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Resumen
Dentro de los bacilos Gram negativos no fermentadores de glucosa de relevancia clinica
menos estudiados que estan tomando mas importancia clinica estan Achromobacter spp.,
Burkholderia spp. y Stenotrophomonas spp. Estos importantes patdégenos oportunistas,
son responsables de diversas infecciones asociadas a la atencion de la salud o adquiridas
en comunidad, con alta morbilidad y mortalidad. Poseen multifarmacorresistencia y
factores de virulencia como la produccion de biopelicula. El objetivo de este trabajo fue
determinar la produccion y composicion de biopelicula en aislamientos clinicos de estos
géneros y determinar el efecto de diferentes antibidticos convencionales en la inhibicién
y erradicacion de biopelicula. Caracterizar la farmacorresistencia, los factores de
virulenciay la epidemiologia de las bacterias Gram negativas no fermentadoras de glucosa
presentes en un hospital de tercer nivel en México. Se incluyeron aislamientos clinicos de
Achromobacter spp. (n=24), Burkholderia spp. (n=12), y Stenotrophomonas spp. (n=97),
del afio 2018 al 2021, del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la
UANL. Se determind la produccion de biopelicula mediante la tincion con cristal violeta.
Se determind la concentracion minima inhibidora de la biopelicula (CMIB), concentracion
minima de erradicacion de la biopelicula (CMEB) vy el perfil de resistencia a los
antibidticos mediante la técnica de microdilucion en caldo. De acuerdo con los resultados,
mas del 85% de los aislamientos clinicos se relacion6 con infecciones a nivel respiratorio;
el microorganismo mas frecuentemente relacionado fue S. maltophilia. La produccion de
biopelicula fue mayor en las cepas de S. maltophilia (87.6%) comparado con la
produccion de biopelicula en Burkholderia (41.6%) y Achromobacter (8.3%). La
resistencia en los aislamientos clinicos aumenté debido a la produccién de biopelicula, en
particular a ceftazidima y trimetoprim-sulfametoxazol para Achromobacter,
Burkholderia, y Stenotrophomonas; cloranfenicol y levofloxacino en Burkholderia; y
cloranfenicol en S. maltophilia. Los antibidticos que pudieron erradicar la biopelicula
fueron levofloxacina en S. maltophilia, minociclina y meropenem en Burkholderia, y

meropenem en Achromobacter.

Palabras clave: bacilos no fermentadores, Achromobacter, Burkholderia,

Stenotrophomonas, resistencia, biopelicula, MALDI-TOF, erradicacion.
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Abstract
Among the less-studied clinically relevant non-glucose-fermenting Gram-negative bacilli
that are gaining clinical importance are Achromobacter spp., Burkholderia spp., and
Stenotrophomonas spp. These important opportunistic pathogens are responsible for
various healthcare-associated or community-acquired infections, with high morbidity and
mortality. They exhibit multidrug resistance and virulence factors such as biofilm
production. The aim of this study was to determine the production and composition of
biofilm in clinical isolates of these genera and to assess the effect of different conventional
antibiotics on biofilm inhibition and eradication. Additionally, it aimed to characterize
antimicrobial resistance, virulence factors, and the epidemiology of non-glucose-
fermenting Gram-negative bacteria present in a tertiary-level hospital in Mexico. Clinical
isolates of Achromobacter spp. (n=24), Burkholderia spp. (n=12), and Stenotrophomonas
spp. (n=97) were included from 2018 to 2021, obtained from the "Dr. José Eleuterio
Gonzélez" University Hospital of UANL. Biofilm production was determined using
crystal violet staining. The minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC), minimum
biofilm eradication concentration (MBEC), and antibiotic resistance profiles were
determined using the broth microdilution technique. According to the results, more than
85% of clinical isolates were associated with respiratory infections, with S. maltophilia
being the most frequently identified microorganism. Biofilm production was highest in S.
maltophilia strains (87.6%), compared to Burkholderia (41.6%) and Achromobacter
(8.3%). Resistance in clinical isolates increased due to biofilm production, particularly to
ceftazidime and trimethoprim-sulfamethoxazole in Achromobacter, Burkholderia, and
Stenotrophomonas; chloramphenicol and levofloxacin in Burkholderia; and
chloramphenicol in S. maltophilia. The antibiotics that were able to eradicate biofilm were
levofloxacin in S. maltophilia, minocycline and meropenem in Burkholderia, and

meropenem in Achromobacter.

Keywords:  Non-fermenting  bacilli,  Achromobacter, = Burkholderia,

Stenotrophomonas, resistance, biofilm, MALDI-TOF, eradication.
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1. Introduccion

Dentro de los bacilos Gram negativos no fermentadores de glucosa de relevancia
clinica, los més importantes son los géneros de Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp.
Otros patogenos menos estudiados como Achromobacter spp., Burkholderia spp. y
Stenotrophomonas spp. estdn tomando mas importancia clinica debido a que pueden
presentar multifarmacorresistencia (MFR) y se complica su tratamiento. Estas bacterias
son un creciente problema de salud a nivel mundial, con prevalencia de 6.7—7.7 % (El
Chakhtoura et al., 2017; Sader & Jones, 2005).

Estos importantes patdgenos oportunistas, son responsables de diversas
infecciones asociadas a la atencién de la salud o adquiridas en comunidad, con alta
morbilidad y mortalidad. Poseen diversos mecanismos de resistencia a antibioticos, que
pueden ser intrinsecos o adquiridos. Ademas, poseen distintos factores de virulencia como
la produccion de biopelicula en superficies abidticas y bidticas, que permite y favorece la
colonizacion e invasion en los pacientes infectado (Malone et al., 2017)s. Ultimamente
han presentado altas tasas de resistencia a los antibioticos, complicando la eleccion de
tratamiento (Farinas y Martinez-Martinez 2013, Flores-Trevino et al., 2019; Mannaa et
al., 2018; Ruiz et al., 2019).

A través de la produccion de biopelicula, estas células presentan una mayor
resistencia a tratamientos convencionales, lo que plantea un desafio critico para el
tratamiento de infecciones cronicas (Kaplan, 2011). La formacion de biopelicula regulada
por la expresion de diversos genes no solo aumenta la virulencia de estos patdégenos,
también dificulta la erradicacion efectiva de los microorganismos (Zhuo, Zhao, & Xiao,
2014).

El método comdn para determinar la efectividad antimicrobiana de un antibiotico
se realiza por la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), el cual es
atil en el tratamiento de infecciones agudas (Malone et al., 2017). Sin embargo, en
infecciones cronicas o asociadas a dispositivos medicos, donde las biopeliculas tienen un
papel fundamental, las terapias basadas en CMI pueden no ser efectivas. Este método

evalla las células planctonicas, lo que no refleja adecuadamente las caracteristicas



asociadas en células productoras de biopelicula y puede llevar a un tratamiento ineficaz
(Kaplan, 2011).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es caracterizar la farmacorresistencia,
los factores de virulencia y la epidemiologia de las bacterias Gram negativas no

fermentadoras de glucosa presentes en un hospital de tercer nivel en México.



2. Antecedentes
2.1 Generalidades

El desarrollo de infecciones asociadas a la atencién de salud (IAAS) y el uso
inadecuado de antimicrobianos son importantes amenazas en pacientes hospitalizados y
de la comunidad, con un aumento considerable en la morbilidad y la mortalidad. Durante
los Gltimos afios, dependencias como el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), ademés del Programa de Infecciones Emergentes (EIP, por sus siglas en inglés)
desde 1995 crearon una red de vigilancia e investigacion en salud publica basada en
infecciones generadas por bacterias que han enfocado sus esfuerzos para la eliminacion y
prevencion de IAAS. Sin embargo, es un desafio para la salud a nivel mundial,
especialmente en paises en desarrollo, ya que existe rapida propagacion y aumento de
bacterias patdgenas causantes de IAAS, con caracteristicas de farmacorresistencia a una
amplia gama de antibioticos, lo que dificulta o imposibilita el tratamiento de estas
infecciones con antibidticos disponibles.

Estas bacterias Gram negativas, no fermentadoras de glucosa son un grupo
heterogéneo de Proteobacterias, que se caracterizan por la incapacidad de fermentar
azUcares para generar energia para su funcién celular. Incluyen especies de los géneros
Pseudomonas, Acinetobacter, el complejo Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, ademas de algunos géneros menos frecuentemente aislados, como
Achromobacter spp. Pseudomonas tiene frecuencias del 59%, S. maltophilia del 18.9%,
Burkholderia cenocepacia del 13.8% y A. xylosoxidans del 6.9% (Abbott y Peleg 2015).
Estos microorganismos son ubicuos, especialmente en ambientes acuaticos y en
superficies abioticas (Chawla et al., 2013; Leber 2020). En humanos, se aislan con mayor
frecuencia de muestras del tracto respiratorio e infecciones invasivas como bacteriemia 'y
sepsis. Asi mismo, son de mayor prevalencia en infecciones oportunistas que afectan a
pacientes de inmunodeprimidos (Samonis et al., 2012; Tohamy et al., 2018). En los
altimos afos, estas bacterias han demostrado una resistencia intrinseca a un amplio
numero de antibidticos, lo que reduce las terapias disponibles y recursos para combatir su
aumento. Por lo tanto, es de gran importancia crear practicas y politicas efectivas de

prevencion frente a estas infecciones, ademas de realizar estudios de epidemiologia sobre



los patdgenos que comunmente son resistentes a antimicrobianos causantes de infecciones
nosocomiales (Koch et al., 2015).

2.2 Clasificacion y taxonomia

2.2.1 Achromobacter spp.

En laactualidad, el géenero Achromobacter spp. forma parte del orden Burkholderiales,
dentro de la familia Alcaligenaceae, y consta de al menos 30 especies, entre las que se
descatan Achromobacter denitrificans, Achromobacter insolitus, Achromobacter
marplatensis, Achromobacter piechaudii, Achromobacter ruhlandii, Achromobacter
spanius y Achromobacter xylosoxidans (P. Vandamme et al., 2013; P. A. Vandamme et
al., 2016). Este género de bacterias son bacilos Gram negativos, moviles, aerobios, no
fermentadores de glucosa; catalasa y oxidasa positivos. Estan distribuidos en el medio
ambiente y han emergido como patégenos oportunistas, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos. Son causantes de infecciones del torrente sanguineo, de vias
urinarias, vias respiratorias y de heridas quirurgicas (Ridderberg et al., 2015b; Parkins y
Floto 2015).

2.2.2 Burkholderia spp.

El género Burkholderia pertenece al subfilo de B-proteobacterias, inicialmente del
género Pseudomonas. En 1992 fue incluido en la clase de Betaproteobacteria, en el orden
Burkholderiales y la familia Burkholderiaceae como género Burkholderia. Estas bacterias
son Gram negativos, en forma de bacilos rectos, moviles, con un metabolismo aerdbico.
El complejo Burkholderia cepacia (CBC) esta compuesto por mas de 20 especies,
anteriormente designados como genomovariantes, debido a su relacion genética.
Burkholderia multivorans y Burkholderia cenocepacia son especies del CBC
clinicamente relevantes. B. cenocepacia, anteriormente denominado genomovariante 111,
se divide en cuatro linajes filogenéticos (IIIA, HIB, IIC y IlID) basados en el
polimorfismo del gen recA (Abbott y Peleg 2015; Mannaa et al., 2018). Fuera del CBC,
Burkholderia mallei, Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli y Burkholderia
plantarii pueden ser patégenas en humanos, animales y plantas. En humanos, los
miembros del CBC (especificamente B. multivorans y B. cenocepacia) son patdgenos

oportunistas causantes de infecciones en pacientes con fibrosis quistica (FQ), la cuales es



una enfermedad granulomatosa cronica. También se pueden presentar frecuentemente en
infecciones de tracto respiratorio de pacientes inmunocomprometidos y en el sistema

circulatorio de pacientes criticos en la UCI (Horsley y Jones 2012; Wallner et al., 2019).

2.2.3 Stenotrophomonas spp.

El género Stenotrophomonas se clasificaba originalmente dentro del género
Pseudomonas, luego Xanthomonas, y finalmente fue reclasificado como
Stenotrophomonas. Pertenece al grupo Gammaproteobacteria y a la familia
Lysobacteraceae [Xanthomonadaceae] y en la actualidad comprende maés de 20 especies.
El grupo Stenotrophomonas maltophilia comprende Stenotrophomonas forensis,
Stenotrophomonas hibiscicola, Stenotrophomonas maltophilia y Stenotrophomonas
sepilia (Nguyen et al.,, 2024). Estas bacterias son bacilos Gram negativos, no
fermentadores de la lactosa. Estan presentes en todo el mundo: se ha encontrado en
plantas, suelo y agua (Abbott y Peleg 2015). Como patdgenos oportunistas,
principalmente S. maltophilia, son causantes de infecciones hospitalarias en pacientes
inmunocomprometidos y con FQ, incluyendo infecciones respiratorias, de endocardio, y
en hemodidlisis (Chang et al., 2015).

2.3 Epidemiologia y transmision

Las especies de Stenotrophomonas, Burkholderia y Achromobacter tienen
distribucion mundial y se encuentran en agua, suelo, rizosfera y en plantas. EI Programa
de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY en un periodo de 6 afios identifico 221,084
aislamientos bacterianos, incluyendo bacilos entéricos Gram negativos con frecuencia de
11.5%, de los cuales la mayoria (82.7%) eran especies de Pseudomonas y Acinetobacter.
Sin embargo, S. maltophilia representd el 59.2%, el CBC el 7.7% y Achromobacter spp.
el 6.7% (Abbott y Peleg 2015). En Australia tropical, las infecciones por S. maltophilia
en bacteriemias se reportan en mas de 4,500 casos (1.6 %) y especies de Achromobacter
con 0.2% (Porter et al., 2013).

El problema se atribuye a opciones limitadas de antibidticos, control y uso desmedido
su administracion (Magill et al., 2015). Se han reportado aislamientos causantes de IAAS,

destacando Escherichia coli con 24.6%, Klebsiella spp. con 23.8% y Staphylococcus



aureus con 20.6%. Ademas, el 90.5% de estos aislamientos presentaba resistencia al
menos a un antibiotico. Mé&s de la mitad de los aislamientos resultaron ser bacilos Gram
negativos, 25% de ellos resistentes a carbapenémicos y 50% a betalactamicos (Gashaw et
al., 2018). Otro estudio con aislamientos similares encontrd porcentajes de S. aureus 17%,
estafilococos coagulasa negativos 17%, E. coli 11%, Klebsiella pneumoniae 9% y
Enterococcus faecalis 8%, con resistencia del 20% a carbapenémicos (Lake et al., 2018).
En la actualidad, en el continente americano las tasas de prevalencia se encuentran entre
el 4% y el 11.7%, principalmente en infecciones de tracto urinario, sitio quirdrgico y
neumonia (Saleem et al., 2019). En América del Norte, se reportd hasta un 30.6% en
infecciones del torrente sanguineo entre pacientes pediatricos (Le et al., 2016). En Estados
Unidos, la causa principal de IAAS fue por estafilococos coagulasa negativos (31.6%),
seguida de Enterococcus (12.2%). Entre los paises asiaticos, las especies mas frecuentes
fueron K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp (Kepenekli et al.,
2015). Mas de la mitad de las IAAS son causadas por bacterias Gram negativas como K.
pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli y Acinetobacter spp. presentes en un 24.4% de
infecciones en pacientes internados dentro de la unidad de cuidados intensivos (UCI) (Phu
etal., 2016; Yallew et al., 2016).

