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Resumen

La resistencia antimicrobiana y la formacion de biopelicula en infecciones asociadas a la
atencion de la salud (IAAS), causadas principalmente por patogenos del grupo ESKAPE
(Enterococcus spp. resistente a vancomicina [ERV], Staphylococcus aureus resistente a
meticilina [SARM], Enterobacterales resistentes a carbapenémicos [ERC], Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos [ABRC] y Pseudomonas aeruginosa
multidrogoresistente [MDR]), representan un importante desafio para la salud publica
mundial. Este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de aislamientos del
grupo ESKAPE durante cuatro afios de vigilancia en un hospital de tercer nivel del noreste
de M¢éxico, y caracterizar su capacidad de formacion de biopelicula, su resistencia
antimicrobiana ¢ identificacion de biomarcadores mediante espectrometria de masas con
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS), asi
como evaluar la respuesta inmune in vitro de PBMC humanas frente a biopeliculas y
formas planctonicas. Se analizaron aislamientos clinicos obtenidos entre 2019 y 2022. La
identificacion bacteriana se realiz6 mediante MALDI-TOF MS. La susceptibilidad
antimicrobiana se determiné con el sistema VITEK 2.0, y la formacion de biopeliculas se
evalué mediante tincion con cristal violeta en cepas Gram positivas seleccionadas. Los
picos diferenciales se identificaron comparando espectros de cepas resistentes frente a
susceptibles, y productoras frente a no productoras de biopelicula, utilizando los
programas MALDI Biotyper y ClinProTools. Para analizar la respuesta inmune, se
realizaron co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas
con bacterias en su forma planctonica o biopelicula madura. Se evaluaron la viabilidad
celular, expresion de CD69 y la produccion de citocinas proinflamatorias. Los resultados
mostraron que el 49.1 % de los aislamientos resistentes fueron ABRC, seguidos de SARM
(22.9 %), P. aeruginosa MDR (19.9 %), ERV (4.8 %) y ERC (1.2 %). Se identificaron
picos biomarcadores potenciales para resistencia en cepas de ERV (n =5), SARM (n=4)
y P. aeruginosa MDR (n = 4). Las tasas de produccion de biopeliculas fueron del 40 %
para ERV y del 45.8% para SARM; sin embargo, no se identificaron picos especificos

relacionados a la produccion de biopelicula.
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En los ensayos inmunologicos, la biopelicula de SARM indujo una mayor secrecion de
citocinas en PBMC que su forma planctonica, mientras que en el caso de ERV solo las
formas planctonicas generaron activacion celular significativa. En conclusion, el analisis
mediante MALDI-TOF MS permiti6 identificar picos de interés como posibles
biomarcadores de resistencia en cepas ESKAPE, y se observo que las biopeliculas de
SARM pueden inducir una respuesta inmune proinflamatoria distinta a la inducida por sus

formas planctonicas.
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Abstract

Antimicrobial resistance and biofilm formation in healthcare-associated infections (HAI),
primarily caused by ESKAPE pathogens (vancomycin-resistant Enterococcus spp.
[VRE], methicillin-resistant Staphylococcus aureus [MRSA], carbapenem-resistant
Enterobacterales [CRE], carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii [CRAB], and
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa [MDRY]), represent a growing challenge for
global public health. This study aimed to identify potential mass spectrometry peaks as
biomarkers associated with antibiotic resistance and biofilm formation, and to evaluate
the in vitro immune activation induced by planktonic and biofilm forms of ESKAPE
strains isolated from HAI patients in a tertiary care hospital in northeastern Mexico.
Clinical isolates collected between 2019 and 2022 were analyzed. Bacterial identification
was performed using MALDI-TOF MS. Antimicrobial susceptibility was determined
using the VITEK 2.0 system, and biofilm formation was assessed in selected Gram-
positive strains using crystal violet staining. Differential peak analysis was conducted by
comparing mass spectra from resistant versus susceptible strains and biofilm producers
versus non-producers, using MALDI Biotyper and ClinProTools software. To evaluate
immune response, human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were co-cultured
with either planktonic bacteria or mature biofilms. Cell viability, CD69 expression, and
proinflammatory cytokine levels were assessed. Among resistant isolates, 49.1% were
CRAB, 22.9% MRSA, 19.9 % MDR P. aeruginosa, 4.8 % VRE and 1.2 % CRE. Potential
biomarker peaks were identified for VRE (n =5), MRSA (n=4), and MDR P. aeruginosa
(n = 4). Biofilm production rates were 40.0% for VRE and 45.8% for MRSA; however,
no specific biomarker peaks were associated with biofilm formation. Immunological
assays revealed that MRSA biofilms induced higher cytokine secretion in PBMC
compared to their planktonic forms. In contrast, only planktonic forms of VRE elicited
significant immune activation. In conclusion, proteomic analysis via MALDI-TOF MS
enabled the identification of potential resistance-related biomarker peaks in ESKAPE
isolates, and demonstrated that MRSA biofilms may trigger a distinct proinflammatory

immune response compared to their planktonic counterparts.
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1. Introduccion

La aparicion y el aumento de bacterias resistentes a los antimicrobianos en las infecciones
asociadas a la atencion médica (IAAS) es un importante problema de salud mundial
(Mulani et al., 2019). Las IAAS son causadas principalmente por bacterias disefiadas
como patdégenos ESKAPE, que incluyen Enterococcus spp. resistente a la vancomicina
(ERV), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), Enterobacterales
resistente a los carbapenémicos (ERC), Acinetobacter baumannii resistente a los
carbapenémicos (ABRC) y Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistente (MDR)
(Ayobami et al., 2022). Los patégenos ESKAPE también son conocidos por su capacidad
de formar biopeliculas, que son células bacterianas incrustadas en sustancias poliméricas
extracelulares. Las biopeliculas presentan un desafio para los tratamientos mas comunes,
ya que impiden que la mayoria de los antibidticos penetren, lo que aumenta la resistencia
bacteriana (Pandey et al., 2021). La espectrometria de masas con desorcién/ionizacion
laser asistida por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) es un método que se
utiliza de forma rutinaria en la practica de laboratorio para la identificacion rapida y
precisa de patdgenos bacterianos y fungicos. Este método se basa en el analisis de
proteinas ribosomales, las cuales generan huellas espectrales especificas de especie
(Vrioni et al., 2018). Actualmente, se ha propuesto el uso de MALDI-TOF MS para la
deteccion de resistencia a los antimicrobianos, lo que podria facilitar la pronta
optimizacion de la terapia con antibidticos contra infecciones bacterianas (Flores-Trevifio
et al., 2019; Florio et al., 2020; Vrioni et al., 2018). De manera similar, la determinacion
de picos de biomarcadores para la produccion de biopeliculas podria acelerar
significativamente la deteccion de bacterias responsables de infecciones cronicas (Caputo
et al., 2018; Florio et al., 2020). Ademas, debido a la resistencia a antibidticos y la
produccion de biopelicula puede provocar infecciones cronicas que pueden afectar durante
décadas a los pacientes. Se ha investigado lo que sucede con el sistema inmune frente a
una infeccion causada por bacterias planctdnicas, sin embargo, el efecto de una infeccion
por una bacteria productora de biopelicula sobre el sistema inmune es poco conocido

(Kaya et al., 2021). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue encontrar probables picos



biomarcadores en los espectros de masas generados por MALDI-TOF para determinar la
susceptibilidad y produccion de biopelicula, y determinar la diferencia del efecto del

sistema inmune en contra de bacterias productoras de biopelicula y planctéonicas.



2. Antecedentes

2.1 Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS)

Las TAAS, también conocidas como infecciones nosocomiales, son aquellas infecciones
que aparecen 48 horas después de ingresar en un centro de salud. La adquisicion de esta
infeccion es un problema adverso porque puede no estar relacionado con la enfermedad
original por la que los pacientes ingresaron a un hospital (Revelas, 2012). En paises
desarrollados, las IAAS son un problema sanitario debido a que aumenta la morbilidad, la
estancia hospitalaria y el costo del tratamiento. Sin embargo, se desconoce el verdadero
efecto a nivel debido a que no todos los paises poseen un sistema de vigilancia efectivo,
esto conlleva a no contar con datos concretos y confiables sobre las IAAS (Ozuna et al.,
2019). En Europa, se reportan mas de 670,000 IAAS, y aproximadamente 33,000 mueren
por consecuencias directas a estas infecciones, mientras que, en Estados Unidos se ha
estimado que un millén de personas sufren una infecciones asociadas a la atencion de la
salud y anualmente se producen 23,000 muertes (Salmanov et al., 2023). De igual manera,
se ha dado a conocer que en la Union Europea se ha reportado que uno de cada cinco
pacientes es diagnosticado con una IAAS, y representa un costo de 10,000 euros por
paciente, sin embargo, en algunas regiones como en Paises Bajos se logr6 una disminucion
de la prevalencia y duracion media de la estancia hospitalaria, lo que nos demuestra la
importancia del impacto de los correctos procedimientos en cuanto a la atenciéon médica

(Dadi et al., 2021).

La Figura 1 indica los sitios mas comunes en donde se colocan distintos equipos médicos,
algunas infecciones pueden originarse por procedimientos invasivos como colocar
catéteres venosos centrales (CVC), catéteres urinarios, dispositivos de acceso vascular,
tubos endotraqueales, traqueotomias, tubos de alimentacion enteral y drenajes de heridas,
etc. De igual forma, puede ser provocado seguido de la colocacién de un implante, esto
causado por la mala colocacion o porque el material estaba contaminado (Dadi et al.,

2021).



Figura 1. Localizaciones mas comunes de dispositivos médicos que pueden originar una IAAS. Obtenido

de Dadi et al., 2021

Las TAAS son causadas por distintos organismos como bacterias, hongos o parésitos,
siendo las infecciones las mas representativas debido al aumento de la resistencia a
antimicrobianos o antibioticos, esto incrementa la tasa de mortalidad y de morbilidad, asi
como también representa una carga para los sistemas de salud e incrementa los costos

(Santajit & Indrawattana, 2016).

