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RESUMEN

Stenotrophomonas maltophilia es un patdgeno oportunista y multifirmacorresistente,
aislado principalmente en el medio ambiental y que ha adquirido gran importancia en el
ambito nosocomial en los ultimos afios, ya que se ha asociado con altas tasas de
mortalidad. Se ha demostrado que esta bacteria contiene un amplio repertorio de
determinantes relacionados con su resistencia a antibidticos. Entre los mejor estudiados
estdn los sistemas de bombas de eflujo contra diversos antibidticos, la presencia de
enzimas inactivadoras de aminoglucosidos, genes codificantes de f-lactamasas, asi como
genes que le confieren resistencia a sulfonamidas, entre otros. El objetivo de este trabajo
fue determinar los mecanismos de resistencia a antimicrobianos en aislamientos clinicos
de S. maltophilia recolectados en dos hospitales de tercer nivel en México. Los
aislamientos fueron recolectados en un periodo de agosto 2013 a agosto 2015. Se
identificaron mediante pruebas bioquimicas y genotipicas. Se seleccionaron un total de
126 aislamientos para el andlisis del patron de susceptibilidad, la determinacion de la
presencia de los genes sull, sul? y sul3, la determinacién de la produccion de biopelicula
y la expresion de bombas de eflujo, SmeABC y SmeDEF. Un total de 126 aislamientos
fueron identificados como S. maltophilia mediante PCR. E122.2% de los 126 aislamientos
previamente seleccionados presentaron resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-
SXT). Solo el 1.6% de los aislamientos presentaron el gen sull, el 0.8% el gen sul2,
mientras que para su/3 ninguno de los aislamientos analizados amplifico. E1 30.1% (n=38)
de los aislamientos sobreexpreso la bomba de eflujo SmeABC, mientras que 26.1% (n=33)
sobreexpres6 la bomba SmeDEF. Respecto a la produccion de biopelicula, el 95.2%
(n=120) de los aislamientos fueron productores de biopelicula, mientras que el 4.8% (n=6)
fueron clasificados como no productores. Dentro de los aislamientos productores, el 7.9%
(n=10) fueron clasificados como productores débiles, el 27% (n=34) como moderados y
el 60.3% (n=76) como productores fuertes. Los aislamientos de S. maltophilia presentaron
una resistencia alta al TMP-SXT, la cual no se asoci6 con la presencia de los genes sul.
La sobreexpresion de la bomba de eflujo SmeABC fue asociada con la resistencia a
gentamicina, cloranfenicol, levofloxacinay TMP-SXT. Los aislamientos de S. maltophilia

mostraron una alta produccion de biopelicula.
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ABSTRACT

Stenotrophomonas maltophilia is a multidrug-resistant opportunistic pathogen,
often recovered from the environment. It is considered an opportunistic pathogen causing
an increasing number of nosocomial infections. Infections by this bacterium have been
associated with significant morbidity and mortality, especially in immunocompromised
patients. S. maltophilia is intrinsically resistant to a variety of structurally-unrelated
antimicrobial agents, which difficult the treatment of these infections. Intrinsic resistance
may be due to the presence of the multidrug efflux pumps, aminoglycoside modifying
enzymes or the heterogeneous production of metallo-p-lactamase, which have contributed
to the multidrug-resistant phenotype displayed by this pathogen. To determinate the
mechanisms of antimicrobial resistance of clinical isolates of S. maltophilia collected in
2 hospitals of tertiary care in Mexico. Isolates were collected from patients from august
2013 to august 2015; the isolates collected were identified by phenotypic and genotypic
methods. In total, 126 S. maltophilia strains were selected. Minimum inhibitory
concentrations (MICs) of 11 antimicrobial agents were determined by broth microdilution
method. The presence of sull, sul2 and sul3 genes were detected by PCR. Biofilm
formation was assessed with crystal violet staining. Additionally, real-time PCR analysis
was performed to evaluate the expression of the SmeABC and SmeDEF efflux pumps. A
total of 126 S. maltophilia isolates were identified. Resistance to trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SXT) was 22.2%. Among the 126 clinical isolates, sull was
detected in 2 isolates (1.6%) and su/2 gene was detected in 1 isolate (0.8%). sul3 was not
detected. Also, 30.1% (n=38) of the clinical isolates overexpressed SmeABC, whereas
26.1% (n=33) overexpresed the SmeDEF efflux pump. Moreover, 24.6% (n=31)
overexpressed both efflux pumps. Regarding the biofilm production, the 95.2% (n=120)
of the isolates were biofilm producers whereas 4.8% (n=6) were classified as non-
producers. Among the biofilm producers, 7.9% (n=10) were weak, 27% (n=34) moderate
and 60.3% (n=76) were strong biofilm producers. S. maltophilia isolates presented
moderate antimicrobial resistance, including high TMP-SXT resistance, which was not
associated with the presence of su/ genes. Overexpression of the efflux pump SmeABC
was associated with higher resistance to gentamicin, chloramphenicol, levofloxacin and

TMP-SXT. S. maltophilia isolates showed high biofilm production.



1. INTRODUCCION

Stenotrophonomas maltophilia es un bacilo Gram negativo, no fermentador, aerobio
obligado, movil y flagelado (Brooke 2012), cuyo hébitat principal es el acuético, aunque
también se encuentra en suelo, plantas y animales. Actualmente se le considera un
patogeno nosocomial emergente debido a la multifarmacorresistencia que presentan los
aislamientos clinicos de este microorganismo. Aunque S. maltophilia se considera como
un patdogeno nosocomial, también se han reportado casos de adquisicion extra-hospitalaria

(Heath y Currie 1995; Denton y Kerr 1998).

El riesgo de infeccion por S. maltophilia depende en gran medida del estado
inmunologico del paciente, ya que afecta especialmente a pacientes inmunosuprimidos
(Denton y Kerr 1998); de la presencia de una enfermedad crénica respiratoria; del uso
previo de antibioticos; de la presencia de dispositivos permanentes; del tiempo de estancia
en el hospital; entre otros (Brooke 2012) y deben ser aspectos a considerar al momento de
seleccionar un tratamiento. Este microorganismo se ha asociado de manera importante
con tasas de mortalidad que van desde un 14-69% en pacientes con bacteriemia (Wang et

al. 1992; Arpi et al. 1994; Brooke 2012).

S. maltophilia posee numerosos factores de virulencia, entre los mas importantes se
destacan: multiples sistemas de expulsion activa o también llamados bombas de eflujo que
provocan cambios en la permeabilidad de la membrana externa (Berg y Martinez 2015);
la capacidad de produccion de una gama de enzimas extracelulares, como lo son, DNasas,
RNasas, lipasas, proteasas (Denton y Kerr 1998); factores involucrados en la adherencia
a numerosas superficies, relacionados con la capacidad de formacion de biopelicula; y
genes involucrados en la resistencia a antimicrobianos (Toleman et al. 2007; Brooke

2012).

Estos mecanismos de resistencia son adquiridos por la transferencia horizontal de

elementos genéticos a través de plasmidos, transposones, integrones, regiones comunes



para elementos de insercion (ISCR) y mediante la produccion de biopeliculas (Brooke

2012).

Debido a la amplia gama de las manifestaciones clinicas que se asocian a infecciones
por S. maltophilia en el medio nosocomial, en el presente trabajo se recolectaron
aislamientos clinicos de S. maltophilia provenientes de diferentes especimenes, se
determino la resistencia fenotipica a los antimicrobianos y los mecanismos involucrados
(presencia de genes asociados a resistencia y expresion de bombas de eflujo) y la

produccion de biopelicula de los aislamientos.

En México, solo existe un estudio epidemiologico que demuestra las frecuencias de
resistencia a los principales antimicrobianos, asi como caracterizacion de los factores
involucrados en la patogenicidad de este microorganismo (Flores-Treviio et al. 2014),
por lo cual el cumplimiento de los objetivos y el andlisis de los resultados obtenidos,
permitird contribuir con los estudios epidemiologicos para ampliar el conocimiento sobre

los mecanismos de resistencia presentes en Stenotrophomonas maltophilia.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

Stenotrophomonas maltophilia es un patdogeno oportunista multifarmacorresistente
(MFR) que, seglin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se encuentra como uno
de los principales agentes patdgenos resistentes a los antimicrobianos en los hospitales de
todo el mundo (OMS, 2000; Brooke, 2014). Este microorganismo de origen
medioambiental, es mas cominmente asociado con infecciones respiratorias en los seres
humanos (Brooke 2012). Sin embargo, el espectro de los sindromes clinicos asociados
con S. maltophilia continlia expandiéndose (Denton y Kerr 1998). S. maltophilia ha
adquirido importancia en la ultima década como un patégeno asociado con tasas de
mortalidad significativas en ciertas poblaciones de pacientes (Denton y Kerr 1998) ya que
posee resistencia intrinseca a un amplio nimero de antimicrobianos pero también puede

adquirir resistencia a través de multiples mecanismos moleculares (Brooke 2014).

2.2 Historia y taxonomia de Stenotrophomonas maltophilia

El género Stenotrophomonas fue propuesto por primera vez en 1993 por Palleroni y
Bradbury (Palleroni y Bradbury 1993), designacion actualmente aceptada y que deriva de
las palabras griegas Stenos: estrecho; Trophos: aquel que se alimenta; Monas: una unidad,
Malt: del inglés maltosa y Philos: amigo (Denton y Kerr 1998).

S. maltophilia se aisld por primera vez en 1943 por J.L. Edwards, de una muestra de
liquido pleural y se denomind Bacterium bookeri. El primer aislamiento reconocido de
una cepa de este microorganismo se llevo a cabo en 1958 por Rudolph Hugh, de un
hisopado de la orofaringe de un paciente con carcinoma oral y se le denomind
Pseudomonas maltophilia (Denton y Kerr 1998). Posteriormente, Hugh y Ryschenkow,
reclasificaron a la “Bacterium bookeri” aislada por Edwards, como P. maltophilia (Hugh
y Ryschenkow 1961). Estudios taxondmicos posteriores realizados en 1983, permitieron
el cambio de nombre de Pseudomonas maltophilia a Xanthomonas maltophilia (Swings
et al. 1983) y finalmente en el afio de 1993, tras un largo periodo de situacion taxondmica

incierta, este bacilo fue reclasificado como Stenotrophomonas maltophilia (Palleroni y



Bradbury 1993). Actualmente se reconoce que este género es genética y fenotipicamente

heterogéneo y abarcan doce especies reconocidas (Cerezer et al. 2014).

2.3 Caracteristicas microbiologicas

S. maltophilia es un bacilo Gram negativo aerobio estricto no esporulado, de
morfologia recta o inclusive ligeramente curvada, con una longitud de 0.5 a 1.5 pum y un
ancho de 0.4 a 0.7 pm (Denton y Kerr 1998). Presenta movilidad debido a unos pocos
flagelos polares multitricos. Crece en forma rapida a una temperatura optima de 35°C, sin
embargo, su crecimiento se ve inhibido a temperaturas inferiores a 5 °C o superiores a 40
°C. En cultivo se observan colonias rugosas de 3-5 mm de didmetro, no fermentadoras,
generalmente no hemoliticas, brillantes y de color blanco a amarillento; con las
caracteristicas de tornar las colonias color amarillo en MacConkey y café verdoso en agar
sangre (Mahdi et al. 2014). S. maltophilia es catalasa, DNasa y lisina descarboxilasa
positivos; suele ser oxidada e indol negativos; ademas reducen nitratos, pero estos no son

usados como fuente de nitrogeno.

2.4 Factores de virulencia y patogénesis

Los factores de virulencia de S. maltophilia atin no son bien conocidos. La dificultad
para diferenciar entre una colonizacién y una infeccion por este patdogeno, ha llevado a
creer que este microorganismo tiene una limitada patogenicidad. Esta afirmacion se vio
reforzada en los primeros estudios realizados de S. maltophilia por el hecho de que los
aislamientos no siempre eran relacionados con una evolucion negativa del paciente; por
ello se sugiri6 que S. maltophilia solo actuaba de manera sinérgica con otros
microorganismos (Gardner ef al. 1970).