Dada la importancia a nivel hospitalario, distintos estudios caracterizan su diversidad
genotipica para establecer su epidemiologia molecular y transmision. Aislamientos
clinicos y ambientales de S. maltophilia obtenidos en un periodo entre 2016 y 2017 en
México se agruparon en siete pulsotipos idénticos mediante PFGE (electroforesis en gel
de campos pulsados, por sus siglas en inglés) (Cruz-Cordova et al., 2020). En un estudio
de Estados Unidos, se aislaron 71 aislamientos de S. maltophilia en el 2.6% de 2,699
pacientes con traumatismos (98.6%), heridas (80%) o de la UCI (81.4%). De estos, nueve
pacientes tuvieron cultivos que produjeron 26 aislamientos en serie Unicos (Patterson et
al., 2020).

A lo largo del tiempo se mantiene la prevalencia en infecciones de pacientes con FQ
de P. aeruginosa hasta en 80%, Staphylococcus aureus susceptible a meticilina hasta 60%,
y prevalencia baja del 3—5% del CBC. Sin embargo, hay un aumento de prevalencia de S.
maltophilia hasta del 15 %, A. xylosoxidans del 8%, micobacterias no tuberculosas del

13% y S. aureus resistente a la meticilina hasta un 17.2% (Parkins y Elborn 2011). En un



centro francés, la incidencia de Pseudomonas fue del 59%, S. maltophilia 18.9%, B.
cenocepacia 13.8% y A. xylosoxidans 6.9% en infecciones en pacientes con FQ. En un
estudio de Australia y Nueva Zelanda, se identifico B. multivorans en 29.3% y B.
cenocepacia en 45.7% (Abbott y Peleg 2015).

La tipificacion de secuencias multilocus (MLST, por sus siglas en inglés) ha permitido
determinar varias especies y genogrupos de Achromobacter diferentes (Ridderberg et al.,
2012; Spilker et al., 2013). En un estudio de prevalencia en Canada se identifico que un
89% de los pacientes estaban infectados por Achromobacter spp. y se determiné que no
hubo transmision mediante PFGE (Edwards et al., 2017). De igual forma, en otro estudio
también se determind que ninguna de las muestras de esputo analizadas, albergaba
colonias con perfiles de PFGE idénticos (Dupont et al., 2017).

Las IAAS causadas por el CBC son de importancia clinica, ya que éste es un patdgeno
relevante y transmisible entre pacientes hospitalizados y con afeccion de FQ. En un
hospital de Texas en 108 pacientes de la UCI, de 2 meses de nacimiento a 85 afos, se
cultivaron muestras del tracto respiratorio, sangre, orina, y de catéter intravenoso. El 40%
correspondio a cultivos positivos de CBC, el 33% en infecciones del torrente sanguineo.
De estos, el 22% de los individuos pertenecian a dos grupos de cepas relacionadas
mediante PFGE (Glowicz et al., 2018).

En la actualidad, la transmision de persona a persona de estos patdgenos sigue siendo
una preocupacion. A diferencia del CBC, donde la evidencia de transmisidn cruzada esta

bien caracterizada, se conoce menos de la transmision de S. maltophilia y A. xylosoxidans.

2.4 Importancia clinica

Estas bacterias Gram negativas son capaces de causar una gran variedad de
infecciones, incluyendo bacteriemia, neumonia, meningitis, infecciones del tracto
urinario, entre otras. También son capaces de causar IAAS a partir de fuentes ambientales
contaminadas. Presentan mayor importancia entre poblaciones de pacientes que padecen
FQ. En la actualidad, hasta un 10% de especies de Achromobacter persisten en infecciones
del tracto respiratorio de pacientes con FQ (LiPuma 2010). Dentro de este género, A.
xylosoxidans en su mayoria se presenta en pacientes con FQ hasta 62.5% en infecciones
persistentes (De Baets et al., 2014; Edwards et al., 2017).



Las especies del género de Burkholderia por lo general suelen ser virulentos,
transmisibles y resistentes a multiples clases antibiéticos (EI Chakhtoura et al., 2017). Se
conocen como “‘sindrome de cepacia” a los casos con infeccion neumonica fulminante e
insuficiencia respiratoria, y septicemia. Las infecciones por el CBC se han asociado con
frecuencia con brotes nosocomiales en fuentes de infeccion como soluciones
nebulizadoras, enjuagues bucales, dispositivos médicos y soluciones intravenosas
contaminados y catéteres intravasculares (Antony et al., 2016; Righi et al., 2013).
También pueden contaminar soluciones desinfectantes como la clorhexidina (Ko et al.,
2015).

Por otro lado, S. maltophilia se ha reportado con una mortalidad de hasta del 50% en
pacientes con neoplasias hematoldgicas (Cho et al., 2015). Ademas, se ha mostrado un
aumento en la mortalidad por bacteriemia por S. maltophilia desde 2014 hasta 2017
(Osawa et al., 2018). También se han reportado las caracteristicas clinicas de infecciones
del torrente sanguineo y episodios de neumonia en pacientes con cancer causadas por S.

maltophilia (Velazquez-Acosta et al., 2018).

2.5 Identificacién y diagndstico

Los tres microorganismos tienen requisitos de crecimiento similares, pueden tener una
apariencia similar en medios de cultivo estandar y todos pueden identificarse
errbneamente entre si y como especies de Pseudomonas. Son bacilos Gram negativos,
aerobios, no fermentadores de lactosa en agar MacConkey, mdviles, catalasa positiva,
oxidasa positiva (con excepciéon de S. maltophilia que en mayor frecuencia suele ser
oxidasa negativa; oxidasa positiva en un 20%), indol negativo, ureasa negativa y
produccion de H2S negativa.

Actualmente la identificacién automatizada mediante diferenciacién bioquimica como
API 20y Vitek-2 han demostrado errores de identificacion. Asi mismo, técnicas modernas
de identificacion de laboratorio, como la espectrometria de masas con ionizacion por
desorcion laser asistida por matriz y tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS, por sus siglas en
inglés) pueden complementar y potencialmente reemplazar la identificacion fenotipica
que permitan identificar y discriminar bien estos organismos (Chen et al., 2015; Ford y
Burnham 2013; Wolk y Clark 2018).



La capacidad de las versiones actuales de los instrumentos MALDI-TOF MS para
discriminar rutinariamente entre las especies dentro del CBC requiere mas trabajo, pero
es importante identificar con precision B. cenocepacia. Desde la década de los 90s se
encontrd heterogeneidad entre cepas de B. cepacia aisladas de diferentes fuentes
ecoldgicas. Esto complicd la identificacion entre cepas de B. cepacia ya que géneros como
Ralstonia, Cupriavidus, Pandoraea, Achromobacter, Brevundimonas, Comamonas y
Delftia, estdn estrechamente relacionados con Burkholderia. De manera similar,
Burkholderia humptydooensis y B. pseudomallei interfieren en la identificacion correcta
del CBC (Devanga Ragupathi y Veeraraghavan 2019).

Hasta la fecha, se han utilizado diferentes composiciones de medios para aislar
selectivamente el CBC. Esto incluye medio de Pseudomonas cepacia (agar PC) que
contiene polimixina B vy ticarcilina; agar de oxidacion-fermentacion con lactosa,
polimixina By bacitracina, y agar selectivo para B. cepacia (BCSA) compuesto de lactosa
y sacarosa con base enriquecida de caseina y extracto de levadura con polimixina B,
gentamicina y vancomicina (Devanga Ragupathi y Veeraraghavan 2019).

Por otro lado, la capacidad de identificar y diferenciar correctamente las especies de
Achromobacter es de gran importancia, principalmente A. xylosoxidans. Ademas, es
importante diferenciar de especies Gram negativas aerobias no fermentadoras
fenotipicamente similares y genotipicamente relacionadas ya que presentan problemas
importantes en infecciones del tracto respiratorio (Ridderberg et al., 2015; Trancassini et
al., 2014).

2.6 Resistencia antimicrobiana

Una caracteristica comun de estos tres organismos es el gran nimero de mecanismos
intrinsecos y adquiridos de resistencia a los antibioticos. La presencia de p-lactamasas
intrinsecas, sistemas de bombas de eflujo, modificaciones enzimaticas, cambios en la

membrana externa y modificacion del sitio diana son so6lo algunos.



2.6.1 Achromobacter

2.6.1.1 Mecanismos de resistencia en Achromobacter

Las cepas de Achromobacter spp. son intrinsecamente resistentes a aminoglucésidos,
cefalosporinas y aztreonam (Almuzara et al., 2010). En cepas de Achromobacter obtenidas
de pacientes con FQ se ha reportado alta frecuencia de resistencia a aztreonam (88.4%),
gentamicina (87.0%), tetraciclina (84.1%), amikacina (73.9%) y ceftriaxona (68.1%)
(Filipic et al., 2017).

La resistencia intrinseca a los B-lactamicos es mediada por -lactamasas de clase D,
tal como OXA-114, OXA-243,y OXA-2, cefalosporinasas como blaampc, una -lactamasa
Ambler Clase C, enzimas modificadoras de cloranfenicol, aminoglucdésidos y las bombas
de eflujo de multiples farmacos tipo RND (resistance-nodulation-cell division). La
resistencia intrinseca a aminoglucésidos es mediada por modificacion enzimatica de AAC
(6)-1Ib y aadAl. La resistencia a cefalosporinas, aztreonam, fluoroquinolonas,
cloranfenicol, carbapenémicos, tetraciclinas y eritromicina es mediada por sistemas de
bombas de eflujo tipo ARN AxyABM y AxyXY-OprZ (AxyA y OprM) (Bador et al.,
2013; Bador et al., 2011; Nielsen et al., 2017).

La resistencia adquirida a los B-lactamicos suele estar codificada por genes
transportados por elementos genéticos moviles como integrones, que incluyen genes de
carbapenemasas de tipo blaime-1, blaime-10, and blaime-19 (Doi et al., 2008; Ridderberg et
al., 2015; Yamamoto et al., 2012), blavim-1, blavim-2, blaves-1, y blarms-1 (El Salabi et al.,
2012).

2.6.1.2 Farmacorresistencia en Achromobacter

Se ha informado la susceptibilidad en aislamientos clinicos de Achromobacter spp.
donde la mayoria de los aislamientos correspondian a infecciones en sangre. La
susceptibilidad in vitro de piperacilina-tazobactam, meropenem, ceftazidima,
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SXT), minociclina y colistina mostré ser efectiva al
momento de tratar esta infeccion. Un estudio evalud la susceptibilidad in vitro de
imipenem, piperacilina-tazobactam, TMP-SXT vy ceftazidima siguiendo los criterios por
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), mostré el 100% de susceptibilidad

de imipenem y piperacilina-tazobactam en la mayor parte de las cepas analizadas (Wood
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et al.,, 2018). También se han analizado perfiles de susceptibilidad in vitro para
piperacilina-tazobactam, meropenem, ceftazidima y TMP-SXT. Se encontr6 que los
aislamientos eran mas susceptibles a piperacilina-tazobactam con 97% (Swenson &
Sadikot, 2015). El ertapenem es el antimicrobiano frecuentemente eficaz in vitro contra
A. xylosoxidans (Almuzara et al., 2010). Por otro lado, las combinaciones de inhibidores
de la B-lactamasa no han mostrado tener una actividad antimicrobiana significativa contra

A. xylosoxidans.

2.6.1.3 Opciones de tratamiento en Achromobacter

Se ha identificado que el tratamiento de eleccion con TMP-SXT e imipenem son los
antibidticos mas utilizados para Achromobacter (Wood et al., 2018). En Espafia se
encontrd que aislamientos de A. xylosoxidans son susceptibles al meropenem hasta un
92% vy piperacilina-tazobactam con 77% de los aislamientos analizados, siguiendo los
puntos de corte establecidos por el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos (EUCAST) (Perez Barragan, Sandino Perez, Corbella, Orellana, &
Fernandez-Ruiz, 2018).

Hasta el momento los datos son limitados sobre el tratamiento clinico, ya que se
analiza en gran parte la susceptibilidad in vitro de Achromobacter a diferentes agentes
antimicrobianos lo que sugiere que la piperacilina-tazobactam, carbapenémicos,
ceftazidima o TMP-SXT sean considerados como opciones de tratamiento empirico de
primera linea. La minociclina es otra alternativa de tratamiento activa en ensayos in vitro
contra Achromobacter (Abbott & Peleg, 2015). Por otra parte, los inhibidores de [-
lactamicos y B-lactamasas no muestran perfiles de susceptibilidad in vitro. El cefiderocol,
una cefalosporina con sider6foro que es estable frente a serina y metalo p-lactamasas, se
ha utilizado con éxito en infecciones por Achromobacter spp., pero faltan resultados

especificos confirmatorios.

2.6.2 Burkholderia
2.6.2.1 Mecanismos de resistencia en Burkholderia
En la actualidad, los antibidticos B-lactdmicos son recomendados como una opcion

terapéutica para tratar las infecciones por B. cepacia y B. pseudomallei. Més de seis

11



bombas eflujo de RND desempefian un papel en la resistencia dirigida a -lactdmicos,
aminoglucosidos, tetraciclina, macrolidos, cloranfenicol, fluoroquinolonas y TMP-SXT.
Sin embargo, la expresion de B-lactamasas genera resistencia a estos antibidticos, asi como
la expresion de proteinas de unién a penicilina en cepas de B. pseudomallei. Burkholderia
spp. contiene B-lactamasas, una carbapenemasa Clase A de Ambler PenB en B. cepacia 'y
PenA en B. multivorans, una p-lactamasa AmpC Clase C intrinsecas y Penl de clase A
resistente a inhibidores codificada por cromosomas (Papp-Wallace et al., 2017). Las -
lactamasas Ambler Clase A y Clase C son inducibles y no se expresan constitutivamente,
ademas, algunas cepas también producen B-lactamasas clase D de Ambler (Rhodes &
Schweizer, 2016). Los genes penB, ampC, gyrA, whaD, BDAG_01161, y fixL se han
implicado en la resistencia a los antibidticos (Sousa et al., 2017) y las enzimas AmpD de
la pared celular (Abbott y Peleg 2015). Las bombas de eflujo se han relacionado con la
resistencia a aminoglucdésidos, ciprofloxacina, trimetoprim, cloranfenicol por enzimas
modificadoras de aminoglucésidos como dihidrofolato reductasa. Ademas, cambios en la
membrana externa modificando los sitios de unién en la capa de lipopolisacaridos (LPS)
confieren resistencia intrinseca a las polimixinas y aminoglucoésidos (Podnecky et al.,
2015). Por ultimo, la resistencia a B-lactamicos y fluoroquinolonas también puede ser
ocasionada por modificaciones en el sitio diana, con el cambio en las proteinas de unién
a penicilina y mutaciones en la region determinante de la resistencia a quinolonas (gyrAy
parC) (Rhodes & Schweizer, 2016).