2.2 Deteccion de infecciones bacterianas en hospitales

Convencionalmente, la identificacion bacteriana a nivel de género se realiza observando
caracteristicas fisicas como morfologicas (tamafio y color de colonia), microscopia
(tincion Gram), actividad metabolica (pruebas bioquimicas), posteriormente se realizan
pruebas para identificar la especie que consisten en una serie de pruebas bioquimicas
(Varadi et al., 2017). Ademéas de pruebas microbiologicas, hace mas de 3 décadas se

comenzo a amplificar el gen ARNr bacteriano 16S para hacer andlisis filogenéticos e
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identificar bacterias (Church et al., 2020). Recientemente en el area clinica se comenzo a
utilizar la espectrometria de masas con desorcion por laser asistida por matriz y tiempo de
vuelo (MALDI-TOF MS), est¢ método genera un espectro de masas (MS) que es
comparado con la biblioteca almacenada para asi identificar género y especie bacteriana,
es mas rapido que las pruebas convencionales debido a que solo se necesita el cultivo
bacteriano que puede provenir a partir de muestras de sangre, orina, heces, esputo, etc.
Ademas, la metodologia se ha adaptado para que se puedan identificar bacterias
susceptibles o resistentes a antibidticos, agilizando todo el proceso de identificacion

bacteriana (Tsuchida & Nakayama, 2022).

2.3 TAAS en México

En México, la informacion relacionada con IAAS era escasa, la mayoria de los reportes
fueron generados en los estados de Jalisco, Ciudad de México y Nuevo Leon, por esta
razon, el gobierno mexicano publico un acuerdo de caricter obligatorio llamado
“Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos” con el que
se buscaba mejorar el uso de antibidticos y reducir la resistencia a antimicrobianos. Al
mismo tiempo, se cred6 la Red Temadtica de Investigacion y Vigilancia de la
Farmacorresistencia que busca divulgar los hallazgos de farmacorresistencia en México

(Garza-Gonzalez et al., 2019).

2.4 Grupo ESKAPE

Las TAAS son causadas frecuentemente por el grupo ESKAPE (Figura 2) que incluye a
las especies Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter  baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.
Estas bacterias presentan resistencia intrinseca y poseen la capacidad para adquirir

resistencia a multiples farmacos (Ayobami et al., 2022a).
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Figura 2. Descripcion del grupo ESKAPE. Obtenido de Idris & Nadzir, 2023
2.4.1 Enterococcus spp

Los enterococos son bacterias Gram positivas presentes en el intestino humano, las
especies mas comunes son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium (Krawczyk et
al., 2021). El tratamiento a pacientes con infecciones por Enterococcus spp. suele ser un
glucopéptido, frecuentemente vancomicina. En la década de 1950, la vancomicina fue
aislada de Amycolaptosis orientalis y comenz6 a utilizarse como una alternativa al uso de
penicilina, el uso de este antibidtico alentd el incremento y la propagacion de
Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) (Guffey & Loll, 2021). Sin embargo, en
las ultimas décadas, las infecciones por ERV han ido en aumento; particularmente por
Enterococcus faecium, se han reportado infecciones del tracto urinario y respiratorio,
aunque estas infecciones afectan principalmente a pacientes inmunosuprimidos (Eichel et

al., 2023).

2.4.2 Staphylococcus aureus

Los Staphylococcus aureus son bacterias Gram positivas, siendo la especie mas relevante
en el area clinica del género Staphylococcus. Es encontrada comtinmente en la microbiota
comensal humana de la mucosa nasal, sin embargo, S. aureus puede provocar infecciones
al acceder a tejidos subyacentes o al torrente sanguineo cuando existen alteraciones de las

barreras cutaneas y de la mucosa (Lee et al., 2018).



En 1960 se report6 por primera vez una infeccion por Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (SARM), y para la década de 1990 se habia propagada réapidamente. El
tratamiento para una infeccion por SARM dependerd de la parte del cuerpo afectada,
debido a que puede causar problemas practicamente en cualquier parte del cuerpo,
ademas, a pesar de la vigilancia y el desarrollo de nuevos antibidticos sigue siendo un

patdgeno importante debido a la alta mortalidad (Turner et al., 2019).

2.4.3 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es un patdgeno oportunista que causa aproximadamente un tercio de las
infecciones por microorganismos Gram negativos, como lo son cistitis, endocarditis,
infecciones de heridas quirargicas, infecciones del tracto urinario, neumonia y septicemia
(Effah et al., 2020). Las infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenémicos (KPRC) incrementa la tasa de mortalidad de pacientes enfermos y
debilitados por la hospitalizacion en la unidad de cuidados intensivos (UCI), de igual
manera los KPCR pueden clasificarse como multidrogoresistentes (MDR), ampliamente
resistentes a farmacos (XDR) y pan-resistentes a farmacos (PDR), lo que dificulta el

tratamiento de las infecciones (Karampatakis et al., 2023).

2.4.4 Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un microorganismo Gram negativo causante de diversas infecciones
como neumonia adquirida en los hospitales asociadas a respiradores, infecciones del tracto
urinario, infecciones gastrointestinales, infecciones en la piel y meningitis bacteriana
(Kyriakidis et al., 2021). Es de gran importancia el monitoreo de A. baumannii debido a
que es responsable de aproximadamente del 2 al 10% de todas las infecciones
hospitalarias, esto gracias a que es posible encontrarlo en suelo, agua, alimentos y
dispositivos médicos (Gedefie et al., 2021). Las A. baumannii resistentes a
carbapenémicos (ABRC) son microorganismos causantes de infecciones
intrahospitalarias graves, por esta razon, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
designo como un patdgeno critico para su investigacion y desarrollo de nuevos

antibioticos. En Estados Unidos representa el 2% de todas las IAAS, sin embargo, en Asia
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y Medio Oriente alcanza hasta un 20% de los casos en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI), ademas, presenta una alta tasa de mortalidad que oscila entre el 45 aun 70% (Bartal

etal., 2022).

2.4.5 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa perteneciente al grupo ESKAPE que causa
IAAS, es considerada una bacteria oportunista que causa neumonia asociada al respirador,
infecciones en UCI, infecciones del torrente sanguineo, infecciones del sitio quirtrgico,
infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas por quemadura, queratitis y otitis
media (Tuon et al., 2022). Las infecciones relacionadas a P. aeruginosa representan del
7.1 al 7.3% de todas las TAAS, sin embargo, estudios mas recientes han reportado que
representaban el 16.2% de todas las infecciones y era responsable del 23% de todas las
IAAS en la UCI (Reynolds & Kollef, 2021). La OMS catalog6 a P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos como prioridad 1 o “critica” para el desarrollo de nuevos
medicamentos, mientras que el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) catalog6 a P. aeruginosa MDR es una amenaza grave causando 32,600 casos y

2,700 (Kunz Coyne et al., 2022).

2.4.6 Enterobacter cloacae

E. cloacae es una bacteria Gram negativa responsable de la mayoria de las infecciones por
especies de Enterobacter del género Enterobacteriaceae, forma parte de la microbiota
intestinal y puede causar infecciones como neumonia, infecciones del tracto urinario,
infecciones de la piel y tejidos blandos e infecciones intravasculares (Ioannou et al., 2021).
En 2017, la OMS incluyo a E. cloacae resistentes a carbapenémicos (ECRC); que forma
parte de los Enterobacterales Resistentes a Carbapenémicos (ERC), dentro de la lista de
patogenos que necesitaba con urgencia el desarrollo de nuevos antibioticos. Antes del
2001 se habia reportado que el 99.9% de cepas de pertenecientes a Enterobacteriaceae
eran susceptibles a carbapenémicos, y para el 2015 existia un 60% de cepas resistentes

(Ma et al., 2023).



2.5 Resistencia a antibioticos

La resistencia a antimicrobianos (RAM) es un proceso natural, sin embargo, el aumento
de las cepas resistentes se debe al uso excesivo e irresponsable de antibidticos, ademas,
los factores socioecondmicos como la mala higiene, control deficiente de las infecciones
en hospitales y el uso de antibidticos en industria animal y alimentaria se relacionan con
el incremento de la resistencia (Mancuso et al., 2021). El uso de antibioticos comenz6 con
el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, y durante las décadas
posteriores a la segunda guerra mundial se crearon antibidticos semisintéticos como la
amoxicilina y las quinolonas que fueron fttiles debido a su estabilidad mejorada y
espectros antibacterianos mas amplios. Posteriormente, las innovaciones llevaron a crear
los macrolidos, cefalosporinas, daptomicina y linezolid (Muteeb et al., 2023). A pesar de
los avances en investigacion de antibidticos la aparicion de bacterias resistentes a
aumentado en las ultimas décadas, segun la OMS en 2019 hubo alrededor de 700,000
muertes relacionadas a bacterias con RAM, y se estima que para el afio 2050 esta cifre
aumente a 20 millones (Uddin et al., 2021). Ademas, se estima que en Africa habria
alrededor de 4,150,000 muertes por bacterias RAM y 10 o mas muertes por cada 10,000
habitantes, mientras que en América del norte se estiman 317,000 muertes con 5 casos por
cada 10,000 habitantes, siendo una de las regiones que serian menos afectados por este

(Figura 3) (Sameen et al., 2005).

Forecast Deaths Attributable to Antibiotic Resistance in 2050
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Figura 3. Muertes estimadas en 2050 debido a infecciones causadas por bacterias resistentes a

antibioticos. Obtenida de Sameen et al., 2005.



2.5.1 Resistencia a vancomicina
2.5.1.1 Mecanismo de accion

En la Figura 4 se muestra el mecanismo de accion de la resistencia a vancomicina. Las
bacterias susceptibles a vancomicina expresan monomeros de D-Ala-D-Ala que es
identificado por el antibiodtico llevando a cabo su mecanismo de accion, mientras que las
bacterias resistentes presentan mutaciones que llevan a la expresion de monoémeros de D-
Ala-D-Lac que son reconocido de forma deficiente por la vancomicina. Al no
interaccionar la vancomicina y el mondémero D-Ala-D-Lac, la proteina de union a
penicilina (PBP) interacciona con el monémero y forman enlaces de pentaglicina entre los
monomeros MurNac-GlaNac lo que conlleva a una division celular continua (Li et al.,

2023).