S. maltophilia posee un sistema de sefalizacion célula-célula llamado “Quorum
System” (QS), que esta mediado por el sistema de Factor de Sefial Difusible (DSF, por
sus siglas en inglés), el cual le permite a las bacterias sincronizar determinados
comportamientos en una escala poblacional (Ryan et al. 2009; Huedo et al. 2014). Las
funciones especificas reguladas por el sistema de DSF-QS dependen de la especie, pero
se ha sugerido que controla varios fenotipos relacionados con la virulencia (Alavi et al.

2013). Estudios han demostrado que las proteasas, sider6foros y la formacion de
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biopeliculas son reguladas por este sistema (Berg y Martinez 2015). En el caso de S.
maltophilia, poco se sabe acerca de los mecanismos de regulacion implicados, pero se ha
demostrado que la interrupcion de la sefalizacion del DSF tiene un efecto drastico, ya que,
mutantes para este sistema, muestran motilidad reducida, una reduccion de la produccion
de exoproteasas, LPS alterados y una tolerancia reducida a una serie de antibidticos y a

metales pesados (Alavi ef al. 2013).

2.4.1 Produccion de enzimas
Se ha relacionado la patogenicidad de S. maltophilia con la expresion de determinados
factores, como la hemolisina; la disminucion de la estimulacion de neutrofilos (Podschun
et al. 2000); y la produccion de algunas enzimas extracelulares, como DNasas, RNasas,
fibrinolisinas, lipasas, hialuronidasas, proteasas, fibrinolisinas y elastasas, las cuales
podrian jugar un importante rol en la patogénesis de este microorganismo (Passerini de

Rossi et al. 2007).

2.4.2 Fimbrias

La adherencia a las células epiteliales posee un papel central en la iniciacion de la
colonizacioén o invasion de los tejidos del huésped por muchas bacterias (Finlay y Falkow
1997). Este evento es a menudo mediado por estructuras fibrilares llamados fimbrias o
pili compuesto de varios miles de fimbrina monomérica o subunidades de pilina
(Schembri et al. 2000). En muchas especies bacterianas, las mutantes con defectos en la
produccion de fimbrias son menos virulentas, probablemente como resultado de la falta
de interaccion eficiente de las bacterias con las células epiteliales. La presencia de
anticuerpos contra fimbrias en pacientes es un marcador para la infeccion. Estas son las
razones por las que, en parte, las fimbrias son vistos como objetivos importantes para el
desarrollo de vacunas y diagnostico (Schembri et al. 2000; de Oliveira-Garcia et al. 2003).

En cepas clinicas de S. maltophilia se han caracterizado las fimbrias tipo 1 (SMF-1);
estas se componen de una subunidad de fimbrina de 17 kDa que comparte similitudes
significativas con las secuencias de los extremos N-terminales de los aminoacidos de
varias adhesinas fimbriales encontrados en cepas patdgenas de Escherichia coli. Se ha

demostrado que la adherencia y la formacion de biopeliculas sobre superficies de S.



maltophilia fueron inhibidas por la presencia de anticuerpos anti-SMF-1, lo que implica
que estas fimbrias facilitan la interaccion entre la superficie de S. maltophilia y la
superficie de la célula huésped. Estudios realizados sugieren que las fimbrias SMF-1 estan
involucrados en hemaglutinacion, la formacion de biopeliculas y la adhesion a las células

de mamifero en cultivo (de Oliviera-Garcia et al. 2003).

2.4.3 Flagelos
Los flagelos son estructuras altamente inmunogénicas, que se conservan entre los
aislamientos clinicos de S. maltophilia y que se han reportado no solo como mediadores
en la adherencia, sino también como factores quimiotécticos involucrados en la formacion
de biopeliculas (de Oliveira-Garcia et al. 2002; Waters et al. 2007). Se ha demostrado que
las células de S. maltophilia pre-expuestas a antiflagelina disminuyen su capacidad de
adhesion a las mucosas (Zgair y Chhibber 2011). Por ello, se sugiere que estas estructuras

juegan un rol importante, aunque no determinante para la colonizacion por S. maltophilia.

2.4.4 Lipopolisacaridos

S. maltophilia posee lipopolisacaridos (LPS) que contienen lipido A,
lipopolisacarido “core”, y antigeno O (Neal y Wilkinson 1982). Se ha reportado que los
LPS cargados influyen en la adhesion celular bacteriana a las superficies, ya que a pH
fisiologico S. maltophilia posee una carga superficial positiva debida a la ausencia de
proteinas de la membrana externa, y esto combinado con LPS no cargados resulté en un
aumento de la capacidad de S. maltophilia de adherirse al teflon y al vidrio, los cuales
posee cargas negativas en su superficie (Jucker ef al. 1996). La integridad del LPS es
importante para la colonizacion, ya que las alteraciones en LPS pueden cambiar la
susceptibilidad de la célula bacteriana a determinados compuestos antimicrobianos, por
ejemplo, a péptidos catidnicos y aminoglucosidos y, por tanto, la patogenicidad de este

microorganismo.

2.4.5 Biopelicula
Una biopelicula es una poblacion de microorganismos asociada a una superficie y
embebida en una matriz de polimeros extracelulares, el cual puede estar formado por una
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sola especie o por multiples especies de microorganismos (Olson et al. 2002).

En S. maltophilia (tanto de origen clinico como ambiental), una caracteristica
importante, es su capacidad para formar biopeliculas sobre superficies como teflon, vidrio
y plésticos y en los tejidos del huésped, lo que se considera una propiedad importante de
las bacterias cominmente implicadas en la colonizacion. La adhesion y el posterior
desarrollo de biopeliculas en estas diferentes superficies se ven afectados tanto por las
propiedades fisicoquimicas de la célula bacteriana (por ejemplo, la presencia de proteinas
externas de membrana y LPS) y las superficies a las que se adhiere (Brooke 2012). Se ha
demostrado que la motilidad y la quimiotaxis flagelo-dependientes son factores
importantes en la formacion de biopeliculas (Pratt y Kolter 1998).

Los factores ambientales que pueden influir en la formacion de las biopeliculas de S.
maltophilia incluyen las concentraciones de fosfato y de cloruro, pH, temperatura,
condiciones anaerdbicas o aerdbicas, y la presencia de iones de cobre y plata.

Este patogeno también puede formar biopeliculas sobre superficies humedas que hacen
contacto directo o indirecto con los pacientes, incluidos los sistemas de agua, tubos
respiratorios, tubos de succion y lineas de agua de la unidad dental, catéteres, lineas
intravenosas (IV), equipos de didlisis, entre otros. Se ha demostrado que el nivel de
produccion de biopelicula fue mayor en condiciones aerdbicas y en una atmosfera de CO,
al 6% que el nivel de la produccidn en condiciones anaerobicas, y a un pH optimo de 5.5
(Brooke 2012).

Ademas, se han reportado diferencias en la susceptibilidad antimicrobiana de S.
maltophilia en presencia de biopeliculas en comparacion con la susceptibilidad presentada
por células planctonicas (Wu et al. 2013; Brooke 2014). Los antimicrobianos que
presentan mejor efecto in vitro sobre la biopelicula de S. maltophilia son las
fluoroquinolonas y la azitromicina, solas o en combinacién. Mientras que antimicrobianos
como la ceftazidima y el SXT no ejercen una actividad importante sobre la biomasa que
compone la biopelicula de este patdogeno (Di Bonaventura et al. 2003; Wang et al. 2016).

Los mecanismos moleculares relacionados con la formacioén de la biopelicula en S.
maltophilia no han sido ampliamente estudiados, sin embargo, estudios recientes
demostraron que la presencia de mutaciones en los genes rmlA4 y rpfF (que codifican para

una transferasa involucrada en la formacion de la pared bacteriana y para un factor de
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senal difusible, respectivamente), disminuyen su formacién. Por otro lado, el gen spgM,
que codifica una enzima bifuncional con actividades fosfoglucomutasa y
fosfomanomutasa, es posible que participe de manera importante en la formacion de la
misma. Sin embargo, ain no esta demostrado qué mutacion entre los tres genes produce
los cambios mas significativos involucrados en la produccioén de la biopelicula de S.
maltophilia (Zhou et al. 2014). El Unico estudio previo realizado en México sobre la
produccion de biopelicula de este patdgeno, demostré que todos los aislamientos
analizados fueron productores de biopelicula y que aproximadamente el 50% fueron

clasificados como productores débiles (Flores-Trevifio et al. 2014).

2.5 Importancia clinica

Stenotrophomonas maltophilia se consideraba un organismo inusual aislado a
partir de muestras clinicas; sin embargo, la frecuencia de los aislamientos de este
microorganismo va cada vez en aumento, sobre todo en la poblaciéon de pacientes
inmunocomprometidos (Brooke 2012).

Las infecciones méas comunmente asociadas a este microorganismo son aquellas
que se presentan en el tracto respiratorio, particularmente a neumonias asociadas a
ventilador (NAV) asi como las exacerbaciones agudas de la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC). Ademds, es agente causal de bacteriemia, sepsis biliar,
infecciones de huesos y articulaciones, del tracto urinario y de tejidos blandos,
endoftalmitis, infecciones oculares, endocarditis y meningitis.

Durante las infecciones cronicas y asociadas a dispositivos, la frecuencia de
infeccion por S. maltophilia va de 8 a 28% en los pacientes que reciben ventilacion
mecénica (VM), teniendo una tasa de mortalidad que oscila desde 24 hasta 50%, y que en
algunos casos puede alcanzar un 76% (Chastre y Fagon 2002). Previamente se determin6
que tiempos de ventilacion mecénica prolongada aumentan significativamente la tasa de
mortalidad en la unidad de cuidados intensivos (UCI) (Nseir et al. 2006).

Estudios posteriores realizados en un periodo de 2007-2011, indicaron que S.
maltophilia fue el tercer microorganismo mas frecuentemente aislado, representando un
20.27% de los aislamientos totales en pacientes con NAV en la UCI. En pacientes con

fibrosis quistica (FQ), se ha destacado la importancia de las infecciones por S. maltophilia,
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ya que segun datos del Registro Americano de Pacientes con FQ, la prevalencia de este
patdgeno en el afio 2001 era de 9.6%, constituyendo el cuarto patdogeno colonizante mas
frecuente (Cystic Fribrosis Foundation, 2002). Ademas este microorganismo es un
patogeno importante en los pacientes con cancer, particularmente pacientes con cancer de

pulmon obstructivo (Brooke 2012).

2.6 Epidemiologia

S. maltophilia es un patégeno nosocomial emergente y el tinico miembro del género
Stenotrophomonas que infecta a humanos (Chawla et al. 2014). Se ha ubicado a S.
maltophilia como el tercer bacilo, Gram negativo y no fermentador mas comunmente
aislado en el medio nosocomial (Crossman et al. 2008); sin embargo, también se han
reportado casos de infecciones por este microorganismo adquiridos en la comunidad
(Brooke 2012). En las ultimas décadas, este microorganismo se ha aislado en distintos
medios, regiones geograficas y en una gran variedad de superficies y objetos hospitalarios,
como lo son: agua destilada, soluciones desinfectantes, jabones, entre otros (Denton y
Kerr 1998; Zanetti et al. 2009).

Los datos del programa SENTRY durante el periodo de 1997 a 2008 revelaron una tasa
de 3.1% de recuperacion de S. maltophilia en pacientes hospitalizados con neumonia
desde 2004 de 2008, y tasas de recuperacion regional de este patogeno de 3.3% para los
Estados Unidos, 3.2% para Europa y el 2.3% para América Latina (Jones 2010). En 2012,
el Programa para el Estudio y Monitoreo de Tendencias de Resistencia Antimicrobiana
(SMART) inform6 que S. maltophilia fue uno de los cuatro principales patdgenos
asociados con infecciones intraabdominales en la regiéon de Asia-Pacifico (Australia,
China, Hong Kong, Malasia, Nueva Zelanda, el Filipinas, Singapur, Corea del Sur,
Taiwén, Tailandia y Vietnam), mientras que en este mismo afo el programa de vigilancia
antimicrobiano SENTRY, reportdé que S. maltophilia es uno de los 10 principales
patogenos causantes de neumonia en los pacientes en América Latina, en los centros
médicos de Brasil, Argentina, México y Chile (Brooke 2014). En pacientes con FQ se
estimod una prevalencia de S. maltophilia del 28.6% (Burns et al. 1998).