2.6.2.2 Farmacorresistencia en Burkholderia

Las especies del CBC son intrinsecamente resistentes a penicilinas, cefalosporinas,
aminoglucosidos y polimixinas. Sin embargo, ciertos -lactamicos como ceftazidima y
meropenem, a menudo son activos ya que las B-lactamasas PenA y PenB no son
expresadas constitutivamente por CBC. Pero, si se inducen estas -lactamasas, se presenta
resistencia hacia cefalosporinas de amplio espectro y carbapenémicos. También TMP-
SXT y minociclina son activos contra los aislamientos de CBC (Frost, Shaw, & Nazareth,
2021). Meropenem, ceftazidima y minociclina son activos con hasta un 87% de
susceptibilidad. Un estudio en el Reino Unido con pacientes en tratamiento con TMP-

SXT vy ceftazidima, mostraron porcentajes de 38.5% y 22.9% de susceptibilidad
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respetivamente, contra aislamientos de B. cenocepacia, a su vez un tratamiento con
minociclinay TMP-SXT fueron los més susceptibles contra aislamientos B. multivorans
(F. K. Abbott, Milne, Stead, & Gould, 2016). La alta tasa de resistencia ha suscitado el
interés por el uso de combinaciones entre P-lactamicos/p-lactamasas para tratar las
infecciones por CBC. Se ha evaluado la actividad ceftazidima-avibactam en infecciones
de pacientes con FQ (Papp-Wallace et al., 2017). El avibactam formo un complejo estable
con PenAy restaurd la actividad antimicrobiana contra cepas resistentes a ceftazidima con
una concentracion minima inhibitoria (CMI) de <8 pg/ml y 4 pg/ml de avibactam. Otro
grupo de estudio evalud la susceptibilidad in vitro de ceftazidima-avibactam y
ceftolozano-tazobactam en cepas del CBC, con puntos de corte establecidos por el
EUCAST (Van Dalem et al., 2018). En aislamientos del CBC, una nueva combinacion de
ceftazidima-avibactam y piperacilina-tazobactam ha mostrado una actividad
antimicrobiana prometedora, ya que la piperacilina inhibe la AmpC expresada en los
aislamientos mediante hidrdlisis lenta, mientras que el avibactam inhibe la PenA. Esta
combinacion mostré una susceptibilidad in vitro en 150 de 151 aislamientos CBC
resistentes a ceftazidima-avibactam. Los puntos de corte CLSI para piperacilina-
tazobactam se basaron en los de Pseudomonas aeruginosa y los puntos de corte para
ceftazidima-avibactam se basaron en los de ceftazidima para CBC. Ningln estudio

publicado ha evaluado la eficacia clinica de la combinacion (Zeiser et al., 2019).

2.6.2.3 Opciones de tratamiento en Burkholderia

Existen pocos datos al respecto sobre el tratamiento clinico en infecciones por CBC.
No hay pruebas suficientes para determinar la estrategia mas eficaz para eliminacion de
infecciones por CBC (Frost, Shaw, & Nazareth, 2019; Horsley & Jones, 2012). Otros
estudios muestran que el organismo fue erradicado solo en siete pacientes, tres sin ninguna
terapia y los otros cuatro pacientes recibieron combinaciones de minociclina, TMP-SXT,
meropenem, aztreonam, ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam y tobramicina (Gautam
et al., 2015). La combinacion de ceftazidima-avibactam ha logrado la erradicacion de un
caso de bacteriemia en un paciente de 2 meses (Tamma et al., 2018). Por lo tanto, TMP-

SXT, meropenem y ceftazidima son antimicrobianos de primera linea contra este agente
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patdgeno, y las combinaciones como alternativa incluyen minociclina y ceftazidima-

avibactam, pero sin un gran numero evidencia clinica.

2.6.3 Stenotrophomonas

2.6.3.1 Mecanismos de resistencia en Stenotrophomonas

La resistencia en S. maltophilia es causada por diversos mecanismos moleculares que
limitan el uso de un gran nimero de antimicrobianos. Mecanismos como la transferencia
de genes asociados a resistencia, como elementos ISCR y genes sul, transposones y la
presencia de bombas de eflujo. Estas bombas de eflujo incluyen la familia RND, la
superfamilia de facilitadores principales (MFS) y transportadores ABC “casete de union
de ATP”. Las bombas eflujo tipo RND producen resistencia a p-lactdmicos,
aminoglucdésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrolidos, TMP-SXT y cloranfenicol.
Los transportadores ABC confieren resistencia para fluoroquinolonas, tetraciclinas y
aminoglucdésidos. Las bombas de tipo MFS pueden provocar resistencia a tetraciclinas
producido por su sobreexpresion y mutaciones. De manera similar, la sobreexpresion de
bombas SmeDEF, y SmeABC desempefian un papel dentro de la resistencia adquirida
(Wu et al., 2019). SmrA confiere resistencia a tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina y
fluoroquinolonas. Otros mecanismos de resistencia es la produccion de (3-lactamasas
inducibles cromosdmicamente como una metalo-p-lactamasa Ambler Clase B, L1, y una
serina -lactamasa Ambler Clase A, L2. L1 hidroliza todos los antibioticos B-lactamicos
disponibles, excepto aztreonam (Brooke, 2012). L2 es una cefalosporinasa que hidroliza
muchas cefalosporinas, penicilinas y aztreonam (Flores-Trevifio et al., 2014; Mojicaet al.,
2016). Aunque el clavulanato y el avibactam logran inhibir la L2, los inhibidores de la
sulfona B-lactamasa sulbactam y tazobactam generalmente no inhiben la L2. Ademas,
cuando L1 y L2 se expresan en conjunto, la mayoria de los antibioticos B-lactamicos,
incluidos nuevas combinaciones de B-lactamicos/inhibidores de B-lactamasa, no son
eficientes (Y. T. Huang et al., 2018). La resistencia a aminoglucésidos y quinolonas
intrinsecas de bajo nivel es causada por enzimas modificadoras de aminoglucdésidos y la
enzima topoisomerasa Smqgnr y la fosfoglucomutasa (SpgM). La resistencia a
fluoroquinolonas y TMP-SXT es causada por la modificacion del sitio diana mediante

topoisomerasas Smgnr e integrones de clase 1, Sull y Sul2 (Chang et al., 2015).
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2.6.3.2 Farmacorresistencia en Stenotrophomonas

S. maltophilia frecuentemente es resistente a los B-lactamicos, aminoglucosidos y
fluoroquinolonas in vivo e in vitro. El farmaco de eleccién para tratar las infecciones por
este patdgeno con mas efectividad ha sido la administracion de TMP-SXT vy, segun
resultados entre 2013 y 2016 del Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY, la
susceptibilidad es superior al 95% en todo el mundo. Los antimicrobianos alternativos con
alta susceptibilidad in vitro incluyen minociclina con una CMI de < 4 pg/ml, y
levofloxacino < 2 pg/ml segun los pardmetros establecidos por el CLSI (Gales et al.,
2019). Entre B-lactamicos, la ceftazidima es el antimicrobiano de eleccion con mayor
frecuencia, pero no es una opcion de monoterapia confiable. Ademas, debido a la
hiperproduccion de L1 y L2 a través de mutaciones de sitio Unico que regulan
positivamente su expresion los aislamientos resultan ser resistentes (Calvopina et al.,
2017; Zhanel, Baxter, Adam, Sutcliffe, & Karlowsky, 2018). Los reportes que indican
perfiles de resistencia y susceptibilidad en combinacion de B-lactamicos y B-inhibidores
de lactamasa, no resultan ser confiables contra S. maltophilia, en comparacion con la
combinacion de aztreonam y clavulanato o avibactam eficientes al menos en la evidencia
in vitro. Aztreonam, dentro de su mecanismo no es hidrolizado por L1, pero es facilmente
hidrolizado por L2. El clavulanato o avibactam inhiben L2, esto restaura la actividad de
aztreonam. EIl papel de las combinaciones basadas en vaborbactam se ha evaluado, con
aislamientos clinicos de S. maltophilia resistentes a TMP-SXT y levofloxacino, frente a
la combinacién aztreonam con ceftazidima-avibactam o meropenem-vaborbactam, de los
cuales 36 de los 37 aislamientos fueron resistentes para aztreonam, en comparacion la
combinacion de avibactam y vaborbactam resultd en 14% de susceptibilidad en
aislamientos resistentes (Mojica et al., 2017).

Por otro lado, el uso del cefiderocol tiene actividad in vitro contra bacterias Gram
negativas resistentes a carbapeneémicos. Este antibidtico se ha evaluado de manera in vitro
frente aislamientos de S. maltophilia donde se presenta una susceptibilidad del 99.8% con
una CMlI de <4 pg/ml (Rolston et al., 2020; Spencer, Spitznogle, Borjan, & Aitken, 2020).
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2.6.3.3 Opciones de tratamiento en Stenotrophomonas

En la actualidad el TMP-SXT es el tratamiento de primera linea para infecciones
por S. maltophilia. La resistencia hacia este farmaco puede requerir otras opciones de
tratamiento como levofloxacino, minociclina o tigeciclina. Se ha evaluado la eficacia de
fluoroquinolonas como el levofloxacino frente a TMP-SXT en el tratamiento para
infecciones causantes por S. maltophilia (Ko et al., 2019). Estudios han evaluado
monoterapias con minociclina contra a TMP-SXT en pacientes con al menos un cultivo
positivo para S. maltophilia en un periodo de 6 afios de un hospital en Texas, que
incluyeron 45 pacientes, 23 tratados con minociclina y 22 con TMP-SXT, no hubo
diferencias significativas entre los dos grupos de pacientes tratados (Hand, Davis, Kim, &
Duhon, 2016). La tigeciclina, similar a las tetraciclinas, es otra alternativa de tratamiento
potencial, sin embargo, en un estudio donde se incluian aislamientos de S. maltophilia en
infecciones de diferentes sitios por paciente, no hubo diferencias en la tasa de mortalidad
(Tekce, Erbay, Cabadak, & Sen, 2012). Aunque estos estudios sugieren que la
minociclina, la levofloxacina y la tigeciclina pueden ser alternativas, todos los estudios
estan sujetos a una desproporcion significativa, incluido seleccion de pacientes, tamafios
de muestra y definiciones de resultados subjetivos. Por lo tanto, el TMP-SXT todavia se
considera el farmaco de eleccidn para el tratamiento de las infecciones por S. maltophilia,

y las alternativas se utilizan cuando el escenario clinico lo justifica.
Por ultimo, el uso potencial de cefiderocol contra infecciones de S. maltophilia no han
reportado resultados altamente significativos, al menos atribuible para el tratamiento de
infecciones graves por S. maltophilia a menos que realmente no haya antimicrobianos

alternativos disponibles.

2.7 Factores de virulencia

2.7.1 Biopelicula

Uno de los factores de virulencia importantes de estos organismos es su capacidad
para producir y supervivencia dentro de biopeliculas. Las biopeliculas son agregados de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), compuesta de polisacéridos, proteinas, &cidos
nucleicos y lipidos. Se han asociado con la resistencia ante factores ambientales y provee

la union en algunas superficies, resistencia a la actividad fagocitica y otros factores
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inmunes, que protege contra la actividad antimicrobiana. El paso inicial en el desarrollo
de biopeliculas es la adhesion de las células a una superficie y este evento depende de
apéndices proteicos superficiales especializados, como fimbrias o flagelos, que pueden
actuar como adhesinas. El desarrollo de estas ocurre en cuatro pasos: anclaje inicial
reversible, anclaje irreversible, maduracién y dispersion. EIl primer paso consiste en la
adhesion de bacterias plancténicas a la superficie. Una vez anclada, se forma una
monocapa bacteriana y se produce una matriz extracelular de proteccion. Esta matriz
consta de polisacaridos extracelulares, proteinas extracelulares, restos celulares y acidos
nucleicos. EI ADN extracelular es el primer compuesto que aparece durante la formacion
de la matriz, mientras que los polisacéridos y las proteinas estructurales aparecen después.
Una vez formada, la matriz favorece el crecimiento bacteriano y la comunicacion célula-
célula, esta ultima conocida como quorum sensing. Las biopeliculas crecen en forma
tridimensional, y en este momento, la adhesion a la superficie es irreversible. En el Gltimo
paso, algunas células ya maduras empiezan a desunirse y dispersarse nuevamente por el
ambiente como células planctdnicas para comenzar un nuevo ciclo (Jakobsen, Bjarnsholt,
Jensen, Givskov, & Hoiby, 2013; Saxena, Banerjee, Garg, & Singh, 2014; Van Acker et
al., 2013).

2.7.1.1 Biopelicula en Achromobacter

En Achromobacter spp. se ha reportado la expresion de exopolisacaridos, la excrecion
de componentes de la matriz extracelular, el aumento de la actividad de las bombas que
regulan positivamente la capacidad de formar biopeliculas. Esta caracteristica es
importante en el establecimiento y mantenimiento de infecciones (Nielsen et al., 2016).
Se ha reportado la presencia de genes asociados a biopelicula, como kdpD en aislamientos
de A. xylosoxidans, que confieren una colonizacion crénica del pulmén, rcsB, rmlA
(glucosa-1-fosfato timidililtransferasa) y rmIC (dTDP-4-deshidrorhamnosa 3,5-
epimerasa), también se ven implicados en la pared celular (Ridderberg et al., 2015). La
expresion génica en la biopelicula de exopolisacaridos contribuyen a la formacion de la
matriz extracelular. La expresion del gen epsF, que codifica la biosintesis de
exopolisacaridos, y transportadores ABC de polisacarido capsular, KpsT, KpsE y KpsM,
aumentan el crecimiento bacteriano dentro de la biopelicula. EI complejo transportador

ABC (KpsT/KpsM) exporta polisacaridos a través de la membrana citoplasmaética y, por
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lo tanto, contribuye al aumento de la generacion de componentes de la matriz extracelular
de la biopelicula de Achromobacter (Nielsen, Penstoft, & Norskov-Lauritsen, 2019).
Otros factores como la biosintesis de metionina que depende de la asimilacion del azufre
por la via del sulfato, la cisteina funciona como donante de azufre en la biosintesis de
metionina, y esta es catalizada por la cistationina beta-liasa (MetC). La hiper-expresién
de este gen durante el crecimiento bacteriano, ademas de desempefiar un papel putativo
en la respiracion anaerdbica, podria ser importante para el establecimiento de

la biopelicula de Achromobacter (Nielsen et al., 2019).

2.7.1.2 Biopelicula en Burkholderia

De igual forma, la capacidad para formar biopeliculas de aislamientos de Burkholderia
spp. principalmente en pacientes con FQ y con catéteres intravasculares (Papp-Wallace et
al., 2013), genera mayor complejidad su tratamiento. Los genes que favorecen la
formacién de biopelicula son rpfF y rpfB (Suppiger et al., 2013). Existe evidencia que
sugiere que el sistema QS juega un papel importante en el desarrollo de biopeliculas. La
matriz de la biopelicula puede actuar como barrera de difusion para moléculas de sefial,
que crea un entorno ideal para la sefializacion de QS. Estas sefiales codificadas por un
sistema de deteccion de quérum dependiente de N-acil homoserina lactona (AHL) que
consiste en una AHL sintasa que dirige la sintesis de N-octanoil-lI-homoserina lactona
(ohl) y n-hexanoil-I-homoserina lactona y un regulador transcripcional. El sistema CepIR
controla la formacién de biopeliculas en la mayoria de las cepas del CBC. En un estudio
se demostro que la inactivacion de cepl o cepR perjudica la maduracion de la biopelicula
y producia biopeliculas mas delgadas. También se ha identificado tipos de pilis en cepas
del CBC: malla (Msh), filamentosa (Fil), espina (Spn), espiga (Spk) y pili de cable (Cbl).
El pili de cable Cbl tiene un papel importante en la adhesion a las células epiteliales. En
B. cenocepacia se identifico el gen H111, que codifica un homologo del pilus de E. coli
FimA tipo | y se demostr6 que esta controlado por el sistema CeplR. En B. pseudomallei
el gen pilA, que codifica para un pili de tipo 1V, se demostrd ser necesario para el
desarrollo de microcolonias pero no para adherencia a las células humanas. Ademaés del
gen bapA, que codifica para la proteina asociada a la biopelicula (BAP, por sus siglas en

inglés) BapA, que pertenece a una familia de proteinas de superficie que se secretan a
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través de un sistema de secrecion tipo | y permanecen débilmente asociadas con la
superficie celular. Se ha demostrado que BapA es de crucial importancia para la formacion
de biopeliculas en superficies abidticas, influyendo tanto en la arquitectura como en la
biomasa de la biopelicula. Es importante destacar que se descubrié que la expresion de
bapA estaba controlada por el sistema CeplIR. También el EPS es producido por la mayoria
de las especies de CBC. Dos grupos de genes, bce-1 y bce-ll, codifican las enzimas
necesarias para la biosintesis B. cepacia. Y, aungue se ha demostrado que la produccion
de EPS esta controlada por un sistema QS dependiente de AHL en especies de
Burkholderia asociadas a plantas, no hay evidencia de que este también se genere en
miembros del CBC (Suppiger, Schmid, Aguilar, Pessi, & Eberl, 2013).

2.7.1.3 Biopelicula en Stenotrophomonas

Una caracteristica principal de las cepas de S. maltophilia es la produccion de
biopelicula, con capacidad de adherirse a superficies bidticas y abidticas, como el plastico
y el vidrio. En infecciones de pacientes inmunocomprometidos y afecciones respiratorias,
la formacion de la biopelicula ayuda a ejercer su colonizacion y asi modular su
farmacorresistencia creando una gran importancia dentro del entorno hospitalario debido
a la cantidad de infecciones adquiridas. En la actualidad se reporta hasta un 100% de
produccién de biopelicula en aislamientos clinicos presentes en hospitales de México
(Montoya-Hinojosa et al., 2020).

De la misma manera esta bacteria exhibe factores de virulencia que se ven asociados
en la produccion de biopelicula, ya mencionados previamente que incluyen LPS, fimbrias,
adhesinas y flagelos. En estos LPS se ven involucrados productos génicos que estan
implicados en la formacién de intermediarios de LPS y exopolisacaridos presentes en la
membrana externa de la célula bacteriana(Trifonova & Strateva, 2019). El gen spgM un
homologo del gen algC, codifica una enzima bifuncional con actividades de
fosfoglucomutasa y fosfomanomutasa involucradas en la produccién de LPS en S.
maltophilia. Genes como rmlA, rmIC y xanB estan implicados en el biosintético acoplado
a LPS/exopolisacaridos. Los genes rmIC y rmlA son necesarios para la biosintesis del
antigeno O del LPS, junto a xanB, pero este ademas es necesario para la biosintesis del

nacleo del LPS (Zhuo et al., 2014). Se ha determinado la presencia de genes asociados a
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la produccién de biopelicula como fsnR, codifica la biosintesis del flagelo que activa la
transcripcion de genes flagelares, rmlA, codifica una glucosa-1-fosfato timidil transferasa,
y xanB, codifica una fosfomanoseisomerasa/GDP-manosepirofosforilasa, necesarias para
la biosintesis del LPS O-antigeno, con una frecuencia de hasta 80% (Bostanghadiri et al.,
2019; Willsey et al., 2019,).

Las fimbrias como (SMF-1) que codifica el gen smf-1 modulan la adherencia de S.
maltophilia a células epiteliales y son participes en la promocion de la union intima a la
superficie, lo que ayuda a la formacién de biopeliculas (Trifonova & Strateva, 2019). Por
otro lado, las estructuras responsables de la motilidad bacteriana, los flagelos participan
en la adherencia de las bacterias a diversas superficies. Alrededor de 20 genes estan
involucrados con su estructura y regulacion flagelar. El gen fsnR es un regulador de la
biosintesis del flagelo que se une a los promotores de genes flagelares y activa su
transcripcion, regulando asi la biosintesis flagelar y la motilidad celular (X. M. Kang,
Wang, Zhang, Zhang, & Qiana, 2015). El gen bsmR es regulador de la motilidad de
natacion asociado a el factor de transcripcién BsmT que regula la transcripcion relacionada
con la produccidén de biopelicula y la motilidad de natacion. Este gen bsmT se une a la
region promotora del oper6n y activa la expresion de bsmR. El gen bsmR degrada el
segundo mensajero bis-3’, 5’-monofosfato de diguanosina ciclico (c-di-GMP) a través de
su dominio EAL y activa la expresion de fsnR (Liu et al., 2017). Genes como el gen flil y
fliA se ven involucrados en la sintesis de la expresion de los flagelos, que codifica una
ATPasa asociada a flagelos y un factor sigma involucrado en la regulacién de la
transcripcion del gen flagelar, respectivamente (X. M. Kang et al., 2015). La proteina Hfg
regula la expresion de genes que codifican componentes flagelares y fimbriales (Roscetto
et al., 2012). La proteina FleQ regula la expresion del gen flagelar al unirse a la ATPasa
FleN putativa (Yang et al., 2014)

Es por esto, por lo que la eleccidn de un tratamiento eficaz contra Achromobacter spp.,
Burkholderia spp., y Stenotrophomonas spp. es complicada debido que los
microorganismos cuentan con varios factores de virulencia, incluyendo la produccion de

biopelicula, y el aumento de las tasas de farmacorresistencia.
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2.7.1.4 Farmacorresistencia causada por biopelicula

Las bacterias que forman biopeliculas presentan una resistencia significativamente
mayor a los farmacos antibacterianos en comparacion con aquellas en estado plancténico
(Olson, Ceri, Morck, Buret, & Read, 2002). Este fendmeno se debe en gran medida a la
matriz extracelular polimérica (EPS, por sus siglas en inglés), que actia como una barrera
fisica restringiendo la entrada de diversos agentes antimicrobianos y modulando distintos
sistemas reguladores. La matriz EPS no solo impide la penetracion de moléculas, sino que
también puede expulsarlas activamente, contribuyendo a la resiliencia de la biopelicula
(Mosaddad et al., 2019). Ademas, la EPS puede inactivar la accién de los antibioticos
mediante mecanismos especificos, tales como la inhibicion de la difusion del farmaco y
la degradacion enzimatica (Kaplan et al., 2018)

Los componentes fisiologicos de la biopelicula, como los nutrientes y el oxigeno que
circulan a traves de los canales de agua dentro de la EPS, desempefian un papel clave en
la resistencia a los antibidticos (Sharma, Misba, & Khan, 2019). Asimismo, la estructura
de la biopelicula facilita la transferencia horizontal de genes entre microorganismos, lo
que promueve el desarrollo de resistencia (Macia, Rojo-Molinero, & Oliver, 2014; Singh,
Singh, Chowdhury, & Singh, 2017). Ademas, las biopeliculas poseen multiples
mecanismos de tolerancia, incluyendo la impermeabilidad a ciertos antibidticos, un
crecimiento diferencial, la formacion de gradientes de nutrientes y la facilitacion de la
transferencia genética (Macia et al., 2014).

Estos factores hacen que las biopeliculas constituyan un desafio significativo en el
tratamiento de infecciones bacterianas, requiriendo estrategias terapéuticas innovadoras

para superar su alta resistencia a los antibiéticos.

2.7.1.5 Evaluacion de la farmacorresistencia en células de biopelicula

Existen diversos métodos empleados para la deteccion y cuantificacion de biopeliculas
bacterianas. A lo largo del tiempo, se han optimizado varios dispositivos utilizados como
sistemas modelo, entre los cuales destacan el dispositivo de biopelicula de Calgary, el
reactor de disco, el reactor de biopelicula del CDC vy ciertos dispositivos médicos, como
los catéteres urinarios (Lindsay, Killington, Fouhy, Loh, & Malakar, 2022). Cada

dispositivo utiliza metodologias especificas para la evaluacion de biopeliculas. Por
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ejemplo, el dispositivo de biopelicula de Calgary se basa en el recuento de unidades
viables y recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), donde las clavijas se
someten a sonicacion antes del recuento (Buret et al., 1999). Los métodos empleados en
el reactor de disco y en el reactor de biopelicula del CDC también se fundamentan en el
recuento viable y directo, con la sonicacion de los sustratos como paso previo a la
cuantificacion. En el modelo de catéteres urinarios con sustratos de la vejiga, la evaluacion
se lleva a cabo mediante técnicas de microscopia electronica, incluyendo la microscopia
electrdnica de barrido (SEM) y la microscopia electronica de transmision (TEM), lo que
permite una caracterizacion detallada de la estructura de la biopelicula (Kirmusaoglu &
methods, 2019).

En las infecciones en las que no se forman biopelicula, la terapia antimicrobiana se
basa en la concentracion minima inhibitoria (CMI), que impide la proliferacion de
microorganismos y cuya eficacia depende del tiempo de exposicion y de la respuesta
inmunitaria del huésped para eliminar las células viables. Sin embargo, en las infecciones
relacionadas biopelicula, es necesario utilizar concentraciones antimicrobianas
considerablemente mas altas para erradicar los microorganismos (Castaneda, McLaren,
Tavaziva, & Overstreet, 2016). La concentracion minima de erradicacion de la biopelicula
(CMEB) vy la concentracion minima de inhibicion de la biopelicula (CMIB) permiten
determinar in vitro la menor concentracion antimicrobiana capaz de eliminar la totalidad
de los microorganismos en una biopelicula, incluidas las células persistentes. Estas
concentraciones pueden ser cientos o incluso miles de veces superiores a la CMI para el
mismo par antimicrobiano-microorganismo. Desde una perspectiva clinica, la diferencia
principal entre la CMI para bacterias en estado plancténico y la CMEB o CMIB para
bacterias en biopelicula radica en que las células persistentes dentro de la biopelicula no
pueden ser eliminadas por el sistema inmunol6égico del huésped. Para erradicar
eficazmente infecciones asociadas a biopeliculas, los niveles de antimicrobianos deben
alcanzar al menos la CMEB (Nishimura, Tsurumoto, Yonekura, Adachi, & Shindo, 2006).

La determinacion de la CMI se lleva a cabo exponiendo las bacterias a los
antimicrobianos durante un periodo estandarizado de 24 horas. La terapia antimicrobiana
sistémica mantiene concentraciones por encima de la CMI hasta que se logra la

erradicacion de la infeccién. No se ha identificado una necesidad critica de evaluar si la
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CMI variaréa con tiempos de exposicidn prolongados. En el tratamiento de infecciones por
implantes asociadas a biopeliculas, la administracion local de antimicrobianos es una
estrategia frecuente para mantener concentraciones constantes que disminuyen
gradualmente con el tiempo. Es esencial determinar la concentracion adecuada de
antimicrobiano necesaria para eliminar todas las células persistentes y establecer la
duracion optima de la administracion local para alcanzar este objetivo. La determinacion
de la CMEB y la CMIB se realiza exponiendo biopeliculas bacterianas a antimicrobianos
durante un maximo de 24 horas. No obstante, aunque estas concentraciones pueden
erradicar la biopelicula en ese periodo, no se ha esclarecido si un tratamiento de mayor
duracion requeriria la misma concentracion antimicrobiana. La relacion entre el tiempo
de exposicion, la CMEB y la CMIB aln no se comprende completamente (Fux, Wilson,
& Stoodley, 2004; Girard, Ceri, Gibb, Olson, & Sepandj, 2010).

Diversos estudios han evaluado estas metodologias en multiples microorganismos,
incluidos los grampositivos como Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis,
asi como los gramnegativos como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Se ha
observado que los valores de CMEB son significativamente mas altos que los de CML.
Ademas, la evidencia indica que los microorganismos en biopeliculas son mas
susceptibles a los antimicrobianos cuando estan expuestos a estos de manera continua y
prolongada, lo que proporciona informacion clave para el desarrollo de estrategias
terapéuticas mas eficaces en el tratamiento de infecciones asociadas a biopeliculas
(Castaneda et al., 2016).

Estudios previos han evaluado la actividad del levofloxacino frente a cepas de S.
maltophilia capaces de formar biopeliculas. Dichos estudios han demostrado una
diferencia significativa en la susceptibilidad antimicrobiana entre las células en su forma
planctdnica y aquellas productoras de biopelicula. Especificamente, se ha observado que
los valores correspondientes a la CMEB son entre 50 y 100 veces mas elevados que los
de la CMI, lo que sugiere que la biopelicula presenta una resistencia considerablemente
mayor en comparacion con su contraparte planctonica (Pompilio, Crocetta, Verginelli, &
Di Bonaventura, 2016).

El analisis de diversas cepas de Burkholderia pseudomallei revelé que las CMIB y las

CMEB de los antibidticos ceftazidima, doxiciclina e imipenem fueron entre 2 y 1024
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veces superiores en comparacion con sus correspondientes CMI determinadas para las
células en estado plancténico. (Sirijant, Sermswan, & Wongratanacheewin, 2016). Por
otro lado, compuestos organicos como el farnesol demostro la capacidad de disgregar la

matriz de la biopelicula, y la pérdida de la estructura (Castelo-Branco et al., 2016).

2.7.1.6 Estrategias de control

El desarrollo de estrategias innovadoras para el control de biopeliculas es fundamental,
especialmente debido al uso inadecuado y excesivo de antibioticos, lo que ha facilitado
que las biopeliculas desarrollen mecanismos de resistencia frente a los tratamientos
antimicrobianos convencionales, provocando infecciones recurrentes (Algburi, Comito,
Kashtanov, Dicks, & Chikindas, 2017; Jiao, Tay, Niu, & Chen, 2019).

Los antibi6ticos de uso oral, como los B-lactamicos, quinolonas, aminoglucésidos y
macroélidos, representan ejemplos destacados de fallos terapéuticos. Las B-lactamasas
producidas por las bacterias descomponen estos compuestos, lo que impide su accién y
dificulta su acceso a las biopeliculas. Por su parte, las quinolonas, aminoglucésidos y
macrolidos son expulsados de las células bacterianas mediante mecanismos de eflujo.
Ademas, la eficacia de las quinolonas se ve comprometida en el entorno anaerdbico
caracteristico de las biopeliculas. A pesar de la complejidad que implica su tratamiento
con antibidticos convencionales, se ha observado que ciertas clases de farmacos pueden
actuar de manera efectiva cuando se administran en dosis adecuadas y de forma apropiada.