1 2 3 4

J ﬁt‘i; T

. MurNac-GlaNac D-Ala-D-Ala monomer D-Ala-D-Lac monomer

Penicillin-binding protein u Vancomycin "\, Pentaglycine
Figura 4. Mecanismo de accion de resistencia a vancomicina. Obtenida de Li et al., 2023

2.5.1.2 Genes relacionados a la resistencia a vancomicina

Los genes responsables a la resistencia a vancomicina se encuentran en el operéon Van,

actualmente se han descrito al operén vanA, vanB, vanD, vanM, vanG, vanC, vanE y vanL.
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(Figura 5). Todos los operones presentan genes reguladores (Figura 5, color blanco) y
genes estructurales (Figura 5, color gris), sin embargo, la mayoria de las cepas de

Enterococcus spp presentan el operén vanA y vanB (Marekovic et al., 2024).

D-ala-D-lac operons
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v vy D) vt )| v | v,

Figura 5. Estructura de los operones van presentes en Enterococcus spp. Obtenido de (Marekovic et al.,

2024)
Los genes relacionados a la resistencia a vancomicina en Enterococcus spp se encuentran
en el operén VanA (Figura 6) en el que se pueden encontrar 2 componentes, en el primero
actiian los genes vanS y vanR que se encargan de responder a la presencia de vancomicina,
la interrupcion en la membrana celular o ambas. La actividad de vanS-vanR activara los
genes rio abajo vanH, vanA y vanX; en algunos casos se puede encontrar vanB en lugar
de vanA. Cada gen actiia de forma distinta, vanH se encarga de reducir el piruvato a D-
Lac, posteriormente, vanX que tiene actividad D-dipeptidasa escinde al monémero D-Ala-
D-Ala, esto provoca que exista un D-Ala libre para que vanA/vanB pueda actuar como
una ligasa produciendo al mondémero D-Ala-D-Lac. El gen vanY (D-carboxipeptidasa)
escinde el péptido terminal D-Ala para reducir ain mas los grupos de pentapéptidos que
tienen alta afinidad por la vancomicina. El gen vanZ se encuentra en todas las cepas

portadoras del gen vanA y este va a conferir resistencia a teicoplanina (Faron et al., 2016).
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Figura 6. Genes en el operdn vanA que confieren resistencia a vancomicina. Obtenido de Faron et al., 2016

2.5.1.3 Adquisicion de resistencia a vancomicina

El gen vanA es el mas comun y el que confiere una mayor resistencia a vancomicina, se
ha descrito que se encuentra en el transposon 7n 1546 que frecuentemente esta integrado
en un plasmido altamente transferible como los son Inc18, RepA N y pMG1, por esta
razon es que se afirma que la resistencia a vancomicina en Enterococcus spp se da por la

transferencia de plasmidos conjugativos (Fujiya et al., 2021).

2.5.2 Resistencia a meticilina

2.5.2.1 Mecanismo de accion

Existen diferentes mecanismos por el que una S. aureus podria ser resistente a los
antibioticos. En el caso de la resistencia a meticilina, el primer mecanismo es que las
bacterias pueden producir enzimas que degrada antibioticos; como las P-lactamasa,
inhibiendo su actividad del antibiotico sobre la bacteria. Mientras que el segundo
mecanismo planteado, es que se pueden generar proteinas de unidn a penicilina PBP2a
que poseeran una forma alternativa de unidn al antibidtico llevandolo a una afinidad

reducida (Murphy & Wallshe, 2011).
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Figura 7. Mecanismos de accion en bacterias resistentes a meticilina. Obtenido de Murphy & Wallshe,

2011

2.5.2.2 Genes relacionados a la resistencia a meticilina

En la Figura 8 se observa el mecanismo de accion del gen mecA en las bacterias
resistentes a meticilina, en ausencia de antibidticos B-lactamicos, la transactivacion del
regulador mecA se encuentra reprimida, mientras que al estar en presencia de antibidticos
B-lactamicos son detectados por su interaccion con el dominio de unién a penicilina (PBP),
esta reaccion desencadena la activacion autolitica del dominio de metaloproteinasa
intracelular (MPD) de mecR1. Los fragmentos de la pared celular citoplasmatica actiian
como coactivador para que se unan a mecl, esto interrumpe su asociacion con el operador
mec y promueve su degradacion proteolitica. Posteriormente mecR2 se transcribe en

presencia de B-lactaminas y produce a la proteina mecR2 que se une a mecl provocando
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su proteolisis. La degradacion de mecl conlleva a la transcripcion de mecA y produciendo

la proteina PBP2a que confiere la resistencia a meticilina (Peacock & Paterson, 2015).
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Figura 8. Mecanismo de accion de la resistencia a meticilina. Obtenida de Peacock & Paterson, 2015

Ademas del gen mecA, la regulacion del gen blaZ (Figura 9) al ser detectado un
antibidtico B-lactdmico induce la escision del represor transcripcional citoplasmatico blal,
esto llevara como resultado final la expresion del gen blaZ; que codifica a la proteina blaZ,

y la bacteria presentara resistencia a meticilina (Lade & Kim, 2023).
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Figura 9. Mecanismo de expresion de los genes blaZ y mecA en S. aureus resistentes a meticilina.

Obtenido de Lade & Kim, 2023

14



2.5.2.3  Adquisicion de la resistencia a meticilina

El gen blaZ se encuentra integrado en el cromosoma, o en plasmidos en las cepas de S.
aureus resistentes a meticilina, las cepas que poseen el plasmido con el gen blaZ tienen la
capacidad de transferir (Figura 10) el plasmido a una cepa de S. aureus susceptible a
meticilina adquiriendo la resistencia al antibiotico (Olsen et al., 2006). Mientras que, el
gen mecA esta presente en el cromosoma casete estafilococico (CCE) de las cepas SARM,
un elemento movil que puede ser transferido por transduccién o conjugacion a una cepa

de SASM adquiriendo la resistencia a meticilina (Maree et al., 2022).
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Figura 10. Transferencia horizontal y vertical de resistencia a antibiéticos. Obtenido de Malachowa &

Deleo, 2010

2.5.3 Resistencia a carbapenémicos
2.5.3.1 Mecanismo de accion

Las carbapenemasas se encuentran principalmente en bacterias Gram negativas; como P.
aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumannii y E. cloacae, y se encargan de inhibir la
mayoria de los antibidticos B-lactamicos otorgandoles la resistencia a dicho antibidtico
(Figura 11). Un mecanismo de accion puede ser por 2 formas, el primero es que algunas
bacterias presentan proteinas de poro reducidas que no dejan ingresar los carbapenémicos
a la bacteria y que puedan interactuar con PBP para iniciar el mecanismo de accion del
antibidtico, mientras que el segiin mecanismo es que la bacteria genera carbapenemasas

que interactuaran con los antibioticos carbapenémicos escindiéndolos, o por el cambio
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estructural de PBP modificando su actividad y evitando la unidon con los carbapenémicos

(Ma et al., 2023).
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Figura 11. Mecanismo de accion de la resistencia a carbapenémicos. Obtenido de Ma et al., 2023
2.5.3.2  Genes relacionados a la resistencia a carbapenémicos

En los microorganismos Enterobacteriaceae existen una gran cantidad de genes
involucrados en la resistencia a carbapenémicos y se han categorizado en diferentes
familias. La clase Ambler (tipos KPC, SME, IMI, NMC, GES), metalo-3-lactamasas de
clase B (tipos VIM, IMP, GIM, SMP y NDM), la clase C que integra enzimas codificadas
por el cromosoma bacteriano y B-lactamasas de clase D (OXA-48) (Tuhamize & Bazira,

2024).
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2.53.3  Adquisicion de la resistencia a carbapenémicos

En los Enterobacteriaceae se han reportado distintos elementos con la capacidad de
transferir los genes relacionados a la resistencia a carbapenémicos. En la Figura 12 estan
representados los elementos mas frecuentes, el transposon Tn4401 lleva el gen blaKPB-
2, el gen blaNDM-1 se encuentra delimitado por una secuencia de insercion (ISAbal25)
y por el gen bleMBL (resistencia a bleomicina), el integron de clase 1 (intll) posee el gen
blaVIM-2, el transposoén Tn1999 alberga al gen blaOXA48 y el transposon Tn2013 esta
asociado al gen blaOXA-181. Todos estos elementos pueden ser transferidos de una cepa
de Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos a una bacteria Enterobacteriaceae

susceptible resistente a carbapenémicos (Nordmann et al., 2012).
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Figura 12. Principales elementos de transferencia de genes de resistencia en Enterobacteriaceae.

Obtenido de (Nordmann et al., 2012)

2.6 Produccion de biopelicula

La biopelicula fue descubierta en 1683, cuando Antoni van Leeuwenhoek la describio, sin
embargo, no fue hasta la década de 1970 que comenz¢ a producir interés médico (Hoiby,
2017). La biopelicula es un grupo de bacterias adheridas o incrustadas en una matriz
autoproducida, esta matriz estd compuesta por proteinas (fibrina), polisacéridos (alginato)
y ADN ambiental. Esta matriz ofrece proteccion otorgando distintas estrategias de

supervivencia como permanecer latentes y ocultas del sistema inmunologico, gracias a
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esto son capaces de generar dafio local y finalmente provocar una infeccion aguda (Vestby
et al., 2020). La bacteria se vuelve capaz de sobrevivir a la anoxia ambiental y limitacién
de nutrientes, esto lo lleva a presentar una tasa metabdlica mas baja, y una alteracion en

la produccion génica y de proteinas (Donlan & Costerton, 2002).

2.6.1 Mecanismo de produccion de biopelicula

El proceso de produccion de biopelicula (Figura 13) inicia con las células plancténicas se
unen a una superficie solida, esta bacteria se denomina célula planctonica recién adherida
o biopelicula colocada. Posterior a esta union, comienza a madurar la biopelicula en donde
las células bacterianas se rodean de una matriz extracelular producida por las mismas
bacterias. A partir de la biopelicula madura ocurren 2 procesos, uno en donde se pueden
dispersar células bacterianas individuales (fenotipo recién disperso) o la segregacion de
agregados de biopelicula desprendido (fenotipo de biopelicula), en ambos casos (células
individuales o agregados de biopelicula) pueden comenzar de nuevo el proceso de

maduracion al unirse a una superficie (Cerone & Marsili, 2021).
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Figura 13. Ciclo de produccion de biopelicula. Obtenido de Cerone & Marsili, 2021

2.6.2  Genes relacionados con la produccion de biopelicula

Los genes responsables en la produccion de la biopelicula en cada microorganismo son
distintos, un ejemplo claro son los operones responsables de esta actividad en S. aureus.
Son 5 los operones principales (Figura 14), en donde el encargado de producir el
polisacarido adhesina intercelular (PAI) es el operon icaADBC, se ha observado que el

100% de los aislados clinicos de S. aureus poseen dicho operdn y se correlaciona como
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un elemento esencial para produccion de biopelicula. El operon ditABCD programa la
sintesis de acidos teicoicos de la pared unidos a peptidoglicanos con la liberacion de cuatro
proteinas funcionales responsables de la esterificacion de los acidos teicoicos con D-
alanina. La regulacion de la actividad de la mureina hidrolasa se ve favorecida por el
operdn cid, que actia como efector al codificar proteinas similares a la holina. Se han
estudiado mutantes cidA (mutante con lisis defectuosa) que mostraron células poco
compactadas con menor adherencia en sistemas de biopeliculas tanto estaticos como de
células de flujo. La funcién de PSM-b sobre la maduracion de la biopelicula se observo
en una cepa de S. epidermidis mutante, esta bacteria expres6 una biopelicula densa y
extendida en sistemas de células de flujo en comparacién con su tipo salvaje, esto sugirid
que PSM-b favorece el desprendimiento de la biopelicula al alterar las interacciones
moleculares. Por ultimo, se ha descrito que el operén Agr puede regular negativamente la
expresion de componentes de la superficie que reconocen moléculas de matriz adhesiva
que tienen un impacto en la iniciacion de la produccion de biopelicula (Halebeedu et al.,

2014).
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Figura 14. Operones involucrados en la produccion de biopelicula en S. aureus. Obtenido de Halebeedu et
al., 2014
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2.7 Busqueda de picos biomarcadores en espectros de masas

MALDI-TOF MS es un método que se utiliza rutinariamente en la practica de laboratorio
para la identificacion rapida y precisa de patdogenos bacterianos y fungicos. Este método
se basa en el andlisis de proteinas ribosomales, que generan huellas espectrales especificas
de especie (Vrioni et al., 2018). Actualmente, se ha propuesto el uso de MALDI-TOF MS
para la deteccion de resistencia a los antimicrobianos, lo que podria facilitar la
optimizacion rapida de la terapia con antibidticos contra infecciones bacterianas (Flores-
Trevino et al., 2019; Florio et al., 2020; Vrioni et al., 2018). De manera similar, la
determinacion de picos de biomarcadores para la produccion de biopeliculas podria
acelerar significativamente la deteccion de bacterias responsables de infecciones cronicas

(Caputo et al., 2018; Florio et al., 2020).

Flores-Trevifio y colaboradores determinaron la presencia de posibles picos
biomarcadores para determinar si una sepa de S. aureus era resistente o susceptible a
meticilina, en la Figura 15 determinando un pico de 4,594 m/z presente en las sepas

susceptibles (Flores-Trevifio et al., 2019).

Intens. [a. u.]

4594

Intens. [a. u.]

Figura 15. Probable pico biomarcador de 4594 m/z para determinar susceptibilidad a meticilina en S.

aureus. Obtenido de Flores-Trevifio et al., 2019
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Otros estudios han determinado picos de distintos tamafios, como lo reportado por Yu y
colaboradores, ellos encontraron que existia un pico de 6590-6599 m/z (Figura 16)
presente solamente en las cepas de S. aureus resistentes a meticilina (Yu et al., 2022),
todos los hallazgos relacionados con picos biomarcadores a resistencia serviran para
agilizar el diagnostico clinico, sin embargo, esto no podria sustituir a las pruebas de

susceptibilidad realizadas convencionalmente.
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Figura 16. Probable pico biomarcador de 6590-6599 m/z para determinar susceptibilidad a meticilina en

S. aureus. Obtenido de (Yu et al., 2022).

Determinar si una cepa sera productora de biopelicula débil, modera o fuerte utilizando
los espectros de masas es muy complicado, actualmente, los enfoques metodologicos

utilizados para identificar la producciéon de biopeliculas basados en el perfil de
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espectroscopia MALDI-TOF varian entre cada grupo de estudio. Algunos estudios
utilizan condiciones y materiales especificos de crecimiento de biopeliculas y comparan
la espectroscopia de células planctonicas, lo que permite distinguir con éxito entre

diferentes etapas de biopeliculas (Pereira et al., 2015).

2.8 Respuesta inmune a infecciones bacterianas

Se ha descrito el funcionamiento del sistema inmune en contra de infecciones bacterianas,
sin embargo, gran cantidad de esta informacion esta enfocada al estado planctonico de la

bacteria.

El sistema inmune innato actia como la primera linea de defensa a infecciones
bacterianas, en ella actuan los monocitos sanguineos, macrofagos tisulares, células
dendriticas (CD), células NK y T. Estas reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) de las bacterias, estos son reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) como receptores tipo toll (TLR), receptores tipo NOD
(NLR), receptores desencadenantes expresados en células mieloides (TREM) y receptores
tipo RIG (RLR). Cada uno de ellos es capaz de reconocer distintos elementos bacterianos

como LPS o ADN (Giamarellos-Bourboulis & Raftogiannis, 2012).

La respuesta inmune adaptativa a infecciones bacterianas comienza en el momento que
las CD y monocitos actian como células presentadoras de antigeno (Giamarellos-

Bourboulis & Raftogiannis, 2012), lo anterior facilitaria que la diferenciacion de ThO:

e Thl: Promueven la fagocitosis bacteriana al secretar factor de necrosis tumoral (TNF-
a), interleucina-2 (IL-2) e interferon-y (INF-y) y promover una respuesta
proinflamatoria.

e Th2: Estimulan una respuesta antiinflamatoria al secretar interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10).

e Th17: Comienzan a secretar interleucina-17 (IL-17) para iniciar la fagocitosis
bacteriana.

e Treg: Estimulan respuestas antiinflamatorias.
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2.8.1 Respuesta inmune a biopeliculas bacterianas

Las bacterias formadoras de biopelicula estan involucradas en las infecciones asociadas
al uso de dispositivos médicos como catéteres intravasculares, catéteres urinarios,
implantes protésicos, entre otros (Tolker-Nielsen, 2014). Las bacterias formadoras de
biopelicula frecuentemente provocan infecciones cronicas que pueden persistir durante
décadas, sin embargo, la mayoria de las investigaciones se han centrado en la respuesta

inmune humana contra bacterias en estado planctonico (Moser et al., 2017).

Recientemente, se investigaron las diferencias de la activacion del sistema inmune
humano frente a bacterias en estado planctonico comparado con biopelicula bacteriana.
Los primeros fueron evaluando la respuesta de neutréfilos y monocitos frente a
biopelicula, se reportd que P. aeruginosa productora de biopelicula inducia una mayor

produccion del TNF-a y I1-6 (Ciornei et al., 2010).

Actualmente, se ha investigo el efecto sobre células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y se ha observado que la viabilidad no tenia una diferencia significativa
comparando co-cultivos de PBMC con bacterias planctonicas y PBMC con bacterias
formadoras de biopelicula, sin embargo, si se observo una mayor activaciones de células
T y NK en los co-cultivos con bacterias formadoras de biopelicula (Figura 17), ademas,
observaron que la secrecion de citocinas era diferente retando las PBMC con bacterias
planctonicas comparada con bacterias formadoras de biopelicula, sin embargo, eso
dependera de la especie bacteriana (Figura 18). En el caso de P. aeruginosa se observo
un aumento de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6, IL-10 asi como interleucina-8
(IL-8), e interleucina-1pB (IL-1B), mientras que en S. epidermidis se observd una

disminucion de las mismas citocinas proinflamatorias (Kaya et al., 2020, 2021).
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Figura 17. Activacion de células NK y T en co-cultivos de PBMC con bacterias planctonicas y

biopelicula A) P. aeruginosa B) S. epidermidis. Obtenido de Ciornei et al., 2010
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Figura 18. Liberacion de citocinas proinflamatorias en co-cultivos de PBMC con bacterias planctonicas y

biopelicula. Obtenido de Ciornei et al., 2010
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3 Justificacion

Anualmente, alrededor de 1.7 millones de pacientes hospitalizados adquieren una
IAAS y més de 98,000 mueren a causa de estas infecciones. Las IAAS son consideradas
una seria preocupacion tanto para los profesionales de la salud como para los pacientes,
debido al aumento en su morbilidad, mortalidad y costos asociados a estancias
hospitalarias prolongadas. Los principales agentes causales de las IAAS son las bacterias
del grupo ESKAPE, conocidas por su elevada resistencia a los antibioticos cominmente
utilizados y por su capacidad para formar biopeliculas. Estas estructuras proporcionan una
barrera fisica y funcional que protege a las bacterias frente a la respuesta inmune del
huésped y los tratamientos antimicrobianos, favoreciendo la persistencia de la infeccion y
la aparicion de cepas MDR. Ante este panorama, se requieren estudios que profundicen
en la caracterizacion de los patégenos ESKAPE, con el fin de comprender mejor sus
mecanismos de resistencia y patogenicidad, asi como para desarrollar estrategias mas

efectivas de prevencion, diagnostico y tratamiento.
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4 Hipotesis

Los aislamientos del grupo ESKAPE obtenidos durante cuatro afios de vigilancia en un
hospital de tercer nivel del noreste de México presentan una alta prevalencia y una elevada
capacidad de formacion de biopelicula; ademas, los picos generados por MALDI-TOF
MS son biomarcadores potenciales de resistencia antimicrobiana y formacion de
biopelicula, y sus formas planctonicas y de biopelicula inducen una activacion diferencial

de la respuesta inmune in vitro en PBMC humanas.
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5 Objetivos

Objetivo general

Determinar la prevalencia de aislamientos bacterianos del grupo ESKAPE obtenidos
durante cuatro afios de vigilancia en un hospital de tercer nivel del noreste de México, y
caracterizar su capacidad de formacion de biopelicula, su resistencia antimicrobiana e
identificacion de biomarcadores mediante MALDI-TOF MS, asi como evaluar la

respuesta inmune in vitro de PBMC humanas frente a biopeliculas y formas planctonicas.
Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia de patdgenos del grupo ESKAPE en aislamientos
clinicos obtenidos durante cuatro afios de vigilancia (2019-2022) en un hospital de
tercer nivel de atencion del noreste de México.

2. Evaluar la capacidad de formacion de biopelicula de los aislamientos clinicos del
grupo ESKAPE.

3. Identificar picos biomarcadores potenciales asociados a la resistencia
antimicrobiana y a la produccioén de biopelicula en cepas ESKAPE a partir de
andlisis de MALDI-TOF MS y herramientas bioinformaticas.

4. Determinar la identidad proteica de los picos asociados a la resistencia
antimicrobiana y a la produccioén de biopelicula mediante analisis peptidico in
silico.

5. Evaluar la respuesta inmune in vitro de PBMC humanas frente a biopeliculas y

formas plancténicas de aislamientos clinicos del grupo ESKAPE.
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6 Material y métodos
6.1 Descripcion del sitio de estudio

El Hospital Universitario “Dr José Eleuterio Gonzalez” de la Facultad de Medicina de
la UANL es un centro médico de alta especialidad que combina la atencion médica de
tercer nivel con la formacion de profesionales de la salud y el desarrollo de investigacion
biomédica. Ubicado en Monterrey, Nuevo Leén, este hospital cuenta con dos areas
hospitalarias independientes que brindan atencidon a la region noreste de México. El
edificio principal recibe pacientes adultos y pediatricos en 20 salas, con una capacidad
actual de 600 camas destinadas al tratamiento de enfermedades no relacionadas con el
coronavirus 2019 (COVID-19). El segundo edificio cuenta con 85 camas, las cuales
fueron destinadas al diagnostico y tratamiento de casos sospechosos o confirmados de
COVID-19 durante la pandemia. El hospital recibe referencias de hospitales publicos y
privados, y atiende a una poblacion proveniente del area metropolitana de Monterrey
(aproximadamente 5 millones de habitantes) y estados vecinos. Se reporta un promedio

anual de 25,000 admisiones y alrededor de 200,000 visitas al servicio de urgencias.
6.2 Origen e identificacion de cepas bacterianas causantes de [AAS

Los aislamientos bacterianos de IAAS se obtuvieron de pacientes atendidos entre el 1
de enero de 2019 y el 31 de diciembre de 2022. Este estudio fue aprobado por los comités
de Etica en Investigacion, Investigacion y Bioseguridad del Hospital Universitario “Dr
José Eleuterio Gonzalez” con el registro [F23-00004. No se requirid consentimiento
informado ya que se utilizaron especimenes almacenados en el banco de cepas del
hospital. La informacion clinica relacionada con la procedencia de los aislamientos fue
recabada mediante revision de la base de datos del Servicio de Infectologia, bajo
condiciones estrictas de confidencialidad y anonimizacion de los datos personales de los

pacientes.

La identificacion bacteriana se realizd6 mediante MALDI-TOF MS (Microflex LT,

Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
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aislados se cultivaron en placas de agar sangre e incubaron durante 24 h a 37 °C.
Posteriormente, una colonia se transfirio a una placa de acero inoxidable de 96 pocillos
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) y se le anadio 1 pL de acido férmico al 70 % y 1
uL de solucion matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich, Toluca,
México). La placa se analizé mediante el software MALDI Biotyper 3.0, comparando los
espectros con la base de datos de perfiles espectrales. Se utilizo la siguiente escala para la
identificacion: puntuaciones entre 2,000 y 2,299 indicaron una identificacién confiable a

nivel de género, y de 2,300 a 3,000 a nivel de especie.
6.3 Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se determindé con el sistema VYTEK 2.0
(bioMérieux, Marcy-1'Etoile, Francia), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
seleccion de antibidticos y puntos de corte se realizé de acuerdo al Clinical and Laboratory
Standards Institute de 2023 (CLSI, 2023). Las cepas se clasificaron como multirresistentes
cuando presentaron resistencia a vancomicina en Enterococcus spp., meticilina en
Staphylococcus aureus, carbapenémicos en Acinetobacter baumannii'y Enterobacterales,

y resistencia a tres o mas clases de antibioticos en Pseudomonas aeruginosa.
6.4 Produccion de biopelicula

Se utilizo el método de microplaca con tincidn con cristal violeta, estandarizado por
especie bacteriana, ajustando la concentracion de glucosa y el agente solubilizador

(alcohol-acetona 70:30 o acido acético).
6.4.1 Enterococcus spp.

Los aislamientos se cultivaron en agar sangre e incubaron por 24 h a 35-37 °C.
Posteriormente, se resembraron en agar soya tripticaseina (TSA) y se incubaron
nuevamente por 24 h a 35-37 °C. El in6culo se ajustd a una turbidez de 1.0 en la escala de
McFarland y se diluy6 1:100 en caldo soya tripticaseina (TSB) suplementado con 1.0%

de glucosa. En placa de microtitulacion se anadieron 200 uL de la dilucion. Se incluyeron
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controles positivos (E. faecalis ATCC 29212 y ATCC 51299), negativos (S. hominis
ATCC 27844) y un control con TSB estéril. La placa se incub6 por 24 h a 35-37 °C, se
descartd el sobrenadante y se realizaron tres lavados con 200 uL de agua estéril. La
biopelicula se fijo con metanol, se tiiid con 100 pL de cristal violeta 0.5% durante 5 min,
se realizaron tres lavados con 200 pL de agua estéril y se solubilizé con 150 pL de alcohol-
acetona 70:30. La absorbancia se midi6 a 595 nm (DOsos) en un espectrofotometro (iMark,

Bio-Rad Laboratories Inc, CA, Estados Unidos).

6.4.2 Staphylococcus aureus

El procedimiento fue similar al descrito para Enterococcus spp., utilizando TSB
suplementado con 0.5% de glucosa. Como control positivo se empleo S. aureus ATCC
29213 y como control negativo S. hominis ATCC 27844. La biopelicula se solubiliz6 con

acido acético al 33%.

6.4.3 Clasificacion de produccion de biopelicula

Se utilizé el método reportado por Stepanovi¢ (Stepanovic et al., 2007), clasificando

las cepas seglin la densidad 6ptica (DO) como:

No productora: DO < DOc
Productora débil: DOc < DO < 2xDOc

Productora moderada: 2xDOc¢ < DO < 4xDOc¢c

— Productora fuerte: 4xDOc < DO

Donde DOc es el valor promedio de las réplicas de absorbancia del control negativo

mas tres veces su desviacion estandar.

6.5 Identificacion de picos biomarcadores de resistencia y produccion de

biopelicula

Los espectros generados mediante MALDI-TOF se normalizaron utilizando el

programa FlexAnalysis 3.4 (Bruker, Billerica, MA, EUA) y se analizaron con
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ClinProTools 3.0 (Bruker, Billerica, MA, EUA) para comparar grupos e identificar

posibles picos biomarcadores de resistencia y produccion de biopelicula (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de especies bacterianas comparadas para la busqueda de picos biomarcadores

Bacteria Clasificacion

Enterococcus sp. Enterococcus spp. resistentes a vancomicina vs Enterococcus sp. susceptibles

a vancomicina

VRE productores de biopelicula vs VRE no productores de biopelicula

S. aureus S. aureus resistentes a meticilina vs S. aureus susceptibles a meticilina

MRSA productores de biopelicula vs MRSA no productores de biopelicula

6.6 Determinacion de identidad peptidica de picos biomarcadores de resistencia

y produccion de biopelicula

Para determinar la identidad peptidica de los picos biomarcadores de resistencia y
produccion de biopelicula se wutilizd6 el programa Biotools (Bruker, Billerica,
Massachusetts, EUA) que, usando el servidor de MASCOT (MatrixScience, London,
United Kingdom), predice la identidad peptidica con base en su peso molecular en
Daltons. Se analizarén los valores de puntuacion de MASCOT y porcentaje de identidad,
y se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP)

y valor predictivo negativo (VPN).

6.7 Determinar la respuesta inmune in vitro de PBMC co-cultivadas con

biopelicula y células planctonicas

Se evaluaron las cepas productoras fuertes de biopelicula Enterococcus spp. resistente a

vancomicina. y S. aureus resistente a meticilina.
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6.7.1 Obtencion de PBMC

Se obtuvo sangre de donadores sanos y se diluyd 1:1 con solucion de fosfatos (PBS). La
mezcla se separ6 por gradiente de densidad con 1:3 de Ficoll-Paque plus (GE Healtcare
Bioscience AB, Upsala, Suecia), centrifugdndose a 400 x g durante 30 min. Las PBMC se
recolectaron, se contabilizaron en cdmara de Neubauer y se resuspendieron en medio

RPMI suplementado al 10% con plasma aut6logo e inactivado por calor.
6.7.2 Co-cultivo de PBMC con biopelicula madura

Las biopeliculas se generaron a partir de una dilucion 1:100 en TSB suplementado con
1.0 % de glucosa en el Dispositivo de Biopelicula de Calgary (DBC). Después de 24 h de
incubacion, las biopeliculas maduras que crecieron en las clavijas del DBC, se lavaron
tres veces en solucion salina estéril y co-cultivaron en una caja de microtitulacion de 96
pocillos con 200 pL de 4x10° células/pocillo de PBMC durante 24 h a 37°C con 5 % de
COz. Como control negativo se utilizaron PBMC sin estimulo y PBMC estimuladas con
10 mg/mL de Concanavalina A (ConA) como control positivo. Los sobrenadantes se
recolectaron por centrifugacion a 400 x g durante 5 min, se filtraron (0.22 pm) y se

almacenaron a -80°C hasta su uso posterior.
6.7.3 Co-cultivo de PBMC con bacterias planctonicas

Los cultivos en fase exponencial se centrifugaron a 10,000 x g durante 10 min y el
concentrado bacteriano se resuspendié en medio RPMI completo. Se mezclaron con 100
uL de 4x10° PBMC/pocillo en una placa de microtitulacién de 96 pocillos, incubando 24
h a 37 °C con 5 % de CO2. Como control negativo se utilizaron PBMC sin estimular y
PBMC estimuladas con 10mg/mL de ConA como control positivo. Finalmente se incub6
a 37°C durante 24 h con 5.0% de CO.. Se recolectaron los sobrenadantes como se

describio6 previamente.
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6.7.4 Evaluacion de viabilidad y activacion celular

Posterior a las 24 h de co-cultivo de PBMC con biopelicula madura o con células
bacterianas planctonicas, se evalud la viabilidad celular utilizando Calceina-AM
(Invitrogen, Massachusetts, EUA) y la activacion celular mediante la deteccion del
marcador CD69 en células viables, usando el anticuerpo anti-CD69 (555533, BD
Biosciences). Ambos analisis se realizaron por citometria de flujo en el equipo
FACSCantoll (BD Bioscience, Nueva Jersey, EUA), recolectando 10,000 eventos por
muestra. Se incluyeron, ademas de los grupos experimentales, controles negativo (PBMC

sin estimulo) y controles positivos (PBMC + ConA 10 pg/mL).

6.7.5 Determinacion de citocinas proinflamatorias

A partir del sobrenadante de los co-cultivos de PBMC con células de biopelicula madura
y células bacterianas en su forma planctonica, se cuantificaron TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8,
IL-10, asi como la interleucina-12p70 (IL-12p70) con el BD™ Cytometric Bead Array
(CBA) Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead Array (CBA) - I Kit (BD
Bioscience, Nueva Jersey, EUA). Se realizo la curva de estandarizacion (Tabla 2) como

indica el fabricante.

Tabla 2. Concentraciones utilizadas para realizar la curva de estandarizaciéon del BD™

Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead Array (CBA) - 1

Kit
Tubo Concentracién (pg/mL) Dilucion
1 0 (control negativo) Sin dilucién (solo diluente)
2 20 1:256
3 40 1:128
4 80 1:64
5 156 1:32
6 3125 1:16
7 625 1:8
8 1,250 1:4
9 2,500 1:2
10 5,000 Sin diluciéon
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Se preparo un master mix con 10 uL de cada citocina (Reactivo Capture beads A1-A6)
por cada muestra que se analizd. En un tubo de microcentrifuga se colocaron 50 pL del
sobrenadante filtrado, se afiadieron 50 pL del Human Inflammatory Cytokine PE
Detection Reagent y 50 pL de la mezcla maestra de capture beads. Posteriormente, se
incubaron durante 3 h a temperatura ambiente en un cuarto oscuro. Después de la
incubacion, se anadié 1 mL de buffer de lavado y se centrifugo a 200 x g durante 5 min,
posteriormente se descartd el sobrenadante y se afiadieron 300 uL de buffer de lavado
para resuspender el pellet conjugado con las capture bead. Las lecturas se obtuvieron
mediante citometria de flujo con el equipo BD FACSCanto II (BD Bioscience, Nueva

Jersey, EUA).

6.8 Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron en frecuencias absolutas y porcentajes. Para evaluar la
asociacion entre las IAAS y su procedencia, se aplico la prueba de chi cuadrada (X?). Para
comparar la viabilidad celular y la expresion del marcador CD69 entre grupos
experimentales, se utiliz6 un ANOVA de una via con prueba post-hoc de Bonferroni. Para
el analisis de la secrecion de citocinas, se aplico un ANOVA no paramétrico con prueba
post-hoc de Dunn. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas aquellas
con un valor de p < 0.05. Estos analisis estadisticos, asi como las graficas se realizaron
con el programa Graphpad PRISM version 10.1.0. Para determinar posibles picos
biomarcadores de resistencia y produccion de biopelicula se aplicaron las pruebas de

Anderson-Darling, t-test/ ANOV A y Wilcoxon/Kluskal-Wallis en el ClinProTools 3.0.
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7 Resultados

7.1 Identificacion de cepas bacterianas causantes de IAAS

Se identificaron un total de 3,196 IAAS entre el 1 de enero de 2019 y el 31 de diciembre
del 2022 (Tabla 3). Las especies bacterianas mas prevalentes fueron E. coli (17.8 %), A.
baumannii (16.6 %), P. aeruginosa (16 %), K. pneumoniae (14 %)y S. aureus (13.3 %).
En las muestras provenientes de pacientes hospitalizados en el area COVID-19 (n = 454),
las bacterias mas frecuentes fueron P. aeruginosa (23.2 %), K. pneumoniae (17.7 %), S.
aureus (17.7 %), A. baumannii (17.3 %) y E. coli (7.5 %). Por otra parte, en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) (n = 511), predomind 4. baumannii (25.4 %), seguida de K.
pneumoniae (21.1 %), P. aeruginosa (15.9 %), S. aureus (14.1 %) y E. faecalis (13.3 %).

Las infecciones fueron mas frecuentes en especimenes clinicos obtenidos de infecciones
del tracto respiratorio inferior (ITRI), infecciones de piel y tejido blando (IPTB),
infecciones del tracto urinario (ITU) y hemocultivos, con 1,453 (45.5 %), 568 (17.8 %),
443 (13.9 %) y 352 (11 %), respectivamente. En ITRI, las especies mas prevalentes fueron
A. baumannii (24.0 %), P. aeruginosa (19.1 %), K. pneumoniae (17.1 %), S. aureus (15.5
%)y E. coli (8.9 %). En IPTB, predominaron E. coli (22.4 %), P. aeruginosa (16.4 %), S.
aureus (13.9 %), A. baumannii (11.8 %) y K. pneumoniae (8.5 %). En ITU, se observo
predominio de E. coli (43.6 %), seguida de P. aeruginosa (11.3 %), K. pneumoniae (8.8
%), E. faecalis (7.9 %)y A. baumannii (6.1 %). En sangre, las especies mas frecuentes
fueron K. pneumoniae (23.9 %), A. baumannii (13.6 %), E. coli (13.4 %), S. aureus (13.4
%) y E. faecalis (10.2 %). Por otra parte, las infecciones intraabdominales (IIA) y las
infecciones del liquido cefalorraquideo (LCR) fueron menos frecuentes, con 80 (2.5 %) y
20 (0.6 %) casos, respectivamente. En ambos tipos de infecciones, P. aeruginosa fue la

mas prevalente, con 22.5 % en I1A y 26.3 % en LCR.

Finalmente, se observo una mayor frecuencia de IAAS en pacientes masculinos, con 1,944

(60.8 %) casos, en comparacion con pacientes femeninas, con 1,159 (36.3 %) casos.
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Tabla 3. Informacion de procedencia de los aislamientos bacterianos de IAAS de pacientes atendidos entre el 1 de enero de 2019 y el 31 de diciembre de 2022.

Procedencia Especimenes clinicos Sexo del paciente
Patégeno G;lobal Area S S n o) .
n=3,196 COVID-19 UCI Otros ITRI Sangre A ITU IPTB LCR Otro Hombre Mujer ND
=452 n=511 n=2233 n=1453 n=352 n=80 n=443 n=568 n=19 n=281 n=1944 n=1159
Gram positivo
Staphylococcus aureus 426 (13.3) 80 (17.7) 72 (14.1) 274 (12.3) 223 (15.5) 47 (13.4) 4(5.0) 4(0.9) 79 (13.9)  5(26.3) 64 (22.8) 288 (14.8) 135(11.6)  3(0.7)
Enterococcus faecalis 156 (4.9) 9(2.0) 17 (13.3) 130 (5.8) 19 (1.3) 36 (10.2) 5(6.3) 35(7.9) 38(6.7) 3(15.8) 20(7.1) 89 (4.6) 54(4.7) 13(8.3)
Enterococcus faecium 49 (1.5) 2(0.4) 6(1.2) 41(1.8) 4(0.3) 8(2.3) 6(7.5) 17 (3.8) 8 (1.4) 0(0.0) 6(2.1) 22(1.1) 26(22) 1(2.04)
Gram negativo
Acinetobacter baumannii 532 (16.6) 78 (17.3) 130 (25.4) 324 (14.5) 349 (24.0) 48 (13.6) 6(7.5) 27 (6.1) 67 (11.8)  2(10.5) 33(11.7) 346 (17.8) 183 (15.8)  3(0.6)
Pseudomonas aeruginosa 510 (16.0) 105 (23.2) 81 (15.9) 324 (14.5) 278 (19.1) 31(8.8) 18 (22.5) 50 (11.3) 93(16.4)  5(26.3) 35 (12.5) 324 (16.7) 177 (15.3)  9(1.8)
Enterobacterales
Escherichia coli 569 (17.8) 34 (7.5) 32(6.3) 503 (22.5) 130 (8.9) 47 (13.4) 16 (20.0) 193 (43.6) 127 (22.4) 0(0.0) 56 (19.9) 287 (14.8) 273 (23.6) 9(1.6)
Klebsiella pneumoniae 449 (14.0) 80 (17.7) 108 (21.1) 261 (11.7) 248 (17.1) 84 (23.9) 11(13.8) 39 (8.8) 48 (8.5)  2(10.5) 17 (6.8) 282 (14.5) 124 (10.7) 43 (9.6)
Enterobacter cloacae 143 (4.5) 15(3.3) 19 (3.7) 109 (4.9) 61 (4.2) 16 (4.5) 5(6.3) 11(2.5) 33(5.8) 2(10.5) 15(5.3) 86 (4.4) 52(45) 5@3.5)
Proteus mirabilis 87 (2.7) 10(2.2) 9(1.8) 68 (3.0) 29 (2.0) 3(0.9) 3(3.8) 16 (3.6) 29 (5.1) 0(0.0) 7(2.5) 51(2.6) 36(3.1) 0(0.0)
Serratia marcescens 49 (1.5) 17 (3.8) 14 (2.7) 18(0.8) 31(2.1) 7(2.0) 1(1.3) 2(0.5) 3(0.5) 0(0.0) 5(1.8) 32(1.6) 13(1.1) 432
Citrobacter freundii 33(1.0) 4(0.9) 1(0.2) 28 (1.3) 12(0.8) 1(0.3) 2(2.5) 3(0.7) 11 (1.9) 0(0.0) 4(1.4) 23(1.2) 9(0.8) 1(.0)
Klebsiella oxytoca 33(1.0) 1(0.2) 7(1.4) 25(1.1) 13 (0.9) 10 (2.8) 0(0.0) 7(1.6) 3(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 18(0.9) 15(1.3) 0(0.0)
Morganella morganii 28(0.9) 1(0.2) 2(0.4) 25(1.1) 7(0.5) 1(0.3) 0(0.0) 7(1.6) 8(1.4) 0(0.0) 5(1.8) 18 (0.9) 10(0.9)  0(0.0)
Providencia rettgeri 24 (0.8) 2(0.4) 0(0.0) 22 (1.0) 4(0.3) 0(0.0) 0(0.0) 16 (3.6) 1(0.2) 0(0.0) 3(1.D 17 (0.9) 7(0.6) 0(0.0)
Klebsiella aerogenes 27(0.8) 7(1.5) 3(0.6) 17 (0.8) 17(1.2) 2(0.6) 1(1.3) 3(0.7) 2(0.4) 0(0.0) 2(0.7) 16 (0.8) 10(0.9) 13.7)
Klebsiella variicola 15 (0.5) 1(0.2)) 3(0.6) 11 (0.5) 7(0.5) 2(0.6) 0(0.0) 2(0.5) 3(0.5) 0(0.0) 1(0.4) 11 (0.6) 3(03) 1(6.7)
Proteus hauseri 8(0.3) 0(0.0) 0 (0.0) 8(0.4) 0(0.0) 0(0.0) 1(1.3) 3(0.7) 2(0.4) 0(0.0) 2(0.7) 4(0.2) 4(0.3) 0(0.0)
Salmonella sp. 8(0.3) 0(0.0) 0(0.0) 8(0.4) 1(0.1) 4(1.1) 0(0.0) 1(0.2) 1(0.2) 0(0.0) 1(0.4) 5(0.3) 3(03) 0(0.0)
Citrobacter koseri 7(0.2) 4(0.9) 1(0.2) 2(0.1) 5(0.3) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.2) 1(0.2) 0(0.0) 0(0.0) 5(0.3) 2(0.2) 0(0.0)
Enterobacter asburiae 5(0.2) 0(0.0) 1(0.2) 4(0.2) 2(0.1) 2(0.6) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.2) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.1) 4(0.3) 0(0.0)
Proteus vulgaris 5(0.2) 0(0.0) 1(0.2) 4(0.2) 2(0.1) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.2) 1(0.2) 0(0.0) 1(0.4) 3(0.2) 2(0.2) 0(0.0)
Otras especies 33 (1.0 2(0.4) 4(0.8) 27(1.2) 11 (0.8) 3(0.9) 1(1.3) 5.1 9(1.6) 0(0.0) 4(1.4) 16 (0.8) 17(1.5) 0(0.0)

UCI, Unidad de cuidados intensivos; ITRI, infeccion del tracto respiratorio inferior; IIA, infeccion intraabdominal; ITU, infeccion del tracto urinario; IPTB, infeccion de piel y tejido blando; LCR, liquido cefalorraquideo; ND, no

determinado
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7.2 Susceptibilidad a antibioticos de especies bacterianas del grupo ESKAPE

Se evaluo la susceptibilidad a antibioticos en 1,488 aislamientos bacterianos relacionados
con IAAS para definir aquellos pertenecientes al grupo ESKAPE (Tabla 4). Se determin6
que 458 (30.78 %) aislamientos fueron resistentes a antibidticos, distribuidos de la
siguiente manera: ABRC, 225 (49.1 %); SARM, 105 (22.9 %); P. aeruginosa MDR, 91
(19.9 %); ERV 22, (4.8 %); y ERC, 12 (1.2 %).

En particular, A. baumannii represento mas del 50 % de las infecciones en el &rea COVID-
19 y la UCI, con 62 (50,8 %) y 83 (76,9 %) casos, respectivamente. Se observd una
diferencia significativa en la distribucion de infecciones por SARM entre dareas
hospitalarias (p = 0.006), con una mayor frecuencia en el area COVID-19 (37 casos; 30.3
%) en comparacion con la UCI (13 casos; 2 %). En contraste, no se encontraron diferencias

significativas en la procedencia de los demas aislamientos ESKAPE (p > 0.05).

Tabla 4. Epidemiologia de bacterias ESKAPE

Procedencia
Global (n=458) __ n (%)
Patégeno Area COVID-19  UCI
n (%) p
(n=122) (n=108)
Gram positivo
Staphylococcus aureus SARM 105 (22.9) 37(30.3) 13(12.0) 0.006
Enterococcus spp ERV 22 (4.8) 3(2.5) 4(3.7) 0.763
Gram negativo
Acinetobacter baumannii ABRC 225 (49.1) 62 (50.8) 83(76.9) 0.161
Pseudomonas aeruginosa MDR 91 (19.9) 17 (13.9) 7(6.5) 0.071
Otras Enterobacterales ERC 0.510
Escherichia coli 2(0.4) 0(0.0) 0 (0.0)
Klebsiella pneumoniae 2(0.4) 0(0.0) 1(0.9)
Enterobacter cloacae 1(0.2) 1(0.8) 0 (0.0)
Otros Enterobacterales 10 2.2) 2(L.6) 0 (0.0)

UCI, Unidad de cuidados intensivos; SARM, S. aureus resistentes a meticilina; ERV, Enterococcus spp resistentes a vancomicina;

ABRC, A. baumannii resistentes a carbapenémicos; ERC, Enterobacterales resistentes a carbapenémicos.
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7.3 Identificacion de picos biomarcadores potenciales para resistencia

Se analizaron los patrones de picos proteicos en los espectros MALDI-TOF de los
aislamientos de Enterococcus spp. (14 resistentes y 18 susceptibles a vancomicina), S.
aureus (26 resistentes y 28 susceptibles a meticilina) y P. aeruginosa (25 MDR y 18 no
MDR).

En la Figura 17 se presentan los espectros obtenidos para Enterococcus spp. resistentes
(rojo) y susceptibles (azul) a vancomicina; la Figura 18 muestra los espectros de S. aureus
resistentes (rojo) y susceptibles (azul) a meticilina; y la Figura 19 corresponde a P.
aeruginosa MDR (rojo) y no MDR (azul). En el eje X se representa la relacion masa-carga

(m/z) en Daltons, y en el eje Y, la intensidad relativa de iones detectados.
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Con el programa ClinProTools se identificaron 125 picos tedricos para Enterococcus spp.,

de los cuales 5 resultaron potenciales biomarcadores (p < 0.001); 117 picos tedricos para

S. aureus, con 4 biomarcadores potenciales (p < 0.001); y 88 picos tedricos para P.

aeruginosa, también con 4 biomarcadores potenciales (p < 0.001) (Tabla 5).

Tabla 5. Picos teoricos para el fenotipo resistente de las bacterias ESKAPE

Picos tedricos
Especies, fenotipo resistente (n) (p=<0.05)

Biomarcadores potenciales

n N m/z ABC p
3,446.67 0.90 <0.001
Enterococcus spp, Resistente a 3,788.51  0.90 <0.001
vancomicina (14) vs susceptible a 125 5 5,221.62 090 <0.001
vancomicina (18) 526324 090 <0.001
6,348.99 0.92 <0.001
3,590.93  0.93 <0.001
S. aureus, resistentes a meticilina (26) 117 4 5,458.31  0.89 <0.001
vs susceptibles a meticilina (28) 6,579.99 091 <0.001
6,619.47 0.81 <0.001
221536  0.94 <0.001
P. aeruginosa, multidrogoresistente (25) g8 4 3,175.54  0.93 <0.001
vs no multidrogoresistente (18) 3,60436 0.8 <0.001
3,619.43  0.88 <0.001

ABC, Area bajo la curva.

En la Figura 22 se muestran los picos biomarcadores para Enterococcus spp. Los picos

3,446.67 y 6,348.99 m/z fueron caracteristicos de cepas ERV, mientras que los picos
3,788.51,5,221.62y 5,263.24 m/z se observaron en ESV. La Figura 23 presenta los cuatro
picos biomarcadores de S. aureus (3,590.93, 5,458.31, 6,579.99 y 6,619.47 m/z),

encontrados en cepas SASM. Finalmente, la Figura 24 muestra los cuatro picos de P.

aeruginosa MDR (2,215.36, 3,175.54, 3,604.36 y 3,619.43 m/z).
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Figura 22. Picos biomarcadores potenciales para susceptibilidad a vancomicina de Enterococcus spp. Resistentes (rojo) Susceptible (azul) A) Pico de 3,446.67
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Figura 23. Picos biomarcadores potenciales para susceptibilidad a meticilina de S. aureus. Resistentes (rojo) Susceptible (azul) A) Pico de 3,590.93 m/z presente
en muestras susceptibles B) Pico de 5,458.31 m/z presente en muestras susceptibles C) Pico de 6,579.99 m/z presente en muestras susceptibles D) Pico de

6,619.47 m/z presente en muestras susceptibles.
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Figura 24. Picos biomarcadores potenciales para susceptibilidad de P. aeruginosa MDR. Resistentes (rojo) Susceptible (azul) A) Pico de 2,215.36 m/z presente

en muestras resistentes B) Pico de 3,175.54 m/z presente en muestras resistentes C) Picos de 3,604.36 y 3,619.43 m/z presentes en muestras resistentes.
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7.4 Produccion de biopelicula en Gram positivas del grupo ESKAPE

Se evalud la produccion de biopelicula en 14 aislamientos ERV, identificandose 9 cepas

no productoras y 5 productoras con la siguiente distribucion: 1 débil, 1 moderada y 3

fuertes. Para los 24 aislamientos SARM, se identificaron 13 no productoras y 11

productoras: 9 débiles, 1 moderada y 1 fuerte (Figura 25).
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Figura 25. Cuantificacion de produccion de biopelicula mediante tincion con cristal violeta
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7.5 Picos biomarcadores de farmacorresistencia y produccion de biopelicula

En la Figura 26 se comparan los espectros de masas de un aislamiento ERV productor y
otro no productor de biopelicula (Figura 26-A), asi como de un SARM productor y un no

productor (Figura 26-B).
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Figure 26. Espectro de masas de especies ESKAPE Gram positivas productoras de biopeliculas y no
productoras de biopeliculas. Se muestra la comparacion de una muestra de espectro de masas de
microorganismos Gram positivos productores de biopeliculas y no productores de biopeliculas. A)
Enterococcus spp. productor de biopeliculas (rojo) y no productor de biopeliculas (azul); B) S. aureus

productor de biopeliculas (rejo) y no productor de biopeliculas (azul).

El analisis con ClinProTools arroj6 122 picos tedricos para ERV, y 99 para SARM; sin
embargo, no se identificaron picos biomarcadores significativos asociados a la produccion

de biopelicula en ninguno de los grupos (p > 0.05) (Tabla 6).

Tabla 6. Picos tedricos para el fenotipo de produccion de biopelicula

Picos tedricos
Especies, fenotipo productor de

(p=<0.05) Biomarcadores potenciales
biopelicula(n)
n N m/z ABC P
ERYV productor de biopelicula (5)
122 0 ND ND  >0.05
vs no productor (9)
SARM productor de biopelicula
99 0 ND ND >0.05

(13) vs no productor (11)

ERV, Enterococcus spp resistente a vancomicina; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ABC, Area bajo la curva.
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Se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) para evaluar posibles
agrupaciones entre productoras y no productoras (Figura 27). En ERV, los puntos (rojos,
productores; verdes, no productores) se dispersaron aleatoriamente, sin formar
agrupaciones, lo que indica ausencia de patrones discriminantes. En SARM, los puntos se

superpusieron mayormente, sugiriendo también una falta de diferenciacion clara.
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Figura 27. Analisis de Componentes Principales (ACP) de especies ESKAPE. El analisis de subgrupos de
fenotipos especificos en todas las especies ESCAPE se incluye para A) ERV productor de biopeliculas
(rojo) y no productor de biopeliculas (verde). B) SARM productor de biopeliculas (rojo) y productor no de

biopeliculas (verde).

7.6 Identidad peptidica de los picos biomarcadores resistencia y produccion de

biopelicula

La asignacion peptidica reveld puntuaciones Mascot de entre 23 y 36; ademas, cuatro

picos presentaron cobertura de secuencia superior al 90 % (Tabla 7).

En Enterococcus spp., el pico 3,788,51 m/z fue identificado como el polipéptido tdxico
LdrD (97 % de cobertura), con alta especificidad (100 %) y VPP del 100 %, pero menor
sensibilidad (66,7 %) y VPN (70 %). Los picos 5,221,62 y 5,263,24 m/z se asignaron a la
proteina de membrana UPF0391 BP 1737 (96—97 % de cobertura), con especificidad de
78.6—92.7 % y VPP de 82.4-92.3 %, pero sensibilidad y VPN mads bajos (66.7-77.8 %y
68.4—73.3 %, respectivamente).
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En S. aureus, el pico 5.458,31 m/z correspondid a la proteina I de espora soluble en acido
(45 % de cobertura), y el pico 3,590.93 m/z a la subunidad C de la ATP sintasa. Ambos
mostraron especificidad y VPP del 100 %, aunque sensibilidad moderada (51.9 % y 70.4
%, respectivamente). El pico 6,579,99 m/z fue identificado como el lantipéptido Flv (96
% de cobertura), con especificidad (88.5 %) y sensibilidad (77.8 %) moderadas, VPP de
87.5 % y VPN de 79.3 %. El pico 6,619.47 m/z presentd baja identidad peptidica (30 %)
y valores reducidos de especificidad (19.2 %), VPP (53.3 %) y VPN (62.5 %).

Para P. aeruginosa, los cuatro picos identificados presentaron baja cobertura (50-61 %).
El pico 2,215.36 m/z mostr6 alta sensibilidad (96.0 %) y VPN (87.5 %), pero baja
especificidad (38.9 %) y VPP (68.6 Los picos 3,175.54, 3,604.36 y 3,619.43 m/z
mostraron alta especificidad (100 %, 94.4 % y 88.9 %, respectivamente) y VPP (100 %,
88.9 % y 85.7 %, respectivamente), pero baja sensibilidad (24 %, 32 % y 48 %,
respectivamente) y bajo VPN (48.6 %, 50 %, y 55.2 %, respectivamente).
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Tabla 7. Identidad peptidica de biomarcadores potenciales

Significancia de Cobertura
Picos biomarcador tedrico de  Gensibilidad Especificidad VPP VPN
. . . teoricos . . Mascot  Secuencia
Especies y grupo de clasificacion n) Identidad peptidica score peptidica
noomi ABC . p (%) (%) %) (%)
(%)
Enterococcus spp.
ERV (n=14) vs ESV (n=18) 125 5 3,446.67 090 <0.001 Protein translocase subunit SecE 23 50 64,3 88,9 81,8 76,2
3,788.51 0.90 <0.001 Small toxic polypeptide LdrD 28 97 66,7 100,0 100,0 70,0
5221.62 090 <0.001 UPF0391 membrane protein BP 1737 32 96 66,7 92,7 923 684
526324 0.90 <0.001 UPF0391 membrane protein BP 1737 32 94 77,8 78,6 82,4 733
6,348.99 0.92 <0.001 D-alanyl carrier protein 31 71 71,4 88,9 83,3 80,0
Biopelicula, Productor (n =4) vs =15, Na NA NA NA NA NA NA NA NA NA
no productor (n = 6)
Staphylococcus aureus
SARM (n=26) vs SASM (n =28) 117 4 3,590.93 093 <0.001 ATP synthase subunit ¢ 23 45 70,4 100,0 100,0 76,5
5,458.31 0.89 <0.001 Small, acid-soluble spore protein I 29 71 51,9 100,0 100,0 66,7
6,579.99 091 <0.001 Lantipeptide Flv beta.d 36 96 77,8 88,5 87,5 793
661947 081 <0001 2>3-tetrahydropyridine-2,6- 29 30 88,9 19,2 533 62,5
dicarbolate N-acetyltransferase
Biopelicula, productor (n =11)vs g9 5 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
no productor (n = 13)
Pseudomonas aeruginosa
MDR (n = 25) vs non-MDR (n = 88 4 221536 094 <0.001 Cytochrome PQQ synthesis protein A 23 59 96,0 38,9 68,6 87,5
13) 3,17554 093 <0001 UPF0391 membrane protein 24 61 24,0 100,0 1000 486
Avin_10980
3,604.36  0.80 <0.001 Protein translocase subunit SecE 23 50 32,0 94,4 88,9 50,0
3,61943 0.88 <0.001 Large ribosomal subunit protein bL32 23 54 48,0 88,9 85,7 552

ERV, Enterococcus spp resistente a vancomicina; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ESV, Enterococcus spp susceptible a vancomicina; SASM, Staphylococcus aureus susceptible a

meticilina; ABC, Area bajo la curva; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.
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7.7 Respuesta inmune in vitro de PBMC co-cultivadas con biopelicula y células

planctonicas de Gram positivas del grupo ESKAPE

7.7.1 Viabilidad y activacion celular

Se evaluo la viabilidad de PBMC de donadores sanos co-cultivadas con ERV y SARM
productoras fuertes de biopelicula, tanto en su forma planctonica como biopelicula madura
a las 24 h (Figura 28). Los co-cultivos con SARM en ambos estados mantuvieron su
viabilidad (~80 %), comparable a PBMC sin estimulo (81.1 %) o con ConA (80.9 %). El
co-cultivo con biopelicula de ERV también presentd viabilidad similar (81 %), mientras

que con ERV planctoénicas se observo una disminucidn no significativa en la viabilidad

celular (74.7 %) (p > 0.05).
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Figure 28. Viabilidad de las PBMC en co-cultivo con bacterias planctonicas y la biopelicula producida
por A) S. aureus 'y B) E. faecalis. Las PBMC no estimuladas se utilizaron como controles negativos,
mientras que las PBMC estimuladas con concanavalina A (ConA) se utilizaron como controles positivos
de activacion (n=8).
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En cuanto a activacion celular por CD69, los co-cultivos con SARM (plancténica y
biopelicula) mostraron activacion significativa (p < 0.0001) respecto al control sin
estimulo, sin diferencias entre ambos estados bacterianos (p > 0.999). En contraste, el co-
cultivo con ERV en estado planctonico indujo activacion significativa (p = 0.004),
mientras que su forma en biopelicula no gener6 cambios respecto al control. Ademas, se
observo diferencia significativa entre PBMC co-cultivadas con ERV planctonica y en

biopelicula (p = 0.017) (Figura 29).
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Figura 29. Expresion del marcador de activacion temprana CD69 en PBMC estimuladas durante 24 h con
bacterias planctonicas y biopeliculas maduras de S. aureus y E. faecalis. Las PBMC no estimuladas se

utilizaron como controles negativos, mientras que las PBMC estimuladas con concanavalina A se utilizaron

como controles positivos de activacion (n=8). *, p < 0.05; *, p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001.
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7.7.2 Determinacion de citocinas proinflamatorias

Las PBMC estimuladas con ConA secretaron mayores niveles de IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10
y TNF-a en comparaciéon con el control sin estimulo, aunque solo IL-8 alcanzo
significancia (p < 0.05). La secrecion de IL-12p70 fue mayor en el control sin estimulo,

aunque sin significancia (p > 0.999).

En co-cultivos con SARM, la biopelicula indujo mayor secrecion de todas las citocinas
evaluadas en comparacion con la forma planctonica. Las interleucinas IL-8, IL-1p e IL-
12p70 presentaron diferencias significativas (p < 0.05), mientras que IL-6 e IL-10
mostraron mayor significancia (p < 0.01). La secrecion de TNF fue mayor pero no
significativa (p > 0.999). Comparado con el control sin estimulo, las PBMC expuestas a
biopelicula mostraron niveles significativamente mas altos de IL-8, IL-1B, y TNF (p <

0.01). Por el contrario, IL-12p70 fue mayor en PBMC sin estimulo (p <0.01) (Figura 30).

En los co-cultivos con ERV, IL-1B, IL-8 ¢ IL-10 fueron mas abundantes en la forma
planctonica, aunque solo IL-10 e IL-12p70 alcanzaron significancia (p < 0.01 y p <0.05,
respectivamente). El co-cultivo con biopelicula indujo mayor TNF que el control (p <

0.05), mientras que IL-12p70 fue mayor en el control sin estimulo (p < 0.05) (Figura 31).
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Figura 30. Liberacion de citocinas (IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-12P70) en co-cultivos de PBMC con S. aureus en estado planctonico y formando biopelicula
madura de 24 h. ANOVA de una via no paramétrica con prueba de posthoc de Dunns *, p <0.05; *, p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001
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Figura 31. Liberacion de citocinas (IL-8, IL-1f, IL-6, IL-10, TNF e IL-12P70) en co-cultivos de PBMC con E. faecalis en estado planctonico y formando biopelicula

madura de 24 h. ANOVA de una via no paramétrica con prueba de posthoc de Dunns *, p <0.05; *, p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001
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8 Discusion

La aparicion y propagacion de bacterias resistentes en IAAS representa un importante
problema de salud publica a nivel mundial (Mulani et al., 2019). Entre los principales
agentes etioldgