas (MBL)

La deteccién de BLEE se realizé utilizando una
tira plastica E (MR), delgada, inerte y no porosa.
Un lado de la tira esta calibrado con una escala de
lectura de CIM en ug/mL. Un gradiente exponen-
cial de antibiético predefinido, secado y estabiliza-
do estd inmovilizado. Se localiza en un extremo de
la superficie de la tira la concentracién méaxima del
antibiético cefotaxima (CT) y en el otro extremo de
la tira, la combinacién del mismo antibiético y de
acido clavulanico (CT/CTL). Se sigui6 el procedi-
miento que describi6 el proveedor. A partir de un
cultivo fresco de cada una de las cepas se hizo una
suspension en solucién salina equivalente a la tur-
bidez del tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland,
esta suspension se sembro con hisopo en una placa
de AMH y posteriormente se colocaron tiras E de
cefotaxima/cefotaxima-4cido clavulanico (CT/CTL)
y ceftazidima/ceftazidima-acido clavulanico (TZ/
TZL) (AB BIODISK). Las placas se incubaron du-
rante 18-24 horas a 37°C. La presencia de BLEE
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fue interpretada cuando al comparar la deforma-
cion en las elipses de CT/CTL o de TZ/TZL presen-
taron una CIM reducida por = 3 log,en la presen-
cia de acido clavulanico.

La deteccién de MBL se realiz6 en las cepas cuya
CIM a imipenem observé una lectura de = 8 ug/mL.
Se usaron tiras que contenian imipenem/imipenem
con EDTA (IP/IPI) (AB BIODISK) y se sigui6 la mis-
ma metodologia descrita para BLEE. La presencia de
MBL fue confirmada por la deformacién de las elip-
ses, observandose una CIM reducida por = 3 log, en
presencia de EDTA.

Deteccion de sistemas de expulsion

Para la deteccion de los sistemas de expulsion se uti-
lizaron antibiéticos reporteros como marcadores fe-
notipicos de diferentes bombas de expulsion tipo Mex:
carbenicilina 512 ug/mL (MexAB-OprM), eritromicina
128 ug/mL (MexCD-Oprd), norfloxacina 64 ug/mL
(MexEF-OprN) y gentamicina 32 ug/mL (MexXY). La
CIM a cada antibi6tico fue determinada de manera
similar al método de microdilucién en caldo que se
describi6 previamente, en ausencia y presencia del
inhibidor de los sistemas tipo Mex, el fenil-arginina-
pB-naftilamida (FASN, también conocido como MC,
207,110 de Sigma), probado a una concentraciéon de
50 ug/mL. Se interpret6 que la cepa poseia un sistema
de eflujo cuando la CIM para cada sustrato disminu-
y6 dos diluciones en presencia del inhibidor.!°

RESULTADOS

Perfiles de resistencia obtenidos mediante el
método de microdilucién en caldo

Las 21 cepas de P. aeruginosa fueron retadas contra
16 antibidticos (Cuadro I). Los aislados mostraron
una resistencia del 100% para cefotaxima; del 95%
para piperacilina, piperacilina/tazobactam y ceftazidi-
ma; 76% para ticarcilina/acido clavulanico, aztreo-
nam y ofloxacina; 71% gatifloxacina y levofloxacina;
67% ciprofloxacino; 62% tobramicina; 57% cefepime;
52% imipenem, meropenem y gentamicina; todos los
aislados fueron susceptibles a amikacina. Las cepas
evaluadas presentaron desde 3 hasta 15 marcadores
de resistencia y en la mayoria se observo resistencia
por lo menos a 3 antibidticos de familias diferentes,
lo que evidenci6 el fenémeno de multirresistencia.
Las cepas que presentaron un patréon de resistencia
de 13 a 15 antimicrobianos mostraron perfiles de re-
sistencia similares.
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Cuadro 1. Perfiles de resistencia de 21 cepas de P. aeruginosa de origen clinico.

p-lactamicos Fluoroquinolonas Aminoglucésidos Total de
marca-
Cepa PIP PTZ TIM CAZ FEP CTX IMP MRP AZT CIP GAT LEV OFL AK GE TOB dores
7 R R R R R R R R R R R R R I R R 15
10 R R R R R R R R R R R R R I R R 15
14 R R R R R R R R R R R R R S R R 15
16 R R R R R R R R R R R R R S R R 15
17 R R R R R R R R R R R R R S S R 14
18 R R R R R R R R R R R R R S I R 14
19 R R R R R R R R R R R R R S I R 14
20 R R R R R R R R R R R R R S R S 14
21 R R R R R R R R R R R R R S R S 14
11 R R R R R R S I R R R R R I R R 13
13 R R R R R R S R I R R R R I R R 13
12 R R R R R R S S R R R R R I R S 12
9 R R R R S R I S I R R R R S R R 11
15 R R R R I R R R R I R R R S S S 11
8 S S R R I R I I R R R R R I R R 10
1 R R S R S R R S R S S S S I I R 7
6 R R R R S R S S R I I I R S S S 7
2 R R S R S R S S S S I I S S S R 5
3 R R S R S R S S R I I I S S S S 5
5 R R S R S R S S S I I I S S S S 4
4 R R S S S R S S S S S S S S S S 3

Cepas 1-6 de pacientes de fibrosis quistica. Cepas 7-21 de pacientes con infeccién intrahospitalaria. PIP: piperacilina; PTZ: piperacilina/tazobactam; TIM:
ticarcilina/acido clavuldnico; CAZ: ceftazidima; FEP; cefepime; CTX: cefotaxima; IMP: imipenem; MRP: meropenem; AZT: aztreonam; CIP: ciprofloxacina;
GAT: gatifloxacina; LEV: levofloxacina; OFL: ofloxacina; AK: amikacina; GE: gentamicina; TOB: tobramicina.

Deteccion de f-lactamasas

En resultados que no se muestran, se observé que las
tiras de la prueba E no detectaron la produccion de
BLEE ni de MBL en las 21 cepas. Lo anterior sugirié
que la resistencia que presentaron las cepas a los an-
tibidticos B-lactamicos, no se debié a un mecanismo
de resistencia relacionado con la produccién de g-lac-
tamasas.

Deteccion fenotipica de las bombas de
expulsion mediante el uso de antibiéticos
reporteros y el inhibidor FASN

Se realiz6 la deteccion fenotipica de bombas de eflujo
en las 21 cepas, utilizando diferentes antibidticos de
importancia en la clinica, como sustratos especificos
para detectar los cuatro principales sistemas de ex-
pulsion de P. aeruginosa. Todas las cepas disminu-
yeron la CIM al menos a uno de los sustratos en
presencia de FASGN, sin embargo el criterio establece
que para relacionar con un sistema de expulsién
debe presentarse una variaciéon de al menos dos ve-
ces. Dos de las cepas evaluadas mostraron actividad
de los cuatro sistemas de expulsion analizados, cua-
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tro cepas a tres sistemas, diez cepas disminuyeron
la CIM al menos a dos de los antibidticos reporteros
y cinco cepas mostraron la presencia activa de uno
(Cuadro II). De las cepas estudiadas 11/21 disminu-
yeron la CIM para carbenicilina en presencia del in-
hibidor. Es importante destacar que algunas de las
cepas como la uno, 17, 18 y 19 presentaron la dismi-
nucién de CIM en 10 diluciones (512 a 0.5 ug/mL).
La presencia de MexXY fue detectada utilizando
como sustrato gentamicina, la CIM disminuy6 en
10/21 cepas, en cinco de las cuales la CIM a genta-
micina fue = 8 ug/mL. La mayor parte de las cepas
(18/21) disminuyeron la CIM a eritromicina al adi-
cionar FASBN, estos cambios variaron de dos a siete
diluciones. La norfloxacina fue usada para la detec-
cion de MexEF-Oprd, 19/21 cepas disminuyeron la
CIM al menos en dos diluciones a esta fluoroquino-
lona en presencia del inhibidor, 12 de las cuales pre-
sentaron CIM = 8 ug/mL y en seis de ellas la CIM
para norfloxacina vari6 de 8-32 ugm/mL.

DISCUSION

P. aeruginosa es reconocido como uno de los patége-
nos nosocomiales mas importantes, también es el
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Cuadro II. Deteccién fenotipica de sistemas de expulsiéon por cambio en la concentracién inhibitoria minima (CIM) de cuatro
antibidticos reporteros en presencia del inhibidor FASN.

CIM (ug/uL)
Carbenicilina Gentamicina Eritromicina Norfloxacina
Cepa -FASN +FABN -FASN +FABN -FASN +FABN -FASN +FASN # SED
12 512 32 16 0.125 128 32 16 0.5 4
18 512 0.5 8 0.031 128 32 16 1 4
1 512 0.5 8 0.031 128 8 0.125 0.062 3
4 128 32 0.25 0.25 128 32 8 0.5 3
10 512 256 16 0.125 128 16 16 0.5 3
11 512 128 16 8 128 16 16 0.5 3
2 256 16 4 0.25 128 16 4 0.25 2
5 128 0.5 1 0.031 64 0.5 0.125 0.062 2
6 128 64 4 0.25 128 32 8 0.5 2
8 512 512 32 32 256 8 32 4 2
9 64 64 32 32 256 32 16 2 2
13 512 512 32 32 128 16 32 8 2
15 512 4 0.25 0.062 128 64 16 0.5 2
16 512 512 16 16 128 32 16 1 2
17 512 0.5 0.25 0.125 128 8 4 0.125 2
19 512 0.5 8 0.031 128 64 1 0.031 2
3 64 16 2 0.25 128 8 2 0.25 1
7 512 512 16 16 128 64 16 0.5 1
14 512 512 16 16 128 32 32 16 1
20 512 512 32 32 128 32 1 0.031 1
21 512 512 32 32 256 8 4 0.25 1

FABN= fenil-arginina--naftilamida; #SED = ntimero de sistemas de expulsién detectados. En negritas se indica la disminucién de la resistencia en al menos

tres veces.

principal agente causal de infecciones en vias respira-
torias bajas en pacientes con FQ. Las cepas incluidas
en este estudio presentaron el fenémeno de multirre-
sistencia, el cual podria ser explicado por la acciéon
conjunta de mecanismos de resistencia como la pro-
duccién de f-lactamasas, disminucién en la per-
meabilidad de la membrana y cambios en el sitio
blanco.5

Se observé un comportamiento distinto en cuan-
to a la resistencia a ceftazidima y cefepime en cepas
de FQ y de IN. Las cepas de FQ (cepas 1-6) fueron
resistentes a ceftazidima y sensibles a cefepime, lo
que difiere con lo encontrado en otros estudios en
los que la CIM para ambos antibiéticos en aisla-
mientos provenientes de pacientes con FQ fue de
> 32 ug/mL.!* En tanto que las cepas provenientes
de IN fueron resistentes a ambos antibiéticos, lo
que concuerda con estudios previos de este tipo de
aislamientos.!?

La resistencia a carbapenemes en P. aeruginosa
es un problema importante en todo el mundo, con
tasas de resistencia alrededor del 20% en Europa y
por arriba del 30% en América Latina.'?!3 En lo que
respecta a las cepas de FQ analizadas, en su mayo-
ria fueron sensibles a estos carbapenemes (excepto

Volumen 34 No. 4 Octubre-Diciembre 2009. p. 175-182

la cepa 1 IMP > 16 ug/mL). Las cepas aisladas de
IN presentaron un perfil diferente, 12 de las 15 ce-
pas de este origen tuvieron una CIM a imipenem
= 8 ug/mL. La resistencia a meropenem puede ser
explicada por la sobreexpresiéon de MexAB-OprM,
sin embargo, a la fecha no se ha descrito que el imi-
penem sea sustrato de alguna bomba de expulsién
de P. aeruginosa.'?

La resistencia a los aminoglucésidos fue diferente
entre las cepas de FQ y de IN, se observé que las pri-
meras fueron mas sensibles a amikacina, gentamici-
na y tobramicina (excepto la cepa 1), a su vez difirie-
ron de otros reportes en los que los aislados de FQ
presentaron una resistencia marcada a amikacina y
tobramicina >128 ug/mL.*

La diferencia més importante entre las cepas de
FQ y las cepas de IN fueron los niveles de resistencia
a fluoroquinolonas, ya que los aislados de IN fueron
resistentes a todas las fluoroquinolonas probadas,
mientras que los aislados de FQ variaron de interme-
dio a sensible. En algunos hospitales se ha reportado
una prevalencia superior al 50% de cepas de P. aeru-
ginosa resistentes a fluoroquinolonas; inclusive se ha
correlacionado la resistencia a ciprofloxacina con la
presencia de mutaciones en gyrA, ya que poseen al
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menos un cambio en un aminoacido (Asp87 = Asn).
Todo lo anterior ha llevado a que algunos paises ha-
yan restringido el uso de fluoroquinolonas en cepas
de P. aeruginosa con CIM a ciprofloxacina = 0.125
ug/mL.?®

La resistencia a fluoroquinolonas en las cepas
de P. aeruginosa se produce generalmente por una
presion selectiva debida al contacto con el antibid-
tico. Por lo anterior y debido a que los pacientes
con FQ son pediatricos y se tiene la contraindica-
cion en el uso de este tipo de antibidticos, es posi-
ble entonces entender la escasa presencia de mar-
cadores de resistencia para las quinolonas en estas
cepas.!® Por el contrario, las cepas de IN las cuales
fueron aisladas en hospitales donde la mayoria de
los pacientes son adultos, es frecuente que sean
tratados con antibi6ticos de esa familia. Algunas
investigaciones revelan que los pacientes infectados
con P. aeruginosa resistente a fluoroquinolonas
tienen estancias hospitalarias méas prolongadas y
la tasa de mortalidad es tres veces mayor, compara-
da con los pacientes infectados con cepas sensibles,
lo que sugiere que es posible que la resistencia a
este grupo de antibiéticos esté asociada con el in-
cremento de la virulencia.!®

La produccién de BLEE no fue detectada utilizan-
do pruebas E que contenian TZ/TZL 6 CT/CTL. La
produccién de BLEE es un mecanismo comtn y de fa-
cil deteccion fenotipica en bacilos Gram negativos fer-
mentadores de los géneros Escherichia, Klebsiella,
Citrobacter y Enterobacter, aunque no lo es para P.
aeruginosa.'” Existen reportes alrededor de todo el
mundo, incluyendo algunos paises de Latinoamérica,
en los que se ha determinado que sélo el 27% de los
aislados de P. aeruginosa son productores de BLEE
que se relaciona con la resistencia a varios antibi6ti-
cos f-lactamicos.'®

Las MBL son otros de los mecanismos enzimaticos
presentes en P. aeruginosa y que le confieren resis-
tencia contra antibi6ticos f-lactamicos, principalmen-
te carbapenemes. Empleando la deteccion fenotipica,
ninguna de las cepas de estudio dio positiva la prue-
ba. La presencia de MBL es uno de los mecanismos
mediante los cuales P. aeruginosa puede resistir al
imipenem. El primer hallazgo de este tipo de enzimas
en esta especie ocurrié en Jap6n en 1999 y desde esa
fecha se han reportado en casi todo el mundo; sin em-
bargo en Latinoamérica se describié recientemente en
Brasil la presencia de SPM1 en cepas de P. aerugino-
sa resistentes a IMP.%®

La presencia de 3-lactamasas, la forma en la que
se transmiten y la ventaja que le confieren a P.
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aeruginosa para diseminarse, representa un proble-
ma de salud, ya que reduce las opciones terapéuti-
cas, por lo que no debe perderse de vista la detec-
cion y caracterizacion de éstas. Asi mismo, la
impermeabilidad de la membrana en P. aeruginosa
es debida en parte a la presencia de bombas de eflu-
jo, definidas como complejos enzimaticos que le con-
fieren a las bacterias ventajas para sobrevivir en di-
ferentes ambientes, ya que expulsan compuestos que
le pueden resultar téxicos; ejemplo de éstos son los
diferentes antimicrobianos. P. aeruginosa posee un
gran numero de sistemas de excrecion, los cuales se
encuentran organizados en operones y su sobreex-
presion ha sido relacionada con el fen6meno de mul-
tirresistencia.?? Se han sintetizado algunos com-
puestos capaces de inhibir a estos sistemas, a la
fecha no se ha encontrado alguno que pueda utili-
zarse en el tratamiento de las infecciones por P.
aeruginosa, sin embargo han sido tutiles para la de-
teccion in vitro de sistemas de expulsion, tal es el
caso del FABN.222 Se realiz6 la deteccién fenotipica
de bombas de eflujo a las 21 cepas utilizando dife-
rentes antibiéticos como sustratos especificos para
los cuatro sistemas de importancia clinica: todas las
cepas evaluadas disminuyeron la CIM al menos a
uno de los sustratos en presencia de FASN, sugi-
riendo que existen sistemas de secreciéon que expul-
san a estos antibi6ticos, lo que contribuye directa-
mente en la multirresistencia.

El 52% de las cepas estudiadas disminuyeron la
CIM para carbenicilina en presencia de FASN, estos
resultados son similares a los descritos por Mesaros
y cols.1? (2007), en los que cepas de origen clinico y
con sobreexpresion de MexAB disminuyeron la CIM
de 128 a 32 ug/mL. Es importante destacar que algu-
nas de las cepas como la uno, 17, 18 y 19 presentaron
una disminucién de la CIM en 10 diluciones, lo que
se pudo relacionar con la marcada resistencia a los
B-lactamicos.

La CIM a gentamicina disminuyé en el 43% de las
cepas evaluadas. MexXY es el tnico sistema de expul-
sién en P. aeruginosa que se ha relacionado con la
expulsion de aminoglucésidos y cuya sobreexpresion
fue inducida por la exposiciéon prolongada a estos an-
tibidticos.?

La bomba de eflujo MexCD-Oprd le confiere a P.
aeruginosa la resistencia a quinolonas, macrélidos,
tetraciclinas y penicilinas, excepto carbenicilina.?
Es importante mencionar que existen reportes que
senalan que 61% de las cepas de P. aeruginosa resis-
tentes a fluoroquinolonas sobreexpresan un sistema
de expulsién.?®
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La norfloxacina fue usada para la deteccion del
sistema MexEF-OprN, cuya expresion se ha vincula-
do con la resistencia cruzada a imipenem, esto por la
influencia del regulador MexT sobre la porina OprD,
principal entrada de imipenem a P. aeruginosa; en
las cepas evaluadas se observé resistencia cruzada
con este carbapenem y disminucién de la CIM a nor-
floxacina en presencia del inhibidor de la bomba de
expulsion.>!

Como puede observarse, el fenémeno de multirre-
sistencia en P. aeruginosa es resultado de la partici-
pacién de varios mecanismos, sin duda ante el desa-
rrollo de nuevos antibi6ticos esta bacteria desplegara
estrategias para hacerles frente. La prevencion de las
infecciones nosocomiales y la multirresistencia pue-
den ser disminuidas con la participacion del laborato-
rio de microbiologia realizando la identificacion pre-
cisa del agente causal, asi como de los patrones y
mecanismos de resistencia microbiana a los antibi6ti-
cos; asi mismo, es sumamente importante el uso ade-
cuado de los antibidticos, para lo que es necesaria la
creacion de politicas institucionales para el uso ra-
cional de antibidticos, asi como la observancia estric-
ta de buenas practicas de higiene dentro de los noso-
comios por parte de todo el personal involucrado en
la estancia de los pacientes.
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