Antibidticos como las B-lactamicos, quinolonas, aminoglucosidos y antibidticos
macrélidos administrados por via oral son los principales ejemplos de fracasos del
tratamiento. Las f-lactamasas bacterianas hidrolizan los B-lactamicos por lo que son
ineficaces y no pueden penetrar las biopeliculas. Las quinolonas, aminoglucésidos y
macrolidos son transportados fuera de las células bacterianas por bombas de eflujo.
Ademas, las quinolonas no son mas efectivas en el entorno anaerdbico de la biopelicula.
Aunque son dificiles de tratar con la terapia antibiotica clasica, las biopeliculas han
demostrado susceptibilidad a ciertas clases de farmacos, cuando se administran
correctamente y en dosis altas (Ciofu, Rojo-Molinero, Macia, & Oliver, 2017; Reza,
Sutton, & Rahman, 2019).
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La creacién de nuevos antibidticos alternativos o incluso vacunas dirigidas a estos
complejos bioldgicos podria contribuir a mitigar las infecciones crénicas asociadas a
biopeliculas. Las estrategias terapéuticas deben adaptarse a la etapa de desarrollo de la
biopelicula, desde la adhesion inicial hasta su dispersion (Hobley, Harkins, MacPhee, &
Stanley-Wall, 2015). La erradicacion de biopeliculas establecidas representa un reto
considerable; no obstante, existen diversos métodos disponibles, como el uso de
inhibidores de EPS, agentes que promueven la dispersion, inmunoterapias y técnicas de
eliminacién mecénica. En el &mbito clinico, se han implementado métodos de degradacion
de biopeliculas maduras mediante aproximaciones fisicas, biologicas, quimicas y en
combinacion (Brown, Reuter, Hanman, Betts, & van Vliet, 2015; Jiang, Geng, & Bai,
2020).

La creciente resistencia de las biopeliculas a los antibidticos tradicionales ha
impulsado la investigacion y el desarrollo de nuevas estrategias de prevencion y
tratamiento. Entre estos enfoques destacan el disefio de pequefias moléculas capaces de
interferir en factores de virulencia especificos, asi como el uso de enzimas dirigidas a la
matriz extracelular. Algunas enzimas, como la DNasa, la proteinasa K y la tripsina, han
demostrado su capacidad para degradar el ADN extracelular (eADN) y desestabilizar la
estructura de la biopelicula, lo que se ha observado en el caso de Staphylococcus
epidermidis (Kuang, Chen, & Xu, 2018)Por otro lado, compuestos quimicos como el
benzimidazol y la N-acetilcisteina inhiben la produccién de EPS y favorecen la
disgregacion de la biopelicula. Asimismo, la utilizacion de agentes quelantes que se unen
a iones esenciales, como el calcio y el magnesio, ha mostrado eficacia al dificultar la
adhesion microbiana a las superficies (H. Chen et al., 2020; Jiang et al., 2020).

La terapia con bacteriofagos ha emergido como una estrategia alternativa prometedora
en el manejo de biopeliculas. Este enfoque actlia mediante la disrupcion de la matriz de
EPS, lo que conduce a la desintegracion de la biopelicula. Donde, se ha resaltado la
importancia de esta terapia en el control de las biopeliculas, abriendo nuevas perspectivas
para su aplicacion en el tratamiento de infecciones persistentes en entornos clinicos
(Dickey & Perrot, 2019; Pires, Melo, Vilas Boas, Sillankorva, & Azeredo, 2017).
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3. Justificacién

En la actualidad, los bacilos Gram negativos no fermentadores de glucosa son
causantes de una alta tasa de infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), con
alta morbilidad y mortalidad. Dentro de este grupo de bacterias se encuentran
Achromobacter spp., Burkholderia spp. y Stenotrophomonas spp., los cuales estan
tomando méas importancia clinica. Estos importantes patdégenos oportunistas, poseen
multifarmacorresistencia y factores de virulencia como la produccion de biopelicula. Este
fendmeno resulta especialmente relevante en el contexto hospitalario, ya que estas
bacterias pueden adherirse a superficies de dispositivos médicos como catéteres, valvulas
y protesis, donde la biopelicula fomenta la persistencia y cronicidad de las infecciones

A pesar de la importancia clinica de estos bacilos Gram negativos existen escasos
estudios en México de la farmacorresistencia, los factores de virulenciay la epidemiologia
de estos bacilos Gram negativos no fermentadoras de glucosa. Este estudio permitira
describir la epidemiologia de las infecciones y determinar su perfil de resistencia y
factores de virulencia, enfocado en la inhibicion y erradicacién de la biopelicula, para
mejorar las estrategias terapéuticas y prevenir la persistencia de estas infecciones en

pacientes hospitalizados en un hospital de tercer nivel de México.
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4. Hipotesis

Los aislamientos clinicos de Achromobacter spp., Burkholderia spp. y
Stenotrophomonas spp., presentan alta produccion de biopelicula y la presencia de genes
asociados a la formacion de biopelicula, lo que puede contribuir en la estructura y

composicion de ésta, y ademéas puede provocar un aumento en la farmacorresistencia.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar la produccion y composicion de biopelicula en aislamientos clinicos
de Achromobacter spp., Burkholderia spp. y Stenotrophomonas spp., y determinar el
efecto de diferentes antibidticos convencionales en la inhibicion y erradicacion de

biopelicula.

5.2 Objetivos particulares

1. Seleccionar e identificar a nivel especie los aislamientos clinicos de
Achromobacter spp., Burkholderia spp. y Stenotrophomonas spp.

2. Determinar la produccion y composicion de biopelicula de los aislamientos
clinicos.

3. Detectar la presencia de genes involucrados en la formacion de biopelicula de los
aislamientos clinicos seleccionados.

4. Determinar el perfil de susceptibilidad en células planctonicas a los antibidticos
convencionales de los aislamientos clinicos seleccionados.

5. Detectar la presencia de genes involucrados en la farmacorresistencia de los
aislamientos clinicos seleccionados.

6. Determinar el perfil de susceptibilidad en células planctonicas a los antibidticos
convencionales de los aislamientos clinicos seleccionados.

7. Evaluar la actividad antimicrobiana de los antibidticos convencionales en la
inhibicion de biopelicula de los aislamientos clinicos seleccionados.

8. Evaluar la actividad antimicrobiana de los antibidticos convencionales en la

erradicacion de biopelicula de los aislamientos clinicos seleccionados.
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6. Material y métodos

6.1 Sitio de estudio

Las cepas se obtuvieron de un hospital de tercer nivel en México. El Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzéalez es un hospital docente de 1,032 camas ubicado
en Monterrey, Nuevo Leon, que es la tercera ciudad méas grande del noreste de México.
Este hospital es un complejo de varios edificios de hospitales y la Facultad de Medicina
que comprende dos hospitales separados. El edificio principal esta designado para el
tratamiento de casos no relacionados con COVID-19. Tiene un promedio de 25,000
admisiones y alrededor de 200,000 visitas a la sala de emergencias por afio. También
recibe referencias de hospitales estatales publicos y privados vecinos. El segundo edificio
estd designado para el diagnostico y tratamiento de casos sospechosos o confirmados de
COVID-19.

6.2 Declaracion ética

Este estudio se realiz6 con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez (nimero de aprobacion GA20-00001). El
comité aprobd una solicitud para dispensar el consentimiento escrito de los pacientes

porque la informacién clinica fue anonimizada.

6.3 Seleccién de aislamientos clinicos e identificacion de especies

Se recolectaron aislamientos clinicos de Achromobacter spp., Burkholderia spp. y
Stenotrophomonas spp. de muestras de fluidos respiratorios y estériles, durante un periodo
de 3 afios, de enero de 2018 a diciembre de 2021. Solo se incluyé un aislamiento por
paciente. Los aislamientos se identificaron mediante MALDI-TOF MS (sistema
Microflex LT, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Una colonia de cultivos incubados durante la noche en placas de agar sangre
se depositd junto a una placa objetivo de acero inoxidable (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania). Se agreg6 1 pL de acido formico al 70% y, después del secado, se agrego 1
KL de solucion matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich, Toluca,
México). La placa se introdujo en el equipo y se utilizo el software MALDI Biotyper 3.0
para la comparacion de los perfiles espectrales con la base de datos. Los aislamientos se
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clasificaron segun los criterios de identificacion de puntuacion recomendados por el
fabricante, en los que se considerd una puntuacion entre 2000 y 2000. Se identificd 2.299

a nivel de género y 2.300 y 3.000 a nivel de especie.

6.3.1 Identificacion a nivel especie por secuenciacion

El ADN se extrajo mediante lisis térmica a 95°C durante 15 min en cultivos
bacterianos de 24 h. El gen recA (que codifica la subunidad a de la recombinasa) se
selecciond para la identificacion de especies de aislamientos de Achromobacter y
Burkholderia. Los  cebadores fueron TCGCAGATCGAAAAGCAGTT vy
CATGCGGATCTGGTTGATGAAG para Achromobacter y
TGACCGCCGAGAAGAGCAA y TCTTCTTCGTCCATCGCCTC para Burkholderia.
La mezcla de PCR de 25 pL contenia 1 uL de ADN, 1 pL de primer forward (25 uM), 1
uL de primer reverse (25 uM), 0.5 mL de dNTP 25 mM, 1.5 uL de 2 mM MgClz, 2.5 uL
10x PCR-Buffer 1I, 0.2 uL de Taqg ADN polimerasa (MyTaq, Meridian Bioscience,
Estados Unidos) y 17.3 uL de agua para PCR. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador (MultiGene OptiMax, Labnet International, Quincy, IL, EE. UU.) con las
siguientes condiciones: 10 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion de 30 s
a 94°C, alineamiento durante 45 s a 50°C (Achromobacter) o 58°C (Burkholderia),
extension durante 60 s a 72°C y extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR
se analizaron en un gel de agarosa teflido con GelRed y se visualizaron utilizando un
transiluminador UV. Después de la purificacidn por precipitacion con acetato de sodio 3
M vy etanol absoluto a -20° C, los productos se enviaron para secuenciacion a gran escala
(Macrogen, Corea del Sur). Las secuencias se ensamblaron en el programa BLAST
(NCBI) y se enviaron a la base de datos para determinar la identidad genética correcta
utilizando cepas de referencia de Achromobacter spp. (nimero de acceso de GenBank
JQ746267) y B. cepacia (numero de acceso de GenBank AF143786).

6.4 Determinacion de la produccion de biopelicula
Para determinar la formacion de biopelicula, se realizé una tincién con cristal violeta
con modificaciones menores (Stepanovic et al., 2007). Primero, los aislamientos se

cultivaron en agar sangre y se incubaron durante 24 h a 37°C. Se prepararon suspensiones
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bacterianas en solucion salina a una turbidez de 1.0 en la escala McFarland.
Posteriormente, se depositdé una dilucion 1:100 en 200 uL de caldo tripticasa de soya
(TSB, BD Bioxon, Ciudad de México, México) en placas de fondo plano (Corning Inc.,
Corning, NY, EUA) y se incub6 durante 24 h a 37°C. Se eliminé el sobrenadante, se
realizaron tres lavados agregando 200 pL de PBS estéril pH 7.3 y se dejaron secar los
pocillos. Cada biopelicula se tifié con 200 mL de violeta cristal al 0.5% (Hycel, Zapopan,
México) durante 5 min a temperatura ambiente y se realizaron cinco lavados con 200 pL
de PBS estéril. Después, se utilizaron 200 pL de acido acético al 33% durante 15 min bajo
agitacion constante. La densidad dptica (DO) se observd a 550 nm en un lector de
microplacas (iMark, Bio-Rad Laboratories Inc, CA, EE. UU.). La produccion de
biopelicula se clasifico segun los valores de DO: sin produccién de biopelicula, >0.03;
produccién débil, 0.07-0.10; moderada, 0.15-0.24; y produccion fuerte, >0.25. S.
maltophilia ATCC 13637 y E. coli ATCC 25922 se utilizaron como controles positivos y

negativos de la produccién de biopelicula.

6.4.1 Determinacién de la composicion de biopelicula

A partir de un cultivo puro en agar sangre de 24 h se ajustd el in6culo en solucién
salina al 0.85% estéril a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland y se realiz6 una
dilucion 1:100 en CST. De esta dilucidon se transfirieron 200 pul y se colocaron en una
microplaca de poliestireno de 96 pocillos. Este procedimiento se realiz6 por triplicado
para cada aislamiento (control, carbohidratos, proteinas y ADN). Las placas se incubaron
a 35 °C por 24 h. Se descarto el sobrenadante y se eliminé el exceso de liquido y se
realizaron tres lavados con 200 pL de buffer PBS pH:7.2 estéril y se dejo secar por
completo. Una vez secos se le aiadio a cada pocillo 200 pL del sustrato correspondiente:
a) 40 mM de NalO4 (Sigma-Aldrich) en agua bidestilada, b) 0.1 mg/ml de proteinasa K
(Bioline, Londres, Reino Unido) en 20 mM Tris-HCl a pH 7.5 con 100 mM NaCl, y ¢) 0.5
mg/ml DNasa | (Sigma-Aldrich) en 5 mM MgCI2. Se dej6 una placa control sin la adicion
de sustrato, asi como un pocillo como control de esterilidad y como blanco
espectrofotométrico, y las microplacas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Transcurridas
las 24 h, se descartaron los sustratos de cada placa y se realizaron tres lavados con 200 uLL

de buffer PBS pH:7.2 estéril a cada placa. Se realiz6 la fijacion de la biopelicula
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adicionando 200 pL de metanol absoluto a cada pocillo y se dejé incubar durante 15 min,
se descarto el metanol y se dejo secar por completo. Después, se le afiadieron 200 uL. de
cristal violeta al 0.5% a cada uno de los pocillos de las cuatro placas y se dejo incubar
durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se elimind la
solucion de cristal violeta y se realizaron cinco lavados con buffer PBS 1X, posteriormente
se le afiadio a cada pocillo 200 pL de &cido acético al 33% y se dejé actuar durante 15 min
a temperatura ambiente. Se realiz6 la lectura de la DO en el lector de microplacas a 595
nm. El porcentaje de desprendimiento se calculo por la diferencia entre el promedio de la
DO de los pocillos tratados y el control. El criterio de evaluacion se llevé a cabo de la
siguiente manera: <10% sin desprendimiento, de 10 a 50% desprendimiento intermedio,

de 51 a 75% desprendimiento moderadamente fuerte y >75% desprendimiento fuerte.

6.5 Determinacion de la presencia de genes asociados a biopelicula

Se investigd la presencia de los genes smf-1, rmlA y spgM asociados a la formacién
de biopelicula mediante PCR de punto final. A partir de un cultivo joven de 24 h a 37°C,
se realizd la extraccién de ADN de cada aislamiento mediante la técnica por lisis térmica.
Se realiz6 la mezcla de reaccidn en un microtubo de poliestireno incluyendo 17.3 uL de
agua ultrapura grado molecular, 1 pL. de cada primer (Tabla 1) a una concentracion 50
uM, 0.5 puL de mix dNTPs a 400 uM, 2.5 uL buffer de reaccion a 10X, 1.5 uL de MgCl2
a2.5mM, 0.2 uL. Tag ADN polimerasa a 0.5 Uy 1 uL. de ADN obteniendo un volumen
final de 25 pL. Se llevdo a cabo la PCR con las siguientes condiciones: para la
desnaturalizacion inicial un ciclo a 94°C por 10 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacioén 94°C por 30 s, alineamiento 60°C por 30 s, elongacion 72°C por 1 min,
y para la extension final, un ciclo a 72°C por 7 min. Los productos se revelaron mediante
una electroforesis convencional con 3 pL del producto de PCR, 1 uL de buffer de carga y
1 uL del revelador GelRed en un gel de agarosa al 1 % sumergido en buffer TBE 0.5 X a
110V durante 1 hora. El gel se reveld en un transiluminador de luz UV para verificar la
presencia del ADN. Se utiliz6 el marcador de peso molecular HyperLadder 100 pb

(Bioline, Meridian Bioscience, Estados Unidos) para verificar el tamafio del producto.

Tabla 1. Secuencias de los primers y tamafio de los genes asociados a biopelicula

Temperatura Producto

Gen Primer Secuencia (5'- 3') alineamiento (pb)

smf-1  Forward GGAAGGTATGTCCGAGTCCG 60°C 674
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Reverse GCGGGTACGGCTACGATCAGTT

Forward GCAAGGTCATCGACCTGG

rmiA - peverse TTGCCGTCGTAGAAGTACAGG 60°C 82
oy Forward GCTTCATCGAGGGCTACTACC 60°C o0
POV Reverse ATGCACGATCTTGCCGC

6.6 Determinacion de la farmacorresistencia en células planctonicas

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada antibiotico se determino
utilizando el método de microdilucion en caldo, siguiendo el protocolo descrito por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para ello, a partir de un cultivo puro
de 24 h en agar sangre (Becton Dickinson Diagnostic, NJ, Estados Unidos) se realizé la
preparacion de los indculos de cada aislamiento por suspension de 3—5 colonias en tubos
con solucion salina estéril al 0.85% ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de
McFarland. A partir del indculo, éste se diluy6 a razén 1:150 en caldo Muller-Hinton para
ceftazidima, meropenem, levofloxacina, TMP-SXT, cloranfenicol y minociclina para las
especies de Burkholderia; ceftazidima, TMP-SXT y meropenem para las especies de
Achromobacter; y ceftazidima, levofloxacina, minociclina, TMP-SXT y cloranfenicol
para los aislamientos de Stenotrophomonas. Seguido a esto, se tomaron 100 pulL y se
transfirieron a cada pocillo del panel de antibidticos que contenia 100 uL de diluciones
seriadas de los antibidticos a probar. En cada placa se dejo un pocillo sin inocular como
control negativo y un pocillo para cada aislamiento con la bacteria sin el antibiético como
control positivo. La concentracién minima inhibitoria (CMI) como la concentracion de
antibidtico en la cual no se aprecia crecimiento a simple vista. La interpretacion se realizo
de acuerdo con los criterios establecidos por el CLSI para Burkholderia y
Stenotrophomonas spp. y el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad A los
Antimicrobianos (EUCAST) para Achromobacter spp. Se utilizaron como controles de
calidad las cepas S. maltophilia ATCC 12714, P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli
ATCC 25922.

6.7 Determinacion de la presencia de genes asociados a farmacorresistencia

Se investigo la presencia de los genes L1, L2 y penA asociados a farmacorresistencia
mediante PCR de punto final. A partir de un cultivo joven de 24 h a 37°C, se realizé la
extraccion de ADN de cada aislamiento mediante la técnica por lisis térmica. Se realiz6

la mezcla de reaccion en un microtubo de poliestireno incluyendo 17.3 pL de agua
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ultrapura grado molecular, 1 pL de cada primer (Tabla 2) a una concentracion 50 pM, 0.5
uL de mix ANTPs a 400 uM, 2.5 uL buffer de reaccién a 10X, 1.5 uL de MgClz a 2.5 mM,
0.2 uL Taq ADN polimerasa a 0.5 Uy 1 pL de ADN obteniendo un volumen final de 25
uL. Se llevo a cabo la PCR con las siguientes condiciones: para la desnaturalizacion inicial
un ciclo a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1 min,
alineamiento 60°-62°C porl min, elongacién 72°C por 1 min, y para la extension final, un
ciclo a 72°C por 5 min. Los productos se revelaron mediante una electroforesis
convencional con 3 pL del producto de PCR, 1 pL de buffer de cargay 1 pL del revelador
GelRed en un gel de agarosa al 1 % sumergido en buffer TBE 0.5 X a 110V durante 1
hora. El gel se revelé en un transiluminador de luz UV para verificar la presencia del
ADN. Se utilizé el marcador de peso molecular HyperLadder 100 pb para verificar el

tamario del producto.

Tabla 2. Secuencias de los primers y tamafio de los genes asociados a farmacorresistencia.

Gen Primer Secuencia (5'- 3") alinea-lr—niento Pr?gg)cto
L1 Forward ACCATGCGTTCTACCCTGCTCGCCTTCGCC 60 876
Reverse  TCAGCGGGCCCCGGCCGTTTCCTTGGCCAG
L2 Forward CGATTCCTGCAGTTCAGT 60 905
Reverse CGGTTACCTCATCCGATC
penA  Forward CTTGCGCCGGTCGCCACAAATTC 62 1,162
Reverse CTCCGTGAACCTTCCGGAAGCCG

6.8 Determinacion de la farmacorresistencia en células de biopelicula

6.8.1 Actividad de los antibioticos en la inhibicion de biopelicula
Para determinar la actividad de los antibiéticos en la inhibicion de biopelicula, se
realizd una tincién con violeta de cristal. Primero, los aislamientos se cultivaron en agar
sangre y se incubaron durante 24 h a 37°C. Se prepararon suspensiones bacterianas en
solucion salina a una turbidez de 1.0 en la escala McFarland. Posteriormente, se deposito
una dilucion 1:100 en 200 pL de CST en placas de fondo plano. En S. maltophilia se
utilizaron ceftazidima, cloranfenicol, levofloxacino y TMP-SXT. Para Burkholderia spp,
se agregé a los anteriores minociclina, meropenem. Y en Achromobacter spp. solo
meropenem, TMP-SXT y ceftazidima, con diferentes concentraciones para determinar la
concentracion minima de inhibicién de biopelicula (CMIB) de cada antibidtico utilizando
el método de microdilucién en caldo y se incubd durante 24 h a 37°C. Se elimind el
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sobrenadante, se realizaron tres lavados agregando 200 pL de PBS estéril pH 7.3 y se
dejaron secar los pocillos. Cada biopelicula se tifié con 200 pL de violeta cristal al 0.5%
durante 5 min a temperatura ambiente y se realizaron cinco lavados con 200 uL de PBS
estéril. Después, se utilizaron 150 pL de &cido acético al 33%. durante 15 min bajo
agitacion constante. La CMIB se interpretd por colorimetria de manera cualitativa
mediante la tincidn con cristal violeta.

6.8.2 Actividad de los antibioticos en la erradicacion de biopelicula

La susceptibilidad antimicrobiana en el estado de biopelicula de las cepas se evaluo6
mediante microdilucion en caldo utilizando el dispositivo Calgary de 96 pocillos
(Innovotech, AB, Canada) mediante la determinacién de la concentracion minima de
erradicacion de la biopelicula (CMEB). Un indculo bacteriano de 1.0 McFarland se diluyo
1:50 en CST, se transfirieron 100 uL a los pocillos de la placa Calgary y se incubaron
durante 24 h a 37°C con agitacion constante para promover la formacion de biopelicula
en las clavijas de la tapa. Las clavijas se lavaron tres veces con PBS estéril (pH 7.3).
Luego, la tapa se transfirié a una nueva placa de microtitulacion de fondo redondo que
contenia las diluciones seriadas de cada antibiotico segun el microorganismo (ceftazidima,
cloranfenicol, levofloxacino, TMP-SXT, minociclina, meropenem) en caldo Mueller-
Hinton (BD Bioxon). Las biopeliculas se expusieron a antibiéticos durante 18-24 h para
las cepas de Achromobacter y 24 h para las de Burkholderia y Stenotrophomonas segun
CLSI y EUCAST. Después de este periodo, se retiro la tapa con las biopeliculas formadas
en las clavijas y se coloco en una nueva placa de microtitulacion que contenia caldo
Mueller-Hinton estéril fresco. Luego, la biopelicula se disgregé mediante sonicacion
(limpiador ultrasénico Branson 5800, Electron Microscopy Sciences, EUA) a 40 kHz
durante 5 min. La tapa con las clavijas se reemplazd por una tapa estéril convencional y
la placa de microtitulacion se incub6 durante 24 h a 37°C. Se observo la turbidez para

determinar la CMEB. Los ensayos se realizaron por triplicado.

6.9 Anélisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. La diferencia entre los valores
de CMI y CMIB/CMEB se evalu0 utilizando la prueba t de Student no pareada, y el nivel
de produccion de biopelicula entre los géneros se evalud utilizando la prueba Z aplicando
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la correccion de Bonferroni. Un valor p < 0.05 se consider estadisticamente significativo.
Las pruebas se analizaron utilizando el software estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA) version 6.0 y el software SPSS version 25.0
(IBMCorporation, NY, EUA).
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7. Resultados
7.1 Aislamientos clinicos incluidos en el estudio

En total, se incluyeron en el estudio 133 aislamientos clinicos. Segun el anélisis de
secuenciacion recA, 24 (18.0 %) eran especies de Achromobacer (20 A. xylosoxidans, 2
A. marplatensis, 1 A. denitrificans y 1 A. insolitus), 12 (9.0 %) eran especies de
Burkholderia (7 B. cepacia, 3 B. contaminans y 2 B. multivorans). Segun el analisis de
MALDI-TOF MS, 97 (72.9 %) eran S. maltophilia.

Mas de la mitad (n=76, 57.1 %) de los aislamientos se obtuvieron de muestras
respiratorias. Los aislamientos restantes se obtuvieron de sangre (n=36, 27.1 %), hueso
(n=10, 7.5 %) y otras muestras (n=11, 8.3 %). La mayoria de los pacientes eran varones
(n=86, 64.6%) y la edad oscilaba entre 1 mes y 81 afios, con una media de 14.8 afios.
Hasta 34 (25%) pacientes eran de la UCI y 23 (17.2%) de la unidad de COVID-19.

7.2 Produccién de biopelicula de los aislamientos clinicos

La produccidn de biopelicula fue mayor en las cepas de S. maltophilia, en las que
85 (87.6%) cepas produjeron biopelicula, 71 (73.2%) de las cuales eran fuertes
productoras de biopelicula, 11 (11.3%) eran moderadas y 3 (3.1%) eran débiles
productoras de biopelicula (p < 0.001, Tabla 3). Cinco (41.6%) aislamientos de
Burkholderia, fueron fuertes productores de biopelicula, y los aislamientos restantes no
produjeron biopelicula en absoluto (p > 0.05). De los 24 aislamientos de Achromobacter,
solo 2 (8.3%) fueron productores de biopeliculas (1 débil y 1 fuerte, p > 0.05).

Tabla 3. Produccién de biopelicula en aislamientos clinicos de Achromobacter spp., Burkholderia spp.
y Stenotrophomonas spp.

Produccién de biopelicula

Especies Sin . Débil Moderado  Fuerte Valor P
produccién

Achromobacter spp. (n=24) 22 (91.6) 1(4.2) 0 (0.0 1(4.2) >0.05

Burkholderia spp. (n=12) 7 (58.4) 0 (0.0 0 (0.0 5(41.6) >0.05

Stenotrophomonas spp. (h=97) 12 (12.4) 331 11(11.3) n <0.001

(73.2)

7.3 Composicion de biopelicula de los aislamientos clinicos
La composicion de la biopelicula en los aislamientos clinicos de S. maltophilia,

Burkholderia y Achromobacter mostrd ser heterogénea. Sin embargo, se observé una
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tendencia por los carbohidratos, mostrando altos valores de desprendimiento de la
biopelicula al ser tratadas enzimaticamente con NalO4, con un promedio de porcentaje de
desprendimiento del 81%. Ademads, los porcentajes de desprendimiento para las
carbohidratos, proteinas y ADN extracelular vari6 entre 51% y > 75%, como se observa
en lafigura 1. La estructura de la biopelicula se relaciona en el grado de desprendimiento,
de modo que una mayor tasa de desprendimiento sugiere una mayor presencia en la matriz

extracelular.
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Figura 1. Composicion de la biopelicula de aislamientos clinicos de Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia spp. y Achromobacter spp. El porcentaje de desprendimiento de cada componente se calcul6

mediante la comparacién entre las condiciones de control y tratamiento, empleando proteinasa K para la
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degradacion de proteinas, metaperyodato de sodio para la eliminacién de carbohidratos y DNasa | para
ADN.

7.4 Presencia de genes asociados a la formacion de la biopelicula

Se determind la presencia de los genes rmlA, spgM y smf-1 asociados a la formacién
de biopeliculay L2, una B-lactamasa asociada con la resistencia a ceftazidima. Se detecto
la frecuencia de estos genes fue del 60%, 87.05% y 76.47%, respectivamente (Tabla 4).
Se confirmo la presencia de estos genes entre todos los aislamientos de S. maltophilia

productores de biopelicula fuertes, moderados y débiles.

Tabla 4. Genes asociados a la produccion de biopelicula de Stenotrophomonas spp.

Genes asociados a biopelicula

. . % (n) Formacioén de
Presencia/ausencia biopelicula
smf-1 rmlA spgM
Presencia 76.47 (65) 60.0 (51) 87.05 (74)

) 76.62% (85/97)
Ausencia 23.25(20)  40.0 (34) 12.94 (11)

7.5 Farmacorresistencia de los aislamientos clinicos en células planctonicas

En las especies de Achromobacter, se detectd resistencia moderada a TMP-SXT
(62.5%) y alta susceptibilidad a ceftazidima (100%) y meropenem (100%). En las especies
de Burkholderia, se detecto resistencia moderada a TMP-SXT (50.0%) y baja resistencia
a ceftazidima (8.3%), meropenem (8.3%) y levofloxacino (8.3%). No se detectd
resistencia a minociclina (0.0%) ni a cloranfenicol (0.0%). En S. maltophilia, se detect6
resistencia moderada a ceftazidima (57.7 %) y TMP-SXT (52.6 %) y baja resistencia al
cloranfenicol (3.1 %). No se detecto resistencia a minociclina (0.0 %) ni a levofloxacino
(0.0 %) (Tabla 5).
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Tabla 5. Perfiles de farmacorresistencia de los aislamientos clinicos de Achromobacter spp., Burkholderia
spp. y Stenotrophomonas maltophilia.

Especie Farmaco CMI (ug/mL) > ; R
Rango  CMlsy,  CMlg n (%) n (%) n (%)
Ceftazidima 4-16 4 8 24 (100) NA 0(0.0)
ﬁggmm‘)bamr Meropenem 025-05 025 0.5 24 (100) NA 0(0.0)
h=24 TMP-SXT 0.125/2.75 0.25/4.75  1/19 9 (37.5) NA 15 (62.5)
—4/76
Ceftazidima 2-32 8 16 8(66.7) 3(25.0) 1(8.3)

_ Meropenem 1-32 2 4 11 (91.7) 0(0.0) 1(8.3)
nggkhO'de”a Minociclina 1-4 2 2 12(100) 0(0.0)  0(0.0)
n :'12 Levofloxacino 1-8 2 2 10 (83.3) 1(8.3) 1(8.3)

TMP-SXT 2/38-4/76  2/38 4176 6 (50.0) NA 6 (50.0)

Cloranfenicol 4-16 8 16 9 (75.0) 3(25.0) 0(0.0)

Ceftazidima 1-128 32 128 31(32.0) 10(10.3) 56(57.7)

Minociclina 1-4 1 1 97 (100) 0(0.0) 0(0.0)
S. maltophilia Levofloxacino 0.5-8 0.5 2 97 (100) 0(0.0) 0(0.0)
n=97 TMP-SXT 0.25/4.75 4176 16/304 46 (47.4) NA  51(52.6)

-16/304
Cloranfenicol 2-64 8 16 80(825) 14(14.4) 3(3.1)

CMI, concentracién minima inhibitoria; CMlsy y CMlg se refieren a la CMI requerida para inhibir el crecimiento del 50% y 90% de las

cepas, respectivamente. R, resistente; S, susceptible; I, intermedio; TMP-SXT, trimetoprim-sulfametoxazol; NA: no aplica.

7.6 Presencia de genes asociados a farmacorresistencia

Se determind la presencia del gen penA'y L2, genes que codifican una pB-lactamasa

de clase Ay una cefalosporinasa, respectivamente, asociado a la resistencia a ceftazidima.

Se encontrd la presencia del gen penA en el 8.3% de los aislamientos y L2 en 68.04%. De

estos, solamente 4 aislamientos fueron resistentes a ceftazidima en especies de

Burkholderia y 38 en aislamientos de S. maltophilia, presentando solamente 1 de 12

aislamientos de Burkholderia y 47 de 66 la presencia de estos genes, respectivamente

(Tabla 6).

Tabla 6. Genes asociados a resistencia a ceftazidima de Stenotrophomonas spp y Burkholderia spp .

Aislamientos resistentes a ceftazidima

Presencia/ausencia % (n)
L2 penA
Presencia 71.2 (47/66) 8.3 (1/12)
Ausencia 28.8 (19/66) 91.6 (11/12)
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7.7 Actividad de los antibidticos en la inhibicion de biopelicula
Se utilizaron 6 antibidticos para determinar los valores de CMIB bacteriana en cepas

productoras de biopelicula seleccionadas de los tres géneros.

7.7.1 Achromobacter spp.

De los dos aislamientos productores de biopelicula de A. xylosoxidans, el valor
CMIB superd 512 pg/mL de TMP-SXT y >1,024 pug/mL de ceftazidima. Solo meropenem
demostro actividad inhibitoria <1 pg/mL (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de los perfiles de resistencia a farmacos en células bacterianas planctonicas y de
inhibicion de biopelicula de aislamientos clinicos de Achromobacter spp.

_ Produccion de Ceftazidima TMP-SXT Meropenem
Especies ID biopelicula pg/mL pg/mL pg/mL
CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB
A. xylosoxidans 18-2259 Fuerte 4 >1,024 0.125/2.75 512/9,728 0.25 0.25
A. xylosoxidans 18-3488 Débil 4 >1,024 0.25/4.75 512/9,728 0.25 0.25

CMIB: concentracion minima de inhibicién de biopelicula; CMI: concentracién minima inhibitoria; ND: no determinado; TMP-
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.

7.7.2 Burkholderia spp.
En aislamientos de Burkholderia, los valores de CMIB demostraron un rango entre
8-128 ng/mL, clasificados como resistentes. Solo la minociclina logré tener un efecto

inhibitorio menor a 2 ug/mL en los aislamientos seleccionados (Tabla 8).

7.7.3 Stenotrophomonas spp.

Los valores de CMIB de los aislamientos de S. maltophilia mostraron
concentraciones superiores a 8 pg/mL, 32 ug/mL y 16 pg/mL para ceftazidima,
cloranfenicol y TMP-SXT, respectivamente. S6lo mostro actividad inhibitoria solamente

el antibidtico levofloxacino en concentraciones menores a 4 ug/mL (Tabla 9).
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Tabla 8. Comparacion de los perfiles de resistencia a farmacos en células bacterianas planctonicas y de inhibicion de biopelicula de aislamientos clinicos de
Burkholderia spp.

Cloranfenico

_ Produccisn de Ceftazidima TMP-SXT  Meropenem | Levofloxacino  Minociclina
Especies ID biopelicula pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL pg/mL

CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB
B. cepacia 18-3041 Fuerte 16 128  2/38 64 2 16 8 128 2 64 2 1
B. cepacia 18-3492 Fuerte 8 128  4/76 16 2 8 8 64 1 128 2 1
B. cepacia 19-1535 Fuerte 32 128 4776 64 4 8 16 128 8 32 4 2
B. cepacia 21-0640 Fuerte 8 128 4776 32 1 64 16 128 2 16 1 2
B. contaminans 19-1534 Fuerte 4 128 2/38 32 2 16 4 64 2 64 2 2

CMIB: concentracion minima de inhibicion de biopelicula; CMI: concentracion minima inhibitoria; ND: no determinado; TMP-SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.

Tabla 9. Comparacion de los perfiles de resistencia a farmacos en células bacterianas plancténicas y de inhibicion de biopelicula de aislamientos clinicos
Stenotrophomonas.

_ Produccisn de Ceftazidima Cloranfenicol Levofloxacino TMP-SXT
Especies ID biopelicula pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB CMI CMIB
S. maltophilia 20-0084 Fuerte 64 128 16 128 4 4 4/76 16/304
S. maltophilia 20-0655 Fuerte 64 64 8 64 2 4 8/152 64/1,216
S. maltophilia 20-0660 Fuerte 128 32 16 64 1 4 16/304 8/152
S. maltophilia 21-0097 Fuerte 128 256 8 128 1 2 8/152 8/152
S. maltophilia 21-0616 Fuerte 64 64 32 32 2 4 8/152 16/304
S. maltophilia 21-0618 Fuerte 64 64 32 64 8 4 8/152 128/2,432
S. maltophilia 21-0888 Fuerte 128 32 16 32 0.5 2 16/304 16/304
S. maltophilia 21-0921 Fuerte 128 8 8 32 0.5 2 4/76 16/304
S. maltophilia 21-0959 Fuerte 32 8 8 128 0.5 2 8/152 32/608
S. maltophilia 21-1018 Fuerte 128 256 4 64 1 2 16/304 16/304
CMIB: concentracion minima de inhibicion de biopelicula; CMI: concentracién minima inhibitoria; ND: no determinado; TMP-SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.
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7.8 Actividad de los antibidticos en la erradicacion de biopelicula

Se evalud la susceptibilidad de biopelicula bacteriana madura a varios antibioticos
en cepas productoras de biopelicula seleccionadas de los tres géneros. No se detectaron
diferencias significativas entre los valores de CMEB y de CMI (Tabla 10).

7.8.1 Achromobacter spp.

De las dos cepas productoras de biopelicula de A. xylosoxidans, el valor de CMEB
para TMP-SXT (512/9,728 ug/mL, p <0.0001) fue mayor que los valores de CMI. En las
celulas planctonicas se obtuvo valores por debajo de 8/152 pug/mL aun considerados como
resistentes (Fig. 2). En cambio, los valores CMEB y CMI para ceftazidima y meropenem

no mostraron diferencias.
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de diferentes antibiéticos en células planctonicas y de biopelicula
de especies de Achromobacter. La CMI en células plancténicas (A) se compard con la CMEB en celulas
de biopelicula (B) para ceftazidima, meropenem y TMP-SXT en dos cepas productoras de biopelicula de A.
xylosoxidans, ****p < 0.0001 en la prueba t de Student. CMEB, concentracion minima de erradicacién de

biofilm; CMI, concentracién minima inhibitoria; TMP-SXT, trimetoprima-sulfametoxazol.

7.8.2 Burkholderia spp.

En cepas de Burkholderia productoras de biopeliculas (n=5), los valores CMEB
fueron significativamente diferentes de los valores CMI para ceftazidima (>1,024 pg/mL,
p < 0.0001), cloranfenicol (>128 pg/mL, p < 0.0001), levofloxacino (>256 pg/mL, p =
0.0106) y TMP-SXT (512/9,728 ug/mL, p = 0.0102), como se muestra en la Fig. 3. En
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cambio, los valores CMEB y CMI para minociclina y meropenem no mostraron

diferencias.
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B. contaminans 19-1534
B. cepacia 21-0640

(ug/mL)

Concentracién minima inhibitoria
(ug/mL)
6n minima de er

Figura 3. Actividad antimicrobiana de diferentes antibidticos en células planctonicas y de biopelicula
de especies de Burkholderia. La CMI en células plancténicas (A) se compar6 con la CMEB en células de
biopelicula (B) de ceftazidima, cloranfenicol, levofloxacino, meropenem, minociclinay TMP-SXT en cinco

cepas productoras de biopelicula de Burkholderia, **p < 0.01 y ****p < 0.0001 en la prueba t de Student.

7.8.3 Stenotrophomonas spp.

Asimismo, los valores de CMEB para las cepas de S. maltophilia (n = 10) fueron
significativamente mas altos que los valores de CMI para ceftazidima (>1.024 ug/mL, p
< 0.0001), cloranfenicol (>128 ug/mL, p <0.0001) y TMP-SXT (128/2.432 ug/mL, p
=0.0356). No se detectaron diferencias entre los valores de CMEB y CMI para

levofloxacino (Fig. 4).
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Figura 4. Actividad antimicrobiana de diferentes antibidticos en células planctonicas y de biopelicula

de Stenotrophomonas maltophilia. La CMI en células plancténicas (A) se comparé con la CMEB en células
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de biopelicula (B) de ceftazidima, cloranfenicol, levofloxacino y TMP-SXT en 10 cepas productoras de
biopelicula de S. maltophilia, *p< 0.05 y ****p< 0.0001 en la prueba t de Student.
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Tabla 10. Comparacion de los perfiles de resistencia a farmacos en células bacterianas planctonicas y de biopelicula de aislamientos clinicos de Achromobacter, Burkholderia y

Stenotrophomonas.

Produccion  Ceftazidima Cloranfenicol Levofloxacino Meropenem Minociclina TMP-SXT

Especies ID de pug/mL ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

biopelicula CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB
Achromobacter xylosoxidans 18-2259 Fuerte 4 >1,024 ND ND ND ND 0.25 0.25 ND ND 0.125/2.75  512/9,728
Achromobacter xylosoxidans 18-3488 Débil 4 >1,024 ND ND ND ND 0.25 0.25 ND ND 0.25/4.75 512/9,728
Burkholderia cepacia 18-3041 Fuerte 16 >1,024 8 > 128 2 64 2 32 2 2 2/38 512/9,728
Burkholderia cepacia 18-3492 Fuerte 8 >1,024 8 128 1 256 2 32 2 2 4/76 64/1,216
Burkholderia cepacia 19-1535 Fuerte 32 >1,024 16 > 128 8 > 256 4 64 4 2 4/76 512/9,728
Burkholderia cepacia 21-0640 Fuerte 8 >1,024 16 >128 2 > 256 1 256 1 16 4/76 512/9,728
Burkholderia contaminans 19-1534 Fuerte 4  >1,024 4 128 2 32 2 16 2 2 2/38 128/2,432
Stenotrophomonas maltophilia  20-0084 Fuerte 64 >1,024 16 > 128 4 16 ND ND <1 ND 4/76 32/608
Stenotrophomonas maltophilia  20-0655 Fuerte 64 >1,024 8 > 128 2 4 ND ND <1 ND 8/152 128/2,432
Stenotrophomonas maltophilia  20-0660 Fuerte 128 >1,024 16 > 128 1 1 ND ND <1 ND 16/304 8/152
Stenotrophomonas maltophilia  21-0097 Fuerte 128 >1,024 8 > 128 1 2 ND ND <1 ND 8/152 16/304
Stenotrophomonas maltophilia  21-0616 Fuerte 64 >1,024 32 > 128 2 8 ND ND <1 ND 8/152 32/608
Stenotrophomonas maltophilia 21-0618 Fuerte 64 >1,024 32 > 128 8 32 ND ND <1 ND 8/152 256/9,728
Stenotrophomonas maltophilia  21-0888 Fuerte 128 >1,024 16 > 128 0.5 16 ND ND <1 ND 16/304 32/608
Stenotrophomonas maltophilia  21-0921 Fuerte 128 >1,024 8 > 128 0. 4 ND ND <1 ND 4/76 32/608
Stenotrophomonas maltophilia  21-0959 Fuerte 32 >1,024 8 > 128 0.5 > 256 ND ND <1 ND 8/152 128/2,432
Stenotrophomonas maltophilia 21-1018 Fuerte 128 >1,024 4 > 128 1 1 ND ND <1 ND 16/304 8/152

CMEB: concentraciéon minima de erradicacion de biopelicula; CMI: concentracion minima inhibitoria; ND: no determinado; TMP-SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.
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8. Discusioén

En los ultimos afos, la aplicacion de la espectrometria de masas por
desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS) y el uso de bases de datos comerciales como Bruker Biotyper y
VITEK MS han sido objeto de estudios y validaciones en el ambito de la microbiologia.
Strejcek et al. llevaron a cabo una comparacion entre MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper)
y la secuenciacion del gen 16S rRNA para la identificacién de microorganismos en suelos
(Strejcek, Smrhova, Junkova, & Uhlik, 2018). Los resultados mostraron una concordancia
del 92% a nivel de género, mientras que, a nivel de especie, solo el 35% de los
aislamientos coincidié con la identificacion obtenida mediante el analisis genético. Por
otro lado, se ha reportado la utilizacion de MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper) y la
secuenciacion del gen 16S rRNA en aislamientos anaerobios obtenidos de hemocultivos
en un hospital universitario noruego, con el objetivo de evaluar la confiabilidad de la
identificacion por MALDI-TOF MS en comparacion con la secuenciacion de ARNr 16S,
demostrando un rendimiento alto de la espectrometria de masas MALDI-TOF en cuanto
a la identificacion a nivel de género. En cuanto a la identificacion a nivel de especie, la
espectrometria de masas MALDI-TOF tuvo un rendimiento satisfactorio para todas las
especies de Clostridium, Prevotella y Fusobacterium. Lo mismo se aplicé a las especies
de Bacteroides, con la excepcién de que no pudo diferenciar entre los pares B. faecis/B.
thetaiotaomicron, entre otros, debido a la inexistencia de espectros de referencia para estos
microorganismos (Handal, Bakken Jorgensen, Smith Tunsjo, Johnsen, & Leegaard, 2015).
En nuestro estudio, ya que los aislamientos de Achromobacter spp. y Burkholderia spp.
se identificaron por espectrometria de masas MALDI-TOF, resultando en una
identificacion confiable para género, se analizaron mediante la secuenciacion recA, para
reducir la variabilidad en la eficacia del método dependiendo del origen y complejidad de
las muestras analizadas relacionadas a infecciones.

Los bacilos gramnegativos representan una causa frecuente de infecciones
adquiridas en la comunidad como en entornos hospitalarios, ademas de estar implicados
en infecciones oportunistas. En los ultimos afios, se ha observado un crecimiento

significativo en la formacion de biopeliculas, lo que ha contribuido de manera conjunta a
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la propagacion de bacilos gramnegativos resistentes a diversos tratamientos
antimicrobianos (Oliveira & Reygaert, 2020).

Esta mayor resistencia se atribuye a la estructura tridimensional y a la matriz
extracelular que caracteriza a la biopelicula, las cuales dificultan la penetracion y accién
de los agentes antimicrobianos. Ademas, se ha identificado que factores como la
disminucién de la actividad metabdlica en las capas internas y la expresion de genes
asociados a mecanismos de resistencia contribuyen a este fendmeno. Estos resultados
resaltan la relevancia clinica de considerar la formacion de biopeliculas al seleccionar
estrategias terapéuticas para el tratamiento de infecciones causadas por S. maltophilia,
Burkholderia spp. y Achromobacter spp (Castaneda et al., 2016; Ciofu et al., 2017).

La formacion de biopeliculas en bacterias Gram negativas no fermentadoras puede
ayudar a aumentar la colonizacién y el desarrollo de infecciones oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos o en estado critico. Estos microorganismos sobreviven durante
periodos prolongados y causan infecciones del tracto respiratorio, bacteriemia y
meningitis, entre otras (I. J. Abbott & Peleg, 2015; Chawla, Vishwanath, & Munim, 2013;
X.-M. Kang, Wang, Zhang, Zhang, & Qian, 2015). En nuestro estudio, la mayoria de los
aislamientos se obtuvieron de muestras respiratorias y de sangre. La formacion de
biopeliculas bacterianas puede contribuir a la patogénesis de enfermedades, ya que
aumenta la resistencia de las bacterias a los tratamientos antimicrobianos (Vestby,
Gronseth, Simm, & Nesse, 2020). Los datos previos sobre la formacion de biopeliculas
de estos microorganismos en México son limitados. En aislamientos clinicos de México,
la capacidad de estos microorganismos para formar biopeliculas se presenta con un
porcentaje mayor en aislamientos de Stenotrophomonas, que puede ser mayor al 90%
(Elufisan et al., 2020). En concordancia con nuestros resultados, persiste una alta
produccion de biopeliculas en aislamientos de Stenotrophomonas, ya que el 87.6% de las
cepas de S. maltophilia de nuestro estudio fueron productores de biopelicula. En cambio,
en nuestro estudio se detectaron porcentajes bajos de produccion de biofilm en
Achromobacter (8.3%) y moderados en especies de Burkholderia (41.6%). Nuestros
resultados difieren de un estudio previo en el que se inform6 que la produccion de
biopelicula en aislamientos de Achromobacter obtenidos de pacientes con infecciones

cronicas y ocasionales del tracto respiratorio fue del 75.7%. La mayoria de los
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aislamientos mostraron una produccion baja-moderada de biopelicula, lo que confirma la
baja capacidad de adhesion de Achromobacter spp. en superficies (Sandri et al., 2022).
Sin embargo, a diferencia de ese estudio, no pudimos distinguir entre cepas de infecciones
cronicas o agudas; la gran mayoria de cepas incapaces de formar biopelicula se aislaron
de infecciones crénicas, lo que sugiere un mecanismo de adaptacion dentro del huésped
en el pulmon con fibrosis quistica.

Aunque no se observd ninguna diferencia significativa en la produccion de
biopelicula entre los aislamientos crénicos y ocasionales, ni entre los aislamientos
cronicos tempranos y tardios, la gran mayoria de las cepas incapaces de formar biopelicula
se aislaron de la infeccion cronica. Esto podria sugerir un mecanismo de adaptacion dentro
del huésped en el pulmén con fibrosis quistica debido a los diferentes regimenes de
tratamiento antibidtico utilizados. Los aislamientos de Achromobacter spp. de la infeccion
pulmonar cronica y ocasional muestran diferentes caracteristicas de virulencia y
resistencia a los antibiéticos, algunas de las cuales podrian estar relacionadas con la
persistencia en los pulmones con fibrosis quistica (Flores-Trevino et al., 2019).

Otro estudio mostré un 53% de produccion de biopelicula en cepas de
Burkholderia de pacientes con y sin fibrosis quistica, y ambos mostraron una produccion
de biopelicula similar (Akisoglu et al., 2019). La formacién de biopelicula entre las
especies identificadas en el estudio se determind como 53% (n = 20). No hubo diferencia
estadistica cuando se evalud por separado la produccidn de biopeliculas entre las especies
de Burkholderia y las tasas de produccion de biopeliculas entre los aislamientos de
Burkholderia con fibrosis quistica (56%, 14/25) y sin fibrosis quistica (46%, 6/13) (p >
0.05).

En nuestro estudio, las tasas de resistencia a los antibioticos en cepas de S.
maltophilia fueron moderadas (>50%) a ceftazidima y TMP-SXT, y bajas (<5%) a
cloranfenicol, minociclina y levofloxacino. Estos datos, ademas de estudios previos de
México, muestran que las tasas de resistencia a TMP-SXT estan aumentando con el paso
de los afos. Estos resultados podrian sugerir que, en nuestra poblacién, TMP-SXT deberia
usarse menos para el tratamiento de infecciones por S. maltophilia y podria usarse
cloranfenicol, minociclina y levofloxacino en su lugar (Flores-Trevino et al., 2014;
Herrera-Heredia et al., 2017).

49



La susceptibilidad a los antibidticos varia entre las células productoras de
biopeliculay las células planctdnicas. Las concentraciones de antibidticos necesarias para
erradicar las infecciones asociadas a la biopelicula no se pueden evaluar mediante pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana estandar. Se utilizo el dispositivo Biofilm Calgary para
evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos en las células de la biopelicula después de
la sonicacion, en lugar de las células planctdnicas, como se realiza de manera rutinaria.
La frecuencia y el tiempo utilizados para la sonicacion se utilizaron como se informo
anteriormente (Ceri et al., 1999). Asimismo, se estudié previamente el efecto potencial
del tratamiento de sonicacion en las células de la biopelicula. Se obtuvieron células viables
de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus después de la disrupcion de la biopelicula mediante
sonicacion (Chen, Thomsen, Winkler, & Xu, 2020). Ademas, la susceptibilidad
antimicrobiana en las células plancténicas segun el método CLSI fueron similares a las
obtenidas en las células de la biopelicula utilizando el dispositivo Calgary (Ceri et al.,
1999).

Se evalud la susceptibilidad in vitro de la biopelicula bacteriana madura a varios
antibidticos en cepas seleccionadas productoras de biopeliculas de los tres géneros.
Nuestros resultados mostraron que la resistencia a ceftazidima, cloranfenicol y TMP-SXT
en cepas de S. maltophilia aument6 debido a la produccion de biopelicula, ya que la
CMEB de las células de la biopelicula fueron mas altas que las CMI de las células
planctonicas. Ademas, no se detectaron diferencias entre los valores de CMEB y CMI
para levofloxacino, lo que difiere de otros estudios, en los que los aislados susceptibles a
levofloxacino segun sus CMI fueron resistentes en células de biopelicula. En conjunto,
estos resultados sugieren que ni ceftazidima, cloranfenicol ni TMP-SXT pueden usarse en
monoterapia para la erradicacién de biopeliculas y solo levofloxacino debe usarse para el
tratamiento de infecciones por S. maltophilia asociadas a biopeliculas en nuestra
poblacion (Pompilio et al., 2020; Wang, Wang, Kudinha, Xiao, & Zhuo, 2016).

Un estudio previo de especies de Burkholderia informo tasas bajas de resistencia
a levofloxacino (18%), TMP-SXT (13%) y meropenem (6%), y alta resistencia a
ceftazidima (72%). En nuestro estudio, se detectd resistencia moderada a TMP-SXT
(50.0%) y baja resistencia (<10%) a ceftazidima, meropenem, levofloxacino, minociclina

y cloranfenicol en especies de Burkholderia. Estos resultados podrian sugerir que, en
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nuestra poblacién, casi todos los antibioticos podrian usarse para el tratamiento de
infecciones por Burkholderia. Sin embargo, previamente se reportaron altos niveles de
valores de CMEB de ceftazidima, doxiciclina e imipenem en células de biofilm.
Asimismo, en nuestro estudio los valores de CMEB fueron mas altos que los valores de
CMI para ceftazidima, cloranfenicol, levofloxacino y TMP-SXT, lo que sugiere que
ninguno de estos farmacos deberia usarse en monoterapia para el tratamiento de
infecciones por Burkholderia asociadas a biopelicula en nuestra poblacion. No se
detectaron diferencias entre los valores de CMEB y CMI para minociclina y meropenem,
lo que indica el uso potencial de estos farmacos contra infecciones por Burkholderia
asociadas a biopelicula.

En cuanto a Achromobacter, un estudio epidemioldgico informé tasas de
resistencia superiores al 50% para ceftazidima, meropenem y TMP-SXT en cepas de A.
xylosoxidans de pacientes con fibrosis quistica (Okoliegbe, Hijazi, Cooper, Ironside, &
Gould, 2020). En nuestro estudio detectamos una alta resistencia a TMP-SXT (62.5%) y
no se detectd resistencia a ceftazidima y meropenem en células planctonicas, aungue los
valores de CMEB en células de biopelicula tanto para TMP-SXT como para ceftazidima
fueron superiores a los valores de CMI. La concentracion de antimicrobianos necesaria
para erradicar por completo la biopelicula madura puede ser hasta 1,000 veces superior en
comparacion con las células planctonicas. Sin embargo, como los valores de CMEB y
CMI para meropenem no mostraron diferencias, meropenem podria utilizarse para el
tratamiento de infecciones por Achromobacter asociadas a biopelicula en nuestra
poblacién. EI mecanismo de accién de cada farmaco antimicrobiano también podria influir
en las diferencias entre las CMEB observadas en las células de biopelicula y la CMI
observada en las células planctonicas. Los farmacos bactericidas, como la ceftazidima, la
levofloxacina y el meropenem, tienen como objetivo la pared celular bacteriana. Los
farmacos bacteriostaticos, como el cloranfenicol, la minociclina y el TMP-SXT, tienen
como objetivo la sintesis de proteinas bacterianas. Segin nuestros resultados, los
antibidticos bactericidas pudieron erradicar la biopelicula madura, como la levofloxacina
en S. maltophilia y el meropenem en Achromobacter y en Burkholderia. Sin embargo, la

erradicacion exitosa de la biopelicula por estos antibiéticos podria depender en gran
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medida de la composicion de los EPS (por ejemplo, polisacaridos, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos), ya que puede variar entre especies (Flores-Trevino et al., 2019).

Ademas, es importante sefialar la manera en que se establece y mantiene la patogénesis
estos microorganismos a través de la colonizacion, adhesion celular y formacion de
biopelicula, donde diversos genes tienen un papel relacionado con la biopelicula (Di
Bonaventura et al., 2004). Ejemplo de esto son los genes relacionados con los
polisacaridos rmlA, rmIC, xanB y spgM involucrados en la formacion de biopelicula (T.-
P. Huang, Somers, & Wong, 2006; McKay, Woods, MacDonald, Poole, & immunity,
2003). Estudios confirman que algunos genes como SMF-1 son importantes para la
adhesion bacteriana y la formacion de biopeliculas en varios sistemas, tanto biéticos como
abioticos (Bhaumik et al., 2025). EI gen rmlA se detecto en el 98% de los aislamientos
analizados por (Azimi, Aslanimehr, Yaseri, Shadkam, & Douraghi, 2020), lo cual
concuerda con nuestros resultados de estos genes presentes en los aislamientos de S.
maltophilia productores de biopelicula fuertes, moderados y débiles.

Nuestros hallazgos muestran que, ademas de producir una biopelicula fuerte, la
resistencia a los medicamentos aumentd debido a la produccion de biopelicula para
algunos antibidticos en los aislamientos de Stenotrophomonas y Burkholderia. Por lo
tanto, los enfoques de pruebas clinicas modernas deberian incluir la produccion de
biopeliculas en las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, para contribuir a una

prueba de susceptibilidad a las biopeliculas estandarizada (Thieme et al., 2019).
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9. Conclusiones

Mas del 85% de los aislamientos clinicos se relacion6 con infecciones a nivel
respiratorio; el microorganismo mas frecuentemente relacionado fue S. maltophilia.
La produccion de biopelicula fue mayor en las cepas de S. maltophilia (87.6%)
comparado con la produccion de biopelicula en Burkholderia (41.6%) y
Achromobacter (8.3%).

En células de biopelicula de aislamientos de Achromobacter, se detecto resistencia
moderada a TMP-SXT (62.5%) y alta susceptibilidad a ceftazidima (100%) y
meropenem (100%). La resistencia a ceftazidima y TMP-SXT aumento debido a la
produccién de biopelicula, ya que la CMEB fue mayor que la CMI, pero no asi para
meropenem. Esto sugiere que minociclina y meropenem pueden usarse en
monoterapia para el tratamiento de infecciones por Achromobacter asociadas a
biopelicula en nuestra poblacion.

En células de biopelicula de aislamientos de Burkholderia, se detecto resistencia
moderada a TMP-SXT (50.0%) y baja resistencia a ceftazidima (8.3%), meropenem
(8.3%) y levofloxacino (8.3%). No se detectd resistencia a minociclina (0.0%) ni a
cloranfenicol (0.0%). La resistencia a ceftazidima, cloranfenicol, levofloxacino y
TMP-SXT aumentd debido a la produccion de biopelicula, ya que la CMEB fue
mayor que la CMI, pero no asi para minociclina y meropenem. Esto sugiere que
minociclina y meropenem pueden usarse en monoterapia para el tratamiento de
infecciones por Burkholderia asociadas a biopeliculas en nuestra poblacion.

En células planctonicas de S. maltophilia, se detectd resistencia moderada a
ceftazidima (57.7 %) y TMP-SXT (52.6 %) y baja resistencia al cloranfenicol
(3.1%). No se detecto resistencia a minociclina (0.0 %) ni a levofloxacino (0.0 %).
La resistencia a ceftazidima, cloranfenicol y TMP-SXT aumenté debido a la
produccién de biopelicula, ya que la CMEB fue mas alta que la CMI, pero no asi
para levofloxacino. Esto sugiere solo levofloxacino puede usarse en monoterapia
para el tratamiento de infecciones por S. maltophilia asociadas a biopeliculas en

nuestra poblacion.
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La resistencia en los aislamientos clinicos aumentd debido a la produccién de
biopelicula, en particular a ceftazidima y trimetoprim-sulfametoxazol para
Achromobacter, Burkholderia, y Stenotrophomonas; cloranfenicol y levofloxacino
en Burkholderia; y cloranfenicol en S. maltophilia. Los antibi6ticos que pudieron
erradicar la biopelicula fueron levofloxacina en S. maltophilia, minociclina y

meropenem en Burkholderia, y meropenem en Achromobacter.
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