La habilidad de S. maltophilia de sobrevivir y persistir en superficies inertes

probablemente asociada a la produccion de biopelicula, puede tener un papel importante
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en la capacidad de ocasionar infecciones nosocomiales y brotes (Vila y Marco 2010). Se
ha reportado que las manos de los trabajadores de la salud actian como medio de
transporte durante los brotes nosocomiales de infecciones por S. maltophilia (Villarino et
al. 1992). Ademas, se ha encontrado a este microorganismo en jabones, grifos, entre otros,

como las fuentes de infeccion (Labarca et al. 2000).

2.7 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo de infeccién por este microorganismo en pacientes
hospitalizados son la inmunodepresion de diferente naturaleza y enfermedades previas
subyacentes, como EPOC, enfermedades cardiovasculares, trasplantes, didlisis, VIH,
diabetes mellitus, drogadiccion, tabaquismo, entre otros (Julve et al. 1998). Un factor de
riesgo a destacar asociado con la adquisicion de este patdogeno es la presencia de
neoplasias, principalmente leucemias agudas y carcinoma de mama. Por otro lado, los
factores de riesgo extrinsecos que se han sido mejor descritos son la presencia de catéteres
vasculares, la ventilacion asistida o traqueotomia, las técnicas diagndsticas invasoras, la
hospitalizacion prolongada o estancia en UCI, el uso de equipo en contacto con el tracto
respiratorio (nebulizadores, por ejemplo), la quimioterapia citotoxica, los corticosteroides

y la exposicion previa a antibioticoterapia de amplio espectro.

2.8 Transmision

No se conoce exactamente su modo de transmisidon, aunque es probable que la
adquisicion del patdgeno se realice directamente a través de reservorios ambientales. S.
maltophilia se ha aislado en pescado, carne cruda de vaca, leche de oveja, heces de conejo,
lagartijas y del tracto gastrointestinal de los animales de laboratorio (Denton y Kerr 1998).
S. maltophilia se ha aislado de varias fuentes, incluyendo tubos de succion del sistema de
sillas dentales, endoscopios contaminados, y el agua de grifo, todos los cuales presentan
las posibles fuentes de exposicion de los pacientes. Por el contrario, la transmisién
paciente a paciente, es un acontecimiento raro (Berg y Martinez 2015).

Sin embargo, se ha reportado ocasionalmente agrupamiento de casos ocasionados por

cepas genotipicamente similares o indistinguibles.
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2.9 Manifestaciones clinicas asociadas con infecciones por S. maltophilia
2.9.1 Infecciones en tracto respiratorio

El tracto respiratorio es el sitio de origen méas comun de aislamiento de S. maltophilia
en pacientes hospitalizados, representando un 56 al 69% de los aislamientos de este
microorganismo. Las neumonias nosocomiales causadas por S. maltophilia se asocian con
ventilacion mecdanica, traqueostomias, la exposicion anterior a los antibioticos de amplio
espectro, el uso de equipos de tracto respiratorio tales como nebulizadores, y la terapia
con polimixina aerosol. Sin embargo, la fuente de contaminacion por S. maltophilia en

estos pacientes es a menudo poco clara (Denton y Kerr 1998).

2.9.2 Bacteriemia

La bacteriemia es una manifestacion comun de la infeccion por S. maltophilia y parece
estar aumentando en frecuencia y aunque a menudo no es posible determinar el portal de
entrada, se ha propuesto que puede ser secundaria a una fuente pulmonar, urinaria, o
gastrointestinal (Denton y Kerr 1998).

Los factores de riesgo para la bacteriemia causada por S. maltophilia incluyen
neutropenia, la presencia de un catéter venoso central (CVC), hospitalizacion prolongada,
y la terapia previa con antibidticos de amplio espectro. En los ensayos clinicos no
controlados, las tasas de mortalidad asociado de bacteriemia por S. maltophilia
comprenden un rango de 21%-69%. Sin embargo, muchos pacientes con bacteriemia
tienen enfermedades subyacentes significativas. Ademas, el organismo a menudo se
recuperd a partir de cultivos mixtos. Por lo tanto, la proporcién de muertes directamente
atribuibles a S. maltophilia bacteriemia sigue siendo poco clara (Senol et al. 2002; Falagas

et al. 2009).

2.9.3 Endocarditis
La endocarditis por S. maltophilia es poco frecuente. Sus principales factores de riesgo
son las vélvulas protésicas, la adiccion activa a drogas por via parenteral y la presencia de
catéteres intravasculares (Gutierrez et al. 1996; Candel et al. 2002).
El prondstico de la infeccion por S. maltophilia es variable y estd en funcion de la

gravedad de la infeccion y del estado basal del huésped. Aunque se han registrado
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resultados favorables con el tratamiento antimicrobiano, la intervencion quirirgica para

reemplazar la véalvula infectada puede ser necesaria (Candel ef al. 2002).

2.9.4 Piel y tejidos blandos

S. maltophilia se ha aislado relativamente de forma frecuente de heridas y otras lesiones
cutaneas. Las sepsis en heridas pueden deberse a una lesion accidental. La infeccion
también se puede producir después de un trauma quirdrgico y en los sitios donde las
defensas cutaneas han sido danadas, tales como traqueotomias y los sitios de catéteres
vasculares.

Otras manifestaciones de infecciones de tejidos blandos por S. maltophilia incluyen
celulitis umbilical, bursitis prerrotuliana, infecciones de heridas por quemaduras, arafiazos

de gato, las heridas de mordeduras humanas, entre otras (Denton y Kerr 1998).

2.9.5 Otras manifestaciones clinicas
El aislamiento de S. maltophilia se realiza con poca frecuencia en muestras de orina,
aunque no estd considerada una causa frecuente de infeccion del tracto urinario. Los casos
descritos tienen generalmente un origen nosocomial y son secundarios a
instrumentalizacion del tracto genitourinario, cirugia o enfermedades estructurales del
mismo (Senol 2004). Con menor frecuencia se han descrito casos de infeccion
intraabdominal, del tracto gastrointestinal y muy escasamente a meningitis e infecciones

de huesos y articulaciones (Denton y Kerr 1998).

2.10 Tratamiento

El tratamiento de las infecciones nosocomiales por S. maltophilia es dificil debido
a la variabilidad genotipica y fenotipica entre las especies de este microorganismo; a los
altos niveles de resistencia intrinseca o adquirida a diferentes agentes antimicrobianos; a
las pruebas de susceptibilidad poco estandarizados y a sus criterios interpretativos; a la
dificultad de transferir en hallazgos in vitro a la préctica clinica, dada la falta de ensayos
clinicos aleatorios que comparan la eficacia de los agentes antimicrobianos; reducen
dréasticamente las opciones de los antibioticos disponibles para el tratamiento.

El TMP-SXT sigue siendo el farmaco de eleccion para el tratamiento de las

12



infecciones asociadas a S. maltophilia, aunque el &acido clavuldnico ticarcilina, la
minociclina, algunas de las nuevas fluoroquinolonas, y la tigeciclina puede ser agentes
utiles (Nicodemo y Garcia 2007). Es importante destacar que si bien se sugiere el uso de
ciertos antimicrobianos de primera eleccion, en la actualidad, no existe una guia
estandarizada en todo el mundo para realizar pruebas de este microorganismo contra

determinados agentes antimicrobianos (Giilmez y Hasand 2005).

2.10.1 Trimetoprim-sulfametoxazol

El trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SXT) se debe considerar como eleccion
empirica cuando se sospecha de infecciones por S. maltophilia y como tratamiento de
eleccion para las infecciones por este agente probadas mediante cultivo (Nicodemo y

Garcia 2007).

2.10.2 Ticarcilina-acido clavulanico y acido clavulanico-aztreonam

En general, los antibidticos B-lactimicos muestran una baja actividad contra S.
maltophilia, debido a los mecanismos de resistencia asociados a este patdgeno. Las tasas
de resistencia de S. maltophilia a B-lactamicos como la ampicilina, la amoxicilina, la
piperacilina y el aztreonam son invariablemente altas. Los inhibidores de 3 -lactamasas
como el &cido clavulanico a veces puede aumentar la susceptibilidad de S. maltophilia a
dichos agentes (Mufioz ef al. 1997). La combinacion de 4cido clavuldnico-ticarcilina se
ha recomendado como una segunda opcion terapéutica, principalmente en el tratamiento
de los pacientes que experimentan efectos adversos con el tratamiento con TMP-SXT
(Denton y Kerr 1998). Otras combinaciones como ticarcilina-sulbactam, piperacilina-
tazobactam, y ampicilina-sulbactam no muestran una buena actividad contra esta bacteria

(Nicodemo y Garcia 2007).

2.10.3. Cefalosporinas y carbapenemas

Las cefalosporinas en general muestran una baja actividad contra S. maltophilia,
sin embargo, se ha demostrado que cefoperazona, ceftazidima y cefepima ejercen cierta
actividad in vitro (Nicodemo y Garcia 2007). El riesgo de induccion de resistencia debido

a la produccion de B-lactamasas y la baja actividad de las B-lactamas, especialmente de
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las cefalosporinas, limita su uso empirico en el tratamiento de infecciones por S.
maltophilia (del Toro et al. 2002). Las combinaciones de cefalosporinas con inhibidores
de B-lactamasas, como el 4cido clavulanico-ceftazidima, cefoperazina-sulbactam y acido
clavulanico-cefepima, tienen una eficacia in vitro escasa (Nicodemo y Garcia 2007).
Stenotrophomonas maltophilia es intrinsecamente resistente a los carbapenémicos, por lo

que estos antimicrobianos no son efectivos (Howe ef al. 1997).

2.10.4 Fluoroquinolonas

Nuevas fluoroquinolonas como clinafloxacina, levofloxacina, gatifloxacina,
moxifloxacina, y sitafloxacina, mostraron una actividad superior in vitro en comparacion
con quinolonas de primera generacion (Nicodemo y Garcia 2007). La tigeciclina y la
levofloxacina son dos antimicrobianos que solos o en combinacidon con otros
antimicrobianos parecen ser prometedores para su uso en pacientes con fibrosis quistica

(Milne y Gould 2012).

2.10.5 Aminoglucdsidos

Los aminoglucosidos muestran poca actividad contra S. maltophilia debido a la
produccion constitutiva de las enzimas modificadoras de aminoglicdsidos; a la resistencia
dependiente de temperatura que resulta de los cambios de la membrana externa; y la
expresion de los sistemas de bomba de eflujo. La gentamicina, tobramicina y amikacina

muestran invariablemente altos niveles de resistencia (Nicodemo y Garcia 2007).

2.10.6 Cloranfenicol y tetraciclinas

El cloranfenicol muestra cierta actividad in vitro frente a S. maltophilia, aunque
hay diferencias considerables en los perfiles de susceptibilidad. Al igual que las
tetraciclinas, la minociclina muestra una alta actividad in vitro contra cepas de S.
maltophilia. La tigeciclina, una glicilciclina, es un compuesto que ha demostrado una
buena actividad in vitro frente a los aislamientos de S. maltophilia (Nicodemo y Garcia

2007).
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2.10.7 Polimixinas

Las polimixinas tienen una estructura y mecanismo de accion unico, apuntando a
la membrana celular bacteriana. El anillo del péptido policatiénico de las polimixinas
interactta con las moléculas anidnicas de los LPS en la membrana externa de las bacterias
Gram negativas, desplazando asi los cationes de calcio y magnesio que estabilizan las
moléculas de LPS. Este proceso resulta en un aumento en la permeabilidad de la envoltura
celular, la fuga de contenido celular, y, en consecuencia, la muerte (Newton 1956;
Schindler y Osborn 1979). El uso de polimixinas para tratar las infecciones por bacilos
Gram negativos, no fermentadores y multirresistentes, ha adquirido cada vez mayor
importancia. Sin embargo, existen limitaciones en su uso debido a la escasez de estudios

clinicos con estos fArmacos y a su toxicidad (Nicodemo y Garcia 1997).

2.11 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Larazon principal para el aumento de las infecciones por S. maltophilia es la resistencia
intrinseca de esta especie a muchos antimicrobianos de primera linea, tales como B-
lactdmicos, incluyendo carbapenémicos, enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(excepto gentamicina), macrolidos, tetraciclinas, cloranfenicol y quinolonas. Por otra
parte, los aislamientos de S. maltophilia pueden desarrollar rapidamente resistencia a las
fluoroquinolonas mas nuevas a través de mutaciones y aunque los mecanismos
subyacentes no estan bien estudiados, es probable que sean el resultado de la
sobreproduccion intrinseca de bombas de eflujo. Tipicamente, la terapia empirica para S.
maltophilia es TMP- SXT, a la que mas del 95% de los aislamientos son sensibles. Sin
embargo, la resistencia estd aumentando como consecuencia de la propagacion de la
resistencia y, en muchos pacientes, la terapia de TMP- SXT esté contraindicada (Denton
y Kerr 1998).

Para otros antimicrobianos, se ha demostrado menos del 25% de susceptibilidad a
ticarcilina, la piperacilina y el aztreonam; un 50% de susceptibilidad a la ceftazidima y a
la cefepima (Muioz et al. 1997; Weiss et al. 2000) y mas del 70% de susceptibilidad a
levofloxacina (Gould et al. 2013). Casi todos los aislamientos resultaron ser resistentes a

los carbapenémicos aunque el moxalactam ha mostrado tener un porcentaje de resistencia

del 2% (Mufioz et al. 1997; Weiss et al. 2000).
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2.11.1 Mecanismos de resistencia inespecificos a los antimicrobianos

La baja permeabilidad de S. maltophilia ha sido considerada durante mucho tiempo
como factor responsable de su fenotipo multifimacorresistente. Estudios realizados en la
ultima década han permitido descubrir que la multifarmacorresistencia asociada a la
membrana externa podria explicarse por alteraciones en la composicion de la membrana,
por el bajo nimero de moléculas porinas (Vila y Marco 2010) y por una mayor expresion
de las proteinas de membrana externa implicadas en los mecanismos de expulsion activa
(Sevillano et al. 2001). Numerosos ejemplos de sistemas de flujo de salida que se han
caracterizado y se han implicado en la resistencia a los antibidticos en las bacterias Gram
negativas y Gram positivas, siendo las bombas mejor caracterizadas SmeABC y SmeDEF
(Fernandez y Hancock 2012). En particular, la exportacion de drogas se ha relacionado
con multifirmacorresistencia, ya que la mayoria de los sistemas de eflujo pueden

transportar multiples sustratos (Nikaido y Pages 2012).

2.11.1.1 Membrana externa y sistemas de expulsion activa.

La susceptibilidad a los antibidticos a menudo se relaciona con la presencia de bombas
de expulsion activa, las cuales son estructuras proteicas dependientes de energia, que
provocan la salida de los antimicrobianos de la célula (Brooke 2012). Son utilizados por
los microorganismos para evitar la acumulacion intracelular de compuestos toxicos,
bombeando tales moléculas fuera de la célula en un proceso que no esté relacionado con
la alteracion o la degradacion de los farmacos. Estos sistemas se encuentran constituidos
por una proteina de unidn, un transportador (dependiente de energia) y una porina asociada
a la membrana externa (Fernandez y Hancock 2012).

De acuerdo a sus caracteristicas estructurales estos sistemas de expulsion activa se
clasifican en 5 familias: cassete de union al ATP (ABC, por sus siglas en inglés),
superfamilia del facilitador mayor (MFS), extrusion de multifirmacos y toxicos (MATE),
resistencia pequeia a multifirmacos (SMR) y resistencia a division por nodulacion
(RND). Entre ellos, la familia RND es el principal mediador mas eficaz en baterias Gram
negativas que presentan multifirmacorresistencia (Wu et al. 2016).

La actuacion de estos sistemas de bombas de expulsion activa son un factor que
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contribuye, de forma cuantitativamente significativa, al fenotipo multifarmacorresistente
intrinseco o adquirido en S. maltophilia (Alonso y Martinez 1997). Estos sistemas de
eflujo se componen de tres proteinas localizadas en la membrana externa (Brooke 2012),
el espacio peripldsmico y la membrana interna de microorganismos Gram negativos,
formando un canal capaz de eliminar hacia el exterior de la bacteria un gran nimero de
sustancias mediante un mecanismo de transporte dependiente de protones. Estos sistemas
activos desintoxicantes se denominan SmeM, por sus siglas en inglés Stenotrophomonas
multidrug efflux (Zhang et al. 2000).

En S. maltophilia se han identificado 8 bombas de eflujo de expresion constitutiva
pertenecientes a la Familia RND, SmeABC, SmeDEF, SmeGH, SmelJK, SmeMN,
SmeOP, SmeVWX y SmeYZ (Wu et al. 2016); 2 pertenecientes a la superfamilia MFS y
2 casetes de union a ATP (ABC). En general, los genes que codifican para la porina, para
la proteina periplasmica de fusion (MFP) y para la proteina interior, se encuentran en el
mismo operdn. Ademas, las bombas de eflujo de MFR son modulados por un regulador
de la proteina codificada por un gen localizado rio arriba y de forma divergente, transcrita
a partir del operon de la bomba de eflujo (Sanchez ef al. 2009).

Todas las proteinas del flujo de salida de las bombas SmeABC y SmeDEF, que
pertenecen a la familia RND, estan codificados en el mismo operon. Las funciones de
estas bombas de eflujo de resistencia han sido ampliamente caracterizadas. SmeABC esta
implicado en la resistencia adquirida a B-lactamasas, aminoglucésidos y quinolonas, pero
no tiene influencia sobre la resistencia intrinseca y la delecion del gen smec afecta a la
susceptibilidad a varios antimicrobianos, lo que sugiere su posible relacion con otras
bombas de eflujo. SmeDEF est4 involucrado tanto en la resistencia intrinseca y adquirida
al cloranfenicol, tetraciclinas y quinolonas, asi como a la resistencia adquirida a los
compuestos no antibidticos como el triclosan, detergentes, solventes organicos (Sanchez
et al. 2009). Por otro lado, ni los B-lactdmicos ni los aminoglucdsidos parecen ser buenos
sustratos para este sistema (Zhang ef al. 2001). SmeOP tiene como principales sustratos
al 4acido nalidixico, doxiciclinas, aminoglucosidos y macrélidos (Wu et al. 2016);
SmeVWX esta implicada principalmente en la resistencia a quinolonas (Garcia-Leon et
al. 2015); mientras que SmelJK y SmeYZ se han implicado con la resistencia en S.

maltophilia a TMP-SXT y aminoglucosidos, principalmente (Wu ef al. 2016).
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Debe tenerse en cuenta que las bombas de eflujo son un factor importante en la
resistencia contra los antimicrobianos, sobre todo en aquellos microorganismos que
presentan una baja permeabilidad dada por la ausencia de porinas, debido al efecto

sinérgico entre estas dos estrategias de resistencia (Fernandez y Hancock 2012).

2.11.1.2 Proteinas de membrana externa.

Las proteinas de membrana externa (OMP), también llamadas porinas que facilitan la
adquisicion de nutrientes provenientes del medio externo y forman parte de las bombas
de eflujo antes descritas. Estas son proteinas transmembranales que permiten el paso de
diversas moléculas; en especial de compuestos hidrofilicos. Hay varias clases de porinas:
las porinas que estan implicadas en la determinacion de la permeabilidad, las porinas que
permiten la absorcion de sustratos mas especificos (por ejemplo, LamB, implicado en la
captacion de maltosa) y las proteinas de membrana externa reguladas por hierro (PME u
OMP), que se acoplan a un sistema de energizacion de la membrana citoplasmatica para
permitir la captacion especifica de complejos de hierro (Fernandez y Hancock 2012).

Se ha reportado que la pérdida de estas porinas provoca cambios en la permeabilidad
de la membrana, disminuyendo el transporte de los antimicrobianos al interior de la célula,
lo que favorece a su resistencia a una gran diversidad de antimicrobianos (Gordon y

Wareham 2010).

2.11.2 Mecanismos de resistencia asociados a p-lactamasas

S. maltophilia posee dos B-lactamasas inducibles: L1, una metaloenzima dependiente
de Zn** con la capacidad de hidrolizar casi todas las clases de p-lactamicos (aunque no
monobactam); y L2, una cefaslosporinasa con un sitio activo para la serina. La expresion
de ambas enzimas est4 regulada por ampR (un tipo de regulador LysR situado rio arriba
del gen L2), e inducido por la presencia de antibidticos B-lactamicos. ampR actia como
un represor débil del gen L2 en ausencia del inductor, y como un activador en su presencia.
Con respecto a L1, ampR se requiere tanto para la expresion basal como para la inducida.
La expresion de estas enzimas en S. maltophilia también esta sujeto a una red compleja
regulacion. La supresion del operon AMPN-AMPG, que codifica un transportador de

permeasa, impide la induccion de B-lactamasas (Avison ef al. 2001; Huang et al. 2010).
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2.11.3 Mecanismos de resistencia asociados a TMP-SXT

Recientemente, se ha estudiado la presencia de integrones clase I dentro de
transposones, los cuales pueden ser transferidos a plasmidos o al DNA cromosémico de
S. maltophilia mediante eventos de transposicion y los cuales contienen diferentes
conjuntos de genes que confieren resistencia a los antimicrobianos; destacando en
importancia el gen su/, que confiere resistencia a las sulfonamidas. Aunque su// es el gen
de resistencia a sulfametoxazol predominante, la presencia de otro gen, su/2, se ha
estudiado en cepas resistentes a TMP-SXT; en la mayoria de los casos este gen se localizo
en plasmidos grandes (=120 kb). Se ha reportado que los elementos de regiones comunes
de secuencias de insercion ISCR y los genes dfr4, localizados en los casetes genéticos de
los integrones de clase 1, también contribuyen a la baja susceptibilidad de S. maltophilia
al TMP-SXT (Toleman ef al. 2007; Hu et al. 2011).

Sin embargo, aunque nunca se ha demostrado que el gen su/l presente actividad en la
sintesis de acido folico, se puede especular que la presencia de este gen podria contribuir
a un aumento en la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) (Barbolla et al. 2004)
inhibiendo la sintesis de la enzima dihidropteroato sintasa (sulfametoxazol) y de la enzima
dihidrofolato reductasa (trimetoprim), las cuales son enzimas necesarias en la sintesis de
acido folico, 1til en el desarrollo bacteriano (Mosquito et al. 2012). En conjunto, esto
indica que la presion selectiva a antibidticos reciente en entornos clinicos, es la seleccion

de cepas que contienen genes su/ adquiridos por transferencia horizontal (Sanchez et al.

2009).

2.11.4 Mecanismos de resistencia asociados a aminoglucoésidos
Se ha relacionado la 6’-N-acetiltransferasa de tipo I, una aminoglicosidasa de 16 kDa,
con la resistencia intrinseca de S. maltophilia a la amikacina, netilmicina y tobramicina y,

en menor medida, a la gentamicina (Lambert et al. 1999).
2.11.5 Mecanismos de resistencia asociados a macrolidos

Este mecanismo de resistencia se da como el resultado de transferencia a partir de

bacterias Gram positivas de un grupo de genes que codifican para una enzima, la
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macrolido 2'-fosfotransferasa II, y que se han relacionado con la resistencia a antibidticos

y a metales pesados (Alonso et al. 2000).
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3. JUSTIFICACION

Stenotrophomonas maltophilia es un microorganismo multifirmacorresistente que
a nivel intrahospitalario causa principalmente neumonias y bacteriemias. En México
existen pocos estudios sobre los mecanismos de resistencia a antimicrobianos y los

factores de virulencia de aislamientos clinicos de S. maltophilia
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4. HIPOTESIS

Los aislamientos de S. maltophilia presentan genes asociados a resistencia, altos
niveles de expresion de bombas de eflujo y alta produccion de biopelicula que contribuyen

a su multifarmacorresistencia.
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5. OBJETIVO

5.1 Objetivo general
Determinar los mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana y la
presencia de biopelicula de aislamientos clinicos de Stenotrophomonas maltophilia de dos

hospitales de tercer nivel en México.

5.2 Objetivos especificos

1) Recolectar e identificar a nivel de especie aislamientos clinicos de S. maltophilia
de dos hospitales de tercer nivel en México.

2) Determinar el patron de susceptibilidad de S. maltophilia a los antimicrobianos.

3) Detectar la presencia de genes asociados a resistencia contra Trimetoprim-
sulfametoxazol en los aislamientos de S. maltophilia.

4) Evaluar la expresion de las bombas de efluyjo SmeABC y SmeDEF en los
aislamientos de S. maltophilia.

5) Determinar la produccion de biopelicula de los aislamientos de S. maltophilia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de los aislamientos.

Se colectaron aislamientos de Stenotrophomonas maltophilia provenientes de varios
especimenes clinicos, los cuales fueron previamente aislados en el Laboratorio Central del
Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez” y el Hospital Civil de Guadalajara “Fray
Antonio Alcalde”. Estos aislamientos fueron seleccionados de pacientes mayores de 18
afios en un periodo comprendido de agosto 2013 a agosto 2015. Los aislamientos se
conservaron en congelacion a -70°C en caldo Brucella con glicerol al 15% hasta su uso

posterior.

6.2 Identificacion bioquimica de los aislamientos.
Los aislamientos previamente recolectados fueron identificados a nivel de especie
usando los paneles de Sensititre (TREK Diagnostic Systems), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

6.3 Identificacion molecular de los aislamientos.
Para la identificacion molecular se realiz6 la extraccion del DNA gendémico por el
método de lisis térmica para posteriormente realizar la identificacion a nivel de especie

por medio de PCR.

6.3.1 Extraccion de DNA genémico por lisis térmica.

Los aislamientos fueron sembrados en agar sangre e incubados a 35°C + 2°C
durante 18 h (Incubadora Lab Cli-Micro, modelo 0166). Se tomaron de 3 a 4 colonias y
se resuspendieron en viales de 1.5 mL con 100 puL de agua miliQ estéril. Se mezclaron en
un agitador tipo vortex (Deluxe, modelo $8220) hasta obtener una soluciéon homogénea.
Posteriormente los viales fueron calentados a una temperatura de 95°C en un bafio seco
(Labnet International, modelo D1200) durante 15 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo, los viales se centrifugaron por 5 minutos a 13,500 rpm (lec Microelite modelo
RF). Se colectaron los sobrenadantes en viales de 0.5 mL y finalmente se congelaron a -

20°C hasta su uso posterior.
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6.3.2 Identificacion de especie mediante PCR

La identificacion de la especie fue confirmada por amplificacion de un fragmento
de 134 pb del gen 16S de rRNA (Rios-Licea ef al. 2010) mediante amplificacion por PCR
(MaxyGene II Thermal Cycler, Corning Axygen). Las mezclas de reaccion contenian 1 x
de buffer de PCR, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada ANTP, 200 nM de cada primer (Tabla
1), 1 U de AmpliTaq polimerasa (Bioline, USA) y 200 ng de DNA. Para la amplificacion
se llevd a cabo un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min; seguido de 35 ciclos
de: desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C
por 30 s; y un paso final de elongacién a 72°C por 5 min. La cepa ATCC 13637 de S.
maltophilia se us6 como cepa de referencia. Los productos obtenidos fueron visualizados
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X, previa tinciéon con bromuro
de etidio a una concentraciéon de 1 mg/mL. Se empled un marcador de 100-1000 pb

(HyperLadder I, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.).

Tabla 1. Primers para amplificacion del gen 16S de rRNA (Rios-Licea et al. 2010).

Producto
Gen Primers (pb)
Forward 5’-GATCCTGGCTCAGAGTGAACG-3’
rRNA 134
Reverse 5’-CCCACGACAGAGTAGATTCCG-3

6.4 Susceptibilidad a los antimicrobianos

La determinacién de la susceptibilidad a los antimicrobianos se llevd a cabo por el
método de microdilucion en caldo utilizando los paneles Sensititre (TREK Diagnostic
Systems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los antimicrobianos que se
incluyeron dentro del andlisis fueron: amikacina, cefepima, cefotaxima, ceftazidime,
cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, levofloxacina, meropenem y TMP-SXT. Los
resultados fueron interpretados de acuerdo a los criterios establecidos por el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) para S. maltophilia
(Tabla 2) y para aquellos agentes evaluados sin criterios especificos, se utilizaron los

criterios descritos en el CLSI para las no Enterobacteriaceae (Tabla 3).
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Tabla 2. Criterios de evaluacion de S. maltophilia contra antimicrobianos (CLSI, 2016).

Criterios de interpretacion de la Concentracion

Minima Inhibitoria
Grupo de
Agente antimicrobiano (ng/mL)
Reporte

S I R
Combinaciones de inhibidores para p-lactaimas/g-lactamasas
B Ticarcilina-clavulanato <16/2 32/2 — 64/2 >128/2
Cefemas (Incluyendo cefalosporinas L, IL, II1 y IV)

B Ceftazidima <8 16 >32
Tetraciclinas

B Minociclina <4 8 >16
Fluoroquinolonas

B Levofloxacina <2 4 >8

Inhibidores de la via de los folatos

Trimetoprim-
A <2/38 - 24/76
sulfametoxazol
Fenicoles
B Cloranfenicol <8 16 >32

Tabla 3: Criterios de evaluacion de no-Enterobacteriaceae contra los antimicrobianos (CLSI 2016).
Criterios de interpretacion de la Concentracion

Minima Inhibitoria

Grupo de Agente
o (ng/mL)
Reporte antimicrobiano
S I R
Cefemas (Incluyendo cefalosporinas L, IL, II1 y IV)
B Cefepime <8 16 >32
C Cefotaxima <8 16 - 32 >64
Carbapenémicos
B Meropenem <4 8 >16
Aminoglucoésidos
A Gentamicina <4 8 >16
B Amikacina <16 32 >64
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Tabla 3: Criterios de evaluacion de no-Enterobacteriaceae contra los antimicrobianos (CLSI 2016),

continuacion.
Criterios de interpretacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria
Grupo de Agente
o (ng/mL)
Reporte antimicrobiano
S I R
Fluoroquinolonas
B Ciprofloxacina <1 2 >4
B Levofloxacina <2 4 >8

6.5 Deteccion de los elementos genéticos asociados a resistencia antimicrobiana

La presencia de los genes sull, sul? y sul3 se evalu6 mediante el uso de primers

especificos para cada uno (Instituto de biotecnologia, UNAM), enlistados en la Tabla 4

(Toleman et al. 2007; Hu et al. 2011; Chung et al. 2015). El andlisis se llevo a cabo

mediante PCR punto final (MaxyGene II Thermal Cycler, Corning Axygen). Las mezclas
de reaccion contenian 1X de buffer de PCR, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 200
nM de cada primer, 1 U de AmpliTaq polimerasa (Bioline USA) y 200 ng de DNA. Para

la amplificacion se llevd a cabo un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 min;

seguido de 30 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 50°C por 1

min y extension a 68°C por 1 min; y un paso final de elongacion a 68°C por 5 minutos.

Tabla 4. Primers para amplificacion de los genes sull, sul? y sul3 (Toleman et al. 2007; Hu et al. 2011;
Chung ef al. 2015).

Genes Primers Producto (pb)

Forward 5’- ATG GTG ACG GTG TTC GGC ATT CTG A -3’

sull 840
Reverse 5’- CTA GGC ATG ATC TAA CCCTCG GTCT -3’
Forward 5’- GAA TAA ATC GCT CAT CAT TTT CGG -3°

sul2 810
Reverse 5'- CGA ATT CTT GCG GTT TCT TTC AGC -3’
Forward 5'- GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG -3’

sul3 1007
Reverse 5'- CAT CTG CAG CTA ACC TAG GGC TTT GGA -3’
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6.6 Expresion de las bombas de eflujo SmeABC y SmeDEF

6.6.1 Extraccion del material genético por lisis térmica

Los aislamientos fueron sembrados en agar sangre e incubados a 35°C + 2°C
durante 18 h (Incubadora Lab Cli-Micro, modelo 0166). Se tomaron de 3 a 4 colonias y
se resuspendieron en viales de 1.5 mL con 100 puL de agua miliQ estéril. Se mezclaron en
un agitador tipo vortex (Deluxe, modelo $8220) hasta obtener una soluciéon homogénea.
Posteriormente los viales fueron calentados a una temperatura de 95°C en un bafio seco
(Labnet International, modelo D1200) durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo,
los viales se centrifugaron por 5 minutos a 13,500 rpm (lec Microelite modelo RF). Se

colectaron los sobrenadantes en viales de 0.5 mL.

6.6.2 Extraccion de RNA total
Se extrajo el ARN total a partir de los sobrenadantes obtenidos anteriormente por
lisis térmica. Para ello se utilizd el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.6.3 Cuantificacion del RNA total
Se determind la pureza del ARN total por espectrofotometria (Beckman Coulter,
modelo DU 800) midiendo la relacion de absorbancias a 260/280 y empleando la siguiente

formula:
[ARN] = A260 x factor de dilucion x 40 pg/mL

6.6.4 RT-PCR

Las mezclas de la amplificacion por qPCR (10 pL), contenian 1X de 2X
SensiFast” SYBR® No-ROX One-Step Mix, 1X Transcriptasa reversa, 1X RiboSafe
Inhibidor RNasas (Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.), 10 ng/uL de RNA molde y
400 nM de los primers descritos en la Tabla 5 (Instituto de biotecnologia, UNAM).
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Tabla 5. Primers utilizados para evaluar la expresion de SmeABC y SmeDEF (Cho et al. 2012).

Producto

Gen Primers Tm (pb)

Forward 5’- ACC GCC CAG CTT TCA TAC AG -3’

SmeB 87°C 110
Reverse 5'- GAC ATG GCC TAC CAG GAA CAG -3’

Forward 5’-TCG TCC AGG CTG ACATTC AA -3

SmeF 85°C 101
Reverse 5'- AAC GCG GAT CGT GAT ATCG -3’

Forward 5’- GAT CCT GGC TCA GAG TGA ACG -3’

rDNA 86°C 134
Reverse 5’- CCC ACG ACA GAG TAG ATT CCG -3’

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo utilizando un termociclador Cepheid
SmartCycler II real-time PCR system (Cepheid, Sunnyvale, CA). Para la amplificacion se
llevo a cabo un paso inicial de retrotrascripcion a 94°C por 5 min; seguido de 1 ciclo de
activacion a 95°C por 2 min; posteriormente se incluyeron 40 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C por 15 s, alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C por 30 s. Las curvas de
calibracion para los niveles de expresion de SmeABC, SmeDEF y rDNA se construyeron
utilizando los niveles de expresion de estos genes en S. maltophilia ATCC 13637, estas
curvas estandar se utilizaron como calibradores para normalizar los niveles de expresion
relativos de los genes SmeB y SmeF en aislamientos clinicos (Cho et al. 2012). Los
resultados finales, se expresaron siguiendo la fomula siguiente, propuesta por Chang et a/

(Chang et al. 2004).

1 = Ct smeB 6 smer Muestra / Ct smep 6 smer_ Calibrador

Ct .pna Muestra Ct .pna Calibrador

6.7 Formacion de biopelicula

La formacion de biopelicula se determin6 mediante la tincion con cristal violeta como
se ha descrito previamente (Di Bonaventura et al. 2004; Pompilio et al. 2011).
Primeramente, se sembraron los aislamientos en agar sangre y se incubaron a 37°C por 24
horas. Posteriormente, se realizaron indculos a una turbidez de 1.0 de McFarland con
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solucion salina; se realizo una dilucion 1:100, utilizando 200 pL de TSB y se inocularon
4 pocillos de una placa de microtitulacion (Corning and Falcon, MA, EUA), ademas se
afiadiéo en 1 pocillo de cada placa solucion de TSB estéril como blanco del ensayo.
Después de 24 h de incubacion a 37°C, se transfirieron 100 pL del sobrenadante a una
placa nueva y se midi6 su absorbancia a 600 nm. Se descart6 el sobrenadante de todos los
pocillos para después realizar 3 lavados con 250 pL de solucioén de PBS estéril (pH 7.3) y
se dejo secar en una campana de flujo (The Baker Company, modelo EG 4252). Las
biopeliculas adheridas se tifieron usando 100 pL de Cristal Violeta modificado por Hucker
al 0.5% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se
realizaron 5 lavados con 150 pL de solucion de PBS estéril (pH 7.3) y se dejo secar en
una campana de flujo (The Baker Company, modelo EG 4252). Las muestras se destifieron
con 150 pL de &cido acético glacial al 33% durante 15 minutos en agitacion. Finalmente,
se midio la densidad 6ptica (DO) a 600 nm.

Los puntos de corte bajo se eligieron de acuerdo con los criterios descritos por
Stepanovic et al. que incluyen muestras de aproximadamente tres desviaciones estandar
por encima de la DO media de los pocillos de la cepa control (Stepanovic et al. 2007). La
clasificacion se llevo a cabo de acuerdo a los siguientes criterios: No productor: DO = DO
< DOc; Débil productor de biopelicula: DOc < OD < 2X DOc; Moderado productor de
biopelicula: 2 X DO < DO <4 X ODc; Fuerte productor de biopelicula: 4 X ODc < OD.

6.8 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron usando t-Test (dos colas) y analisis de ANOVA
para determinar la correlacion para la sobreexpresion de las bombas de eflujo SmeABC y
SmeDEEF con los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad. Esto se llevo a

cabo con el paquete estadistico SPSS 22.0 (IBM Corporation).
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamientos clinicos de S. maltophilia.

Se seleccionaron aislamientos previamente clasificados como S. maltophilia
colectados de agosto 2013 a agosto 2015 en el Hospital “Dr. José Eleuterio Gonzélez”
localizado en Monterrey, Nuevo Leén y el Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde”
localizado en Guadalajara, Jalisco.

De los 135 aislamientos recolectados, el 4.4% (n=6) se descartd por contaminacioén
del vial primario. El resto de los aislamientos fue identificado con pruebas bioquimicas
(Sensititre) y moleculares (PCR). El 97.6% (n=126) de los aislamientos fue identificado
como S. maltophilia por ambos métodos, por lo que se incluyeron en los posteriores
analisis.

El 29% (n=36) de los aislamientos fue obtenido del area de Cuidados Intensivos
Adultos (UCIA), el 19% (n=24) provenia del area de Medicina Interna, el 9% (n=12) del
area de Cirugia, mientras que el 43% (n=54) fue obtenido de areas como Urgencias,
Ginecologia, Traumatologia, entre otras.

El 59% (n=74) de los aislamientos provenia de muestras de vias respiratorias
superiores, el 14% (n=18) de muestras sanguineas, el 3% (n=4) de catéteres, mientras que
el resto 24% (n=30) se recuperd de especimenes tales como: orina, heridas, abscesos,

ulceras, liquido cefalorraquideo, entre otras.

7.2 Susceptibilidad a los antimicrobianos

Los aislamientos de S. maltophilia presentaron resistencia alta a meropenem y a
cefotaxime, con porcentajes aproximados de 65% y 90%, respectivamente. Para
amikacina, cefepime, ceftazidime, cloranfenicol, cifprofloxacina, gentamicina y
trimetoprim-sulfametoxazol, los porcentajes de resistencia se encuentran entre un 10-
50%. Solo un 3.2% de los aislamientos presentaron resistencia a levofloxacina (Tabla 6).

Un aislamiento (0.8%) presento resistencia a todo el perfil de antimicrobianos probados.
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria y perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos en aislamientos

de S. maltophilia.

CMlI;, CMl,, Resistente Intermedio Susceptible
Antimicrobiano (ug/mL) (ug/mL) n (%) n (%) n (%)
Amikacina 32 >32 46 (36.5) 41(32.5) 39 (31)
Cefepime 16 >16 47 (37.3) 30 (23.8) 49 (38.9)
Cefotaxima >32 >32 82 (65) 34 (27) 10 (8)
Ceftazidime >16 >16 66 (52.3) 15 (12) 45 (35.7)
Cloranfenicol 16 >16 16 (12.7) 59 (46.8) 51 (40.5)
Ciprofloxacina 2 >2 34 (27) 49 (38.9) 43 (34.1)
Gentamicina 8 >8 62 (49.2) 21 (16.7) 43 (34.1)
Levofloxacina < 2 4(3.2) 3(124) 119 (94.4)
Meropenem >8 >32 117 (92.8) 4(3.2) 5(4.0)
TMP-SXT < >2 28 (22.2) NA 98 (77.8)

CMI;): Concentracion minima para inhibir el 50% de los microorganismos, CMIg,: Concentraciéon minima

para inhibir el 90% de los microorganismos; NA: No aplica.

7.3 Deteccion de los elementos genéticos asociados a resistencia antimicrobiana

El gen sull fue amplificado en el 1.6% (n=2) de los aislamientos de S. maltophilia, el
0.8% (n=1) de las muestras amplifico para el gen su/2, mientras que para su/3 ninguno de
los aislamientos analizados amplific. Ninguno de los aislamientos presentd tanto los

genes sull como sul2.

7.4 Expresion de las bombas de eflujo SmeABC y SmeDEF

Se analizaron 55 aislamientos previamente clasificados como resistentes a
cloranfenicol, ciprofloxacina, levofloxacina y TMP-SXT. De estos aislamientos el 69.0%
(n=38) sobreexpresd la bomba de eflujo SmeABC, el 60.0% (n=33) sobreexpreso la
bomba SmeDEF y un 56.3% (n=31) sobreexpres6 ambas bombas. Los resultados del
analisis de correlacion entre la susceptibilidad de los aislamientos de S. maltophilia con
la sobreexpresion de las bombas de eflujo se muestran en la Tabla 7. La sobreexpresion
de la bomba SmeABC mostr6 diferencia significativa en el aumento de los MICs de

cloranfenicol (p=0.038), gentamicina (p=0.001), levofloxacina (p=0.017) y TMP-SXT
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(p=0.045), mientras que para la sobreexpresion de la bomba SmeDEF no se encontr6

diferencia significativa para los antimicrobianos probados.

Tabla 7. Relacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos con la expresion de SmeABC y SmeDEF en

S. maltophilia.

Media MIC (uL./mL)

Bomba de n (D.E.)
eflujo (%) t-TEST

AMK GEN FEP CTX CAZ MEM CHL CIP LEV SXT

SmeABC | 38 | 387 129 208 522 227 208 162 3.1 22 26
) (69.0) | 21.5) (13.6) (10.6) (19.4) (11.2) (15.0) (8.5) (1.2) (1.4) (1.2)
SmeABC | 17 | 409 22,0 222 504 260 161 232 29 30 49
©) (31.0)| 21.1) (25.2) (11.2) (22.6) (11.2) (13.3) (10.0) (1.3) (2.3) (7.0)

Valor de P 0.672 0.001** 0.733 0429 0.2 0326 0.038* 0.391 0.017* 0.045%

SmeDEF | 33 | 383 164 223 51.8 247 203 168 3.1 23 27
) (60.0) | (21.8) (18.8) (10.5) (19.5) (10.6) (14.0) (8.8) (1.2) (1.5) (L1)
SmeDEF | 22 | 410 147 196 513 222 179 207 29 27 44
©) (40.0) | (20.6) (17.6) (11.0) (21.9) (12.1) (15.6) (10.3) (1.3) (1.2) (6.2)

Valor de P 0476 0962 0.926 0.597 0.083 0.894 0.06 0.196 0.161 0.162

ANOVA
S;nrz‘:]fECF 31 | 376 133 216 510 242 206 163 3.0 22 26
y ) (56.3) | (22.0) (14.8) (10.5) (19.8) (10.8) (14.4) (8.6) (1.2) (1.3) (LI
S;nrz‘:]fECF 15 | 40 164 209 486 252 161 232 28 3.1 40
y 0 (27.2) | (20.8) (20.3) (10.9) (22.8) (11.3) (13.7) (9.9) (1.3) (24) (3.3)

Valor de P 0.859 0.001** 0376 0.672 0.194 0.749 0.084 0.616 0.414 0.290

D.E.:Desviacion estandar; *P<0.05; **P<0.001.

7.5 Formacion de biopelicula

De acuerdo con la clasificacion dada por Stepanovic ef al., los rangos se establecieron
de la siguiente manera: No productor: < 0.16, productor débil: 0.17 - 0.33, productor
moderado: 0.34-0.66 y productor fuerte: > 0.67.

El 4.8% (n=6) del total de los aislamientos fue clasificado como no productor, un 7.9%
(n=10) como productor débil, el 27% (n=34) fue clasificado como productor moderado,

mientras que el 60.3% (n=76) se clasific6 como productor fuerte.
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8. DISCUSION

Los microorganismos multifarmacorresistentes se han convertido en un
importante problema de salud a nivel mundial. Son cada vez mas frecuentes los reportes
en donde S. maltophilia es el agente causal de diversas patologias como neumonias y
bacteriemias. Mientras que en América Latina se ha reportado una frecuencia del 0.8%
(Sader et al. 2004), la frecuencia a nivel mundial es del 1.6% (Sader et al. 2013).

En México, Flores-Treviio et al. reportaron en 2014 la caracterizacion de 119
aislamientos colectados en un periodo de 7 afos. En el presente estudio, se analizaron 126
aislamientos colectados en un periodo de 2 afios, pero ademas se excluyeron pacientes
pediatricos. Lo anterior indica un aumento en la frecuencia de S. maltophilia en el area
nosocomial en las regiones noreste y occidente del pais. Sin embargo, no es posible
realizar una comparacion mas certera debido a que en nuestro pais no existen otros
reportes sobre la frecuencia de las infecciones por S. maltophilia.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la recoleccion de las muestras en las
diferentes salas hospitalarias, la frecuencia mas alta se present6 en la UCI, lo cual
concuerda con lo previamente reportado (Brooke 2012), debido principalmente al
compromiso inmunologico y a la presencia de instrumentacion en estos pacientes. S.
maltophilia se ha asociado a infecciones del tracto respiratorio, lo que se puede corroborar
al observar los resultados obtenidos en el presente trabajo, en donde el 59% de los
aislamientos provenia de especimenes del tracto respiratorio tanto superior como inferior.

Se ha reportado que S. maltophilia posee resistencia tanto intrinseca como
adquirida a numerosos agentes antimicrobianos (Chang et al. 2015). Lo anterior queda
demostrado en este estudio, ya que los Uinicos antimicrobianos que mostraron una alta
susceptibilidad fueron la levofloxacina con un 94.4% seguido del TMP-SXT con un
77.8%. El resto de los antimicrobianos presentd una susceptibilidad menor al 50%,
incluyendo el meropenem con 4% de susceptibilidad. Los resultados para amikacina y el
cefepime mostraron patrones de resistencia muy similares; mas del 30% de los
aislamientos fueron clasificados como intermedios para el cloranfenicol y la
ciprofloxacina, lo que dificulta las opciones terapéuticas disponibles, ya que estos

antimicrobianos son considerados como tratamiento de segunda linea. De manera
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interesante, los resultados para las dos fluoroquinolonas analizadas (ciprofloxacina y
levofloxacina) mostraron perfiles de susceptibilidad muy diferentes a pesar de estar
clasificadas dentro del mismo grupo de antimicrobianos: el 94.4% de los aislamientos fue
susceptible a levofloxacina y solo el 34.1% es susceptible para ciprofloxacina.

Los principales factores asociados son la sobreexpresion de bombas de eflujo, la
baja permeabilidad de la membrana celular bacteriana, mutaciones en los genes
codificadores de las subunidades A de la girasa y en menor proporcidon a mutaciones del
area clave de union en las subunidades B de esta misma enzima, lo que produce una
alteracion en su estructura y disminuye su afinidad con a los firmacos (Leyva y Leyva,
2008).

Al comparar los resultados obtenidos de los perfiles de resistencia para el TMP-
SXT de S. maltophilia de este estudio con lo reportado a nivel mundial, se pueden observar
similitudes con reportes de paises asiaticos, tales como Taiwan y Corea del Sur, cuyos
porcentajes de resistencia a este antimicrobiano ascienden hasta un 30% (Chung et al.,
2013; Chang et al. 2014). En Meéxico, uno de los pocos estudios sobre este
microorganismo reporta un 32.8% de aislamientos resistentes, mientras que en este
estudio se encontrd una frecuencia del 22.2%, lo que coloca a México como uno de los
paises con mayor resistencia al TMP-SXT a nivel mundial (Flores-Treviio ef al. 2014).

La resistencia al TMP-SXT en S. maltophilia ha sido ligada de manera importante
con la presencia de los genes su/ (Chung et al. 2015). Estos genes son los encargados de
producir analogos estructurales de la enzima dihidropteroato sintetasa, la cual, a su vez,
funciona como sitio de unidn para el TMP-SXT (Liu et al. 2009).

Este es el primer estudio en México en el cual se determina la presencia de estos
genes y aunque a diferencia de paises asiaticos en donde la frecuencia reportada va desde
un 12% hasta un 72% (Chung et al. 2014; Zhao et al. 2016), en el presente trabajo, se
encontro una baja frecuencia en estos genes, lo que sugiere que en nuestra poblacion la
resistencia al TMP-SXT no estd ligada a sul. Otros mecanismos que pueden conferir
resistencia al TMP-SXT en S. maltophilia son la presencia de los casetes genéticos dfi4
ligados a integrones de clase 1 o la sobreexpresion de los sistemas de expulsion activa
SmeDEF, TolCsm y SmeYZ (Huang et al. 2013b; Lin et al. 2015; Sanchez y Martinez,
2015).
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En este estudio se encontraron diferencias en los perfiles de sobreexpresion de
estas bombas de eflujo con lo anteriormente reportado a nivel mundial (Cho et al. 2012;
Lin et al. 2015). El analisis de la expresion de las bombas de eflujo SmeABC y SmeDEF
arrojo resultados interesantes en ambos casos. Los aislamientos sometidos al ensayo de
expresion fueron seleccionados debido a que presentaron perfiles de resistencia a
ciprofloxacina, levofloxacina, cloranfenicol o TMP-SXT y aunque la sobreexpresion de
SmeABC ha sido ligada principalmente con la resistencia a quinolonas, B-lactdmicos y
aminoglucosidos y la sobreexpresion de SmeDEF con la resistencia a tetraciclinas,
quinolonas, cloranfenicol y TMP-SXT (Chang et al. 2015); después de analizar los
patrones de resistencia para cada antimicrobiano con la sobreexpresion de los sistemas de
eflujo, se encontrd que el aumento promedio de la media de los MICs para gentamicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina y TMP-SXT, es atribuible a la sobreexpresion de la bomba
SmeABC. Hasta ahora la sobreexpresion de este sistema de expulsion activa no ha sido
ligada con la resistencia a cloranfenicol o a TMP-SXT, por lo que este estudio seria el
primero en reportar este hallazgo. Estudios posteriores son necesarios para explicar estos
cambios en los perfiles de resistencia.

La sobreexpresion de SmeDEF por si sola no pudo ser atribuida al aumento en los
MICs de los aislamientos analizados; su sobreexpresion fue significativa solamente en
conjunto con SmeABC, pero influyd solo en el aumento del MIC de la gentamicina. De
manera particularmente interesante, el 56.3% (n=31) de estos aislamientos
sobreexpresaron ambas bombas, el 69.0% (n=38) y el 60.0% (n=33) expresaron solamente
la bomba SmeABC o SmeDEF, respectivamente; lo que justifica la resistencia de estos
aislamientos a los antimicrobianos probados, mientras que el 27.2% (n=15) de los
aislamientos no sobreexpresaron alguna de las bombas de eflujo analizadas a pesar de
poseer MIC elevados. La resistencia a antimicrobianos como las fluoroquinolonas, los
fenicoles o al TMP-SXT no puede ser directamente atribuida solo a la sobreexpresion de
las bombas de eflujo, debido a la variabilidad de los resultados obtenidos en este ensayo.

El andlisis de la produccion de biopelicula demostré que la mayoria de los
aislamientos son clasificados como productores fuertes de biopelicula, ya que
aproximadamente el 60% de estos fue clasificado dentro de esta categoria. En México,

Flores-Trevifio ef al., estudiaron la produccion de biopelicula de aislamientos clinicos y
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reportaron que el 47.9% de los aislamientos analizados fueron clasificados como
productores débiles. Aparentemente, se observa un aumento en la capacidad de
produccion de biopelicula en aislamientos clinicos de S. maltophilia, pero debido a que
los resultados obtenidos en este estudio difieren de la metodologia seguida por Flores-
Trevifio et al., no es posible realizar una comparacion precisa. Es importante mencionar
este factor de virulencia favorece la transmision horizontal de genes de resistencia a
diversos antimicrobianos, lo que también podria explicar el aumento en los MICs de este
patogeno (Brooke, 2014).

Finalmente, es necesario mencionar que la variabilidad genotipica y fenotipica de
este microorganismo, los mecanismos intrinsecos de resistencia, la falta de criterios
unificados para la interpretacion de los resultados de susceptibilidad, la falta de
metodologias unificadas para los diversos ensayos in vitro, la dificultad de transferir los
resultados in vitro a la practica clinica (Nicodemo y Paez, 2007) y la baja disponibilidad
de estudios epidemioldgicos en nuestro pais dificulta el tratamiento de las infecciones

causadas por S. maltophilia.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron 126 aislamientos como Stenotrophomonas maltophilia mediante
PCR.

La mayoria de los aislamientos clinicos (59%) de S. maltophilia se obtuvieron de
muestras respiratorias.

El porcentaje de resistencia a TMP-SXT encontrado fue del 22.2%.

Se encontrd una baja frecuencia de los genes su/, lo que sugiere otros mecanismos
de resistencia al TMP-SXT.

La sobreexpresion de la bomba SmeABC se asocio a la resistencia a gentamicina,
ciprofloxacina, levofloxacina y TMP-SXT.

La mayoria de los aislamientos resistentes presentaron alta produccion de

biopelicula.
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10. PERSPECTIVAS

Deteccion de otros factores genéticos involucrados en resistencia a TMP-SXT.
Analisis de los perfiles de resistencia antimicrobiana en presencia y ausencia de
biopelicula.

Determinacion de factores genéticos involucrados en la formacion de la
biopelicula.

Determinacion de la composicion de la biopelicula de los aislamientos clinicos de

S. maltophilia.
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ANEXO I

Preparacion de reactivos y soluciones

Agua-DEPC al 0.1%. Anadir 1 mL de DEPC por cada litro de H,O previamente

esterilizada, incubar de 12-14 h a 37°C con agitacion. Esterilizar nuevamente.

Bromuro de etidio, 0.5 mg/mL (Solucion Stock). Diluir 25 mg de bromuro de etidio en
40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y almacenar a 4°C protegido de la luz en un

recipiente de vidrio &mbar.

Bromuro de etidio, 2 pg/mL. Preparar una dilucion 1:250 de la solucion stock para tefiir
los geles (1 mL de la solucion stock y 249 mL de agua ultrapura). Almacenarse en la

oscuridad.

Buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2. Disolver 0.4267 g de K,HPO,, 0.3470 g de KH,PO4
en agua destilada, ajustar pH a 7.2 y aforar a 500 mL.

EDTA 500 mM. Disolver 18.62 g de EDTA en 100 mL de agua destilada y ajustar el pH
a 8.

Gel agarosa al 2%. Disolver 4 g de agarosa en 200 mL de TBE 1X, calentar en
microondas hasta fundir, agregando 20 pL. de bromuro de etidio 2 pg/mL y vaciar en la

camara de electroforesis.

Jugo azul 5X (Buffer de carga para electroforesis). Disolver 25 mg de azul de

bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3 mL de glicerol en TE IX pH 8 y aforar a 10 mL.

TBE 10X. Disolver 27 g de Tris-base, 13.7 g de 4cido boérico, 10 mL de EDTA 0.5 M pH

8 en agua destilada, ajustar a pH 8 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

TBE 0.5X. Medir 50 mL de TBE 10X y aforar a 1L con agua destilada.
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ANEXO II

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los aislamientos clinicos de Stenotrophomonas maltophilia incluidos en este estudio

Genes de . Sobreexpresion
A . . . Produccion
. . . . . Antimicrobiano resistencia al de bombas de
Aislamiento Origen Fecha Sala Espécimen de .
TMP-SXT biovelicul eflujo
AMK GEN CTX CAZ FEP CHL CIP LEV MEM SXT sull sul2 sul3 10pelicuia —g eABC _ SmeDEF

13-1318 MTY 16/08/13 PENS LP S S R I S S S S R S - - - PF NA NA
13-1319 MTY 16/08/13 SD Absceso R S R R R R S S R S - - - PF + +
13-1320 MTY 20/08/13 CXP Herida R R R R I S 1 S R S - - - PM NA NA
13-1537 MTY 03/09/13 UCIA Sangre R S R R R R S S R R - + - PF - -
13-1538 MTY 06/09/13 PQ Sangre R S R I I I S S R S - - - PD NA NA
13-1577 MTY 11/09/13 Interna I Traquea S S R I I I 1 S R S - - - PF NA NA
13-1698 MTY 21/09/13  Interna III Traquea I R R R R I R S R R - - - PF + +
13-1725 MTY 26/09/13 CX AB Traquea I R R R R I R S R R - - - PF - +
13-1746 MTY 23/09/13 SD Esputo R R R R R R R R R S - - - PF - -
13-1761 MTY 25/09/13 SD LBA I S R R I I R S R S - - - PF - -
13-1798 MTY 28/09/13 Interna II Sangre R R R S R I R S R R - - - PF + -
13-1888 MTY 11/10/13 UCIA Traquea I R R R R I 1 S R R - - - PF -
13-1917 MTY 13/10/13 SD Sangre I S I S S S 1 S R S - - - PF NA NA
13-2052 MTY 26/10/13  Interna III Esputo R S R R S S S S R S - - - PF NA NA
13-2148 MTY 04/11/13 UCIA Traquea I R R R R S 1 S R R - - - PF + +
13-2231 MTY 07/11/13 SD Piel I I R R I I R S R S - - - PF - -
13-2401 MTY 19/11/13 Interna I LBA S S I S I I R R R S - - - PM - -
13-2632 MTY 18/12/13 Interna II Sangre I R I S S I R S R S - - - NP + +
13-2648 MTY 24/12/13 SD Traquea R S R S I S S S R S - - - PF NA NA
14-0053 MTY 02/01/14 PQ Traquea I S S S S I S S R S - - - PF NA NA
14-0130 MTY 11/01/14 SD Traquea I S R R I I 1 S R R - - - PF - -
14-0143 MTY 08/01/14 CX AC Traquea S S S S S I 1 S R S - - - PF NA NA
14-0225 MTY 17/01/14 SD Sangre S S R I I S R S 1 S - - - PF + -
14-0268 MTY 24/01/14 PQ Secrecion S S S S S R S S S R - - - PM -
14-0298 MTY 28/01/14 PQ Traquea R R R S R R R S R R - - - PF - -
14-0299 MTY 04/02/14 CX AC Traquea R R R R R R R S R R - - - PM - +
14-0472 MTY 10/02/14 UCIA Traquea R R R R R I R S R S - - - PF + +
14-0504 MTY 10/02/14 PQ Traquea R R R R R R R S R R - - - PM - -
14-0577 MTY 13/02/14 CXP Hueso R S R R R S R S R S - - - PM + +
14-0659 MTY 20/02/14 CXP Escara R R R R R S R 1 R S - - - PF + +
14-0893 MTY 17/03/14 UCIA Traquea R R I S S I S S R S - - - PF NA NA
14-0927 MTY 17/03/14 PQ Catéter I S I S S I 1 S R S - - - PF NA NA
14-0939 MTY 22/03/14 UCIA Traquea R R R R I S 1 S R S - - - PF NA NA
14-0974 MTY 21/03/14 Interna II LBA I R R R R I 1 S R S - - - PF NA NA
14-0978 MTY 23/03/14 Cx AB Drenaje S S I S S S S S 1 S - - - PF NA NA
14-1035 MTY 31/03/14 SD Traquea S S R R I R R R R S - — - PF + +
14-1075 MTY 05/04/14 SD Traquea S 1 1 S S 1 R S R S - — - PM + +
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Anexo II. (Continuacion)

Genes de P . Sobreexpresion
.. . . . roduccion
. . . . Antimicrobiano resistencia al de bombas de
Aislamiento Origen Fecha Sala Espécimen de .
TMP-SXT biopelicula eflujo
AMK GEN CTX CAZ FEP CHL CIP LEV MEM SXT sull sul2 sul3 opeficu SmeABC SmeDEF

14-1159 MTY 22/04/14 PQ Traquea S S 1 1 I R R S R S - - - NP + +
14-1219 MTY 30/04/14 SD Traquea S S R 1 1 1 S S R S - - - PD NA NA
14-1226 MTY 29/04/14 UCIA Traquea I 1 1 R S R S S S R + - - PD - -
15-0434 MTY 18/02/15 SD Esputo S 1 R R S 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-0435 MTY 21/02/15 Interna II Esputo R R R R 1 S 1 S R S - - - PF NA NA
15-0436 MTY 25/02/15 PQ Orina I R R R 1 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-0534 MTY 06/03/15 UCIA Traquea I R 1 N S 1 S S S S - - - PF NA NA
15-0615 MTY 12/03/15 UCIA LBA R R R R I I R S R S - - - PF + +
15-0709 MTY 26/03/15 SD LBA S S 1 N S S 1 S R S - - - PM NA NA
15-0852 MTY 13/04/15 UCIA Sangre R R R R 1 R R S R R - - - PM + +
15-0914 MTY 19/04/15 Interna II Catéter I R R R R 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-1031 MTY 27/04/15 PENS LPL I R 1 N S 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1121 MTY 10/05/15 GINE Sangre S N 1 N S S S S R S - - - PF NA NA
15-1122 MTY 13/05/15 SD Sangre S N R R R N S S R S - - - PM NA NA
15-1176 MTY 13/05/15 Interna I1I Esputo R R R R R N 1 S R R - - - PF + +
15-1231 MTY 22/05/15 PQ LBA I 1 R S S S S S R R - - - PM + -
15-1250 MTY 29/05/15 CX AB Esputo R R R R R 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1395 MTY 05/06/15 Interna | Sangre S N N R R I S S R R - - PF + +
14-1075 MTY 05/04/14 SD Traquea S I 1 S S I R S R S - - - PM + +
14-1159 MTY 22/04/14 PQ Traquea S N 1 1 I R R S R S - - - NP + +
14-1219 MTY 30/04/14 SD Traquea S N R 1 1 1 S S R S - - - PD NA NA
14-1226 MTY 29/04/14 UCIA Traquea I 1 1 R S R S S S R + - - PD - -
14-1227 MTY 24/04/14 Interna II Absceso S I 1 R S R S S I R + - - PD -
14-1239 MTY 25/04/14 PENS Tejido I N R R S I R S R S - - - PF + -
14-1342 MTY 07/05/14 Interna II LPL R R R 1 1 1 S S R R - - - PF + +
14-1582 MTY 26/05/14 CX AC Traquea S N 1 S S I 1 S R R - - - PF + +
14-1612 MTY 07/06/14 UCIA Herida I R S S S I R 1 R S - - - NP + +
14-1706 MTY 21/06/14 PQ Traquea R R N N S 1 S S R S - - - PF NA NA
14-1889 MTY 05/07/14 UCIA Sangre S N R R 1 1 S S R S - - - PF NA NA
14-1907 MTY 05/07/14 Interna II Catéter I 1 R R R N 1 S R R - - - PM + +
14-1930 MTY 15/07/14 SD Herida I R 1 N S N S S R S - - - PF NA NA
14-1957 MTY 13/07/14 PENS Esputo I R R N R 1 1 S R S - - - PM NA NA
14-2013 MTY 13/07/14 Interna | Traquea R R R R R R R R R R - - - PM - -
14-2026 MTY 21/07/14 SD Esputo S S 1 1 S R 1 S R S - - - PF + +
14-2046 MTY 24/07/14 Interna | Esputo S N R R 1 N S S R S - - - PF NA NA
14-2123 MTY 30/07/14 Cx AC Traquea R R R 1 S 1 S S R S - - - PF NA NA
14-2139 MTY 31/07/14 PQ LBA S N 1 1 S 1 1 S R S - - - PF NA NA
14-2152 MTY 02/08/14 SD Sangre R R 1 N S N 1 S R S - - - PF NA NA
14-2249 MTY 18/08/14 UCIA Traquea S S R R R 1 S S R S - - - PM NA NA
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Anexo II. (Continuacion)

Genes de P . Sobreexpresion
.. . . . roduccion
. . . . Antimicrobiano resistencia al de bombas de
Aislamiento Origen Fecha Sala Espécimen de .
TMP-SXT biopelicula eflujo
AMK GEN CTX CAZ FEP CHL CIP LEV MEM SXT sull sul2 sul3 opeficu SmeABC SmeDEF

14-2346 MTY 29/08/14 SD LBA R R N N S S 1 S R S - - - PM NA NA
14-2365 MTY 28/08/14 SD Sangre S S 1 S S S 1 S R R - - - PM + +
14-2376 MTY 02/09/14 Interna | LBA R R R R 1 1 R 1 R S - - - PF + +
14-2419 MTY 09/09/14 PQ Catéter R R R 1 S N 1 S R S - - - PF NA NA
14-2454 MTY 13/09/14 CX AC Herida N S 1 S S S S S S S - - - PD NA NA
14-2456 MTY 15/09/14 Interna | Esputo 1 N R R R 1 1 S R S - - - PF NA NA
14-2464 MTY 17/09/14 UCIA LBA R R 1 N S 1 1 S R S - - - PD NA NA
14-2496 MTY 18/09/14 PENS Herida S I 1 S S R S S R S - - - NP + +
14-2780 MTY 07/10/14 PQ Traquea 1 1 R R R 1 S S R S - - - PD NA NA
14-2810 MTY 11/10/14 PQ Orina N N R R 1 N S S R S - - - PM NA NA
14-2845 MTY 16/10/14 SD Sangre 1 1 1 1 S S S S R S - - - NP NA NA
14-3002 MTY 31/10/14 Trauma Tobillo 1 R R N 1 R 1 S R R - - - NP + -
14-3038 MTY 04/11/14 Interna | Esputo N S R N 1 1 R S R R - - - PF + +
14-3113 MTY 14/11/14 SD Traquea 1 R N N S 1 1 S I S - - - PM NA NA
14-3142 MTY 18/11/14 UCIA Traquea 1 1 R R 1 1 1 S R S - - - PF NA NA
14-3230 MTY 25/11/14 SD LBA N 1 R N S N S S R S - - - PD NA NA
14-3231 MTY 19/11/14 Interna II LBA N N N N S S S S R S - - - PM NA NA
14-3282 MTY 21/11/14 UCIA LBA R R R R 1 1 1 S R S - - - PM NA NA
14-3283 MTY 27/11/14 SD LBA R R R R 1 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-0022 MTY 08/01/15 Interna | Sangre R R 1 N S 1 R S R R - - - PF + -
15-0091 MTY 15/01/15 SD Traquea 1 R 1 N S 1 S S R S - - - PM NA NA
15-0169 MTY 30/01/15 SD Traquea R R R R R N 1 S R R - - - PM + +
15-0294 MTY 16/02/15 PQ Traquea 1 1 R R R N S S R S - - - PM NA NA
15-0434 MTY 18/02/15 SD Esputo N 1 R R S 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-0435 MTY 21/02/15 Interna II Esputo R R R R 1 N 1 S R S - - - PF NA NA
15-0436 MTY 25/02/15 PQ Orina 1 R R R 1 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-0534 MTY 06/03/15 UCIA Traquea 1 R 1 N S 1 S S S S - - - PF NA NA
15-0615 MTY 12/03/15 UCIA LBA R R R R I I R S R S - - - PF + +
15-0709 MTY 26/03/15 SD LBA N N 1 N S N 1 S R S - - - PM NA NA
15-0852 MTY 13/04/15 UCIA Sangre R R R R 1 R R S R R - - - PM + +
15-0914 MTY 19/04/15 Interna II Catéter 1 R R R R 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-1031 MTY 27/04/15 PENS LPL 1 R 1 N S 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1121 MTY 10/05/15 GINE Sangre N N 1 N S S S S R S - - - PF NA NA
15-1122 MTY 13/05/15 SD Sangre N N R R R N S S R S - - - PM NA NA
15-1176 MTY 13/05/15 Interna I1I Esputo R R R R R N 1 S R R - - - PF + +
15-1231 MTY 22/05/15 PQ LBA 1 1 R S S S S S R R - - - PM + -
15-1250 MTY 29/05/15 CX AB Esputo R R R R R 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1395 MTY 05/06/15 Interna | Sangre N N N R R I S S R R - - - PF + +
15-1547 GDL 25/06/15 617 SD R R 1 N R 1 1 S R S - - - PM NA NA
15-1548 GDL 09/07/14 728/UCI5 SD R R 1 S R 1 S S R S - - - PF NA NA




Anexo II. (Continuacion)

Genes de P . Sobreexpresion
.. . . . roduccion
. . . . Antimicrobiano resistencia al de bombas de
Aislamiento Origen Fecha Sala Espécimen de .
TMP-SXT biopelicula eflujo
AMK GEN CTX CAZ FEP CHL CIP LEV MEM SXT sull sul2 sul3 opeficu SmeABC SmeDEF

15-1549 GDL 25/06/15 707 SD 1 R R R R 1 R S R S - - - PF + +
15-1550 GDL 25/06/15 UR SD 1 R R R R N S S R S - - - PF NA NA
15-1551 GDL 23/08/14 JV LPL R R R R R N 1 S R S - - - PF NA NA
15-1552 GDL 25/06/15 FA23 Sangre R R R R R 1 R S R S - - - PF + -
15-1554 GDL 30/09/14 SGD19 SD S S R R R S R S R S - - - PF + +
15-1557 GDL 25/06/15 714 Sangre N N R R R N 1 S R S - - - PM NA NA
15-1558 GDL 25/06/15 518 Secrecion N S 1 N S S 1 S R S - - - PM NA NA
15-1559 GDL 13/12/14 701 Secrecion N N R R R N 1 S R S - - - PM NA NA
15-1560 GDL 25/06/15 827 LCR N 1 R R R S 1 S R S - - - PM NA NA
15-1561 GDL 25/06/15 PG 28 SB R R R R R N 1 S R R - - - PM - -
15-1564 GDL 25/06/15 712 Herida R R R R R 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1566 GDL 25/06/15 813 Traquea N N N N S I R S S S - - - PF - -
15-1568 GDL 25/06/15 JV Sangre R R 1 N S 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1691 MTY 01/07/15 CX AB Traquea 1 1 R R R 1 S S R S - - - PD NA NA
15-1598 MTY 01/07/15 SD Esputo 1 1 R 1 S 1 S S R S - - - PF NA NA
15-1677 MTY 01/07/15 PQ LBA R R R R 1 N 1 S R S - - - PM NA NA
15-1679 MTY 02/07/15 UCIA Traquea 1 R 1 N S N S S R S - - - PM NA NA
15-1843 MTY 16/07/15 Interna II LBA 1 R 1 N S 1 1 S R S - - - PF NA NA
15-1847 MTY 17/07/15 UR SB 1 1 R R 1 N S S R S - - - PF NA NA
15-1848 MTY 23/07/15 SD Traquea N 1 R R 1 1 R S R S - - - PF + +
15-1849 MTY 17/07/15 PQ Traquea N R 1 S S S R S R S - - - PF + +
15-1935 MTY 22/07/15 Interna I1I Esputo 1 1 R 1 R N 1 S R S - - - PF NA NA
15-1949 MTY 28/07/15 SD Esputo N 1 R R R 1 R S R S - - - PF + +
15-2026 MTY 04/08/15 Interna I1I Esputo R R R R R N 1 S R R - - - PF + +
15-2068 MTY 03/08/15 PQ LBA R R R 1 S 1 S S R S - - - PF NA NA
15-2150 MTY 12/08/15 SD Esputo 1 1 1 N S N S S R S - - - PF NA NA
15-2428 GDL 08/07/15 701 Ulcera R R R R R 1 S S R S - - - PF NA NA
15-2743 GDL 21/07/15 SD SB R R R R R 1 R S R S - - - PF + +
15-2744 GDL 21/07/15 SD SB 1 R R R R 1 1 S R S - - - PF NA NA

MTY: Monterrey; GDL: Guadalajara; SD: Sin datos; PENS: Pensionistas; UCIA: Unidad de Cuidados Intensivos Adultos; CXP: Cirugia plastica; UR:

urgencias; GINE: Ginecologia; PQ: Cuidados post

quirtrgicos; CX AB: Cirugia AB; CX AC: Cirugia AC; LP: Liquido peritoneal; LPL: Liquido pleural; SB: Secrecion bronquial; AMK: Amikacina: GEN: Gentamicina; CTX: Cefotaxima; CAZ:
Ceftazidime; FEP: Cefepime; CHL: Cloranfenicol; CIP: Ciprofloxacina; LEV: Levofloxacina; MEM: Meropenem; TMP-SXT: Trimetopri-sulfametoxazol; NP: No productor; PD: Productor débil; PM:
Productor moderado; PF: Productor fuerte; NA: No Aplica.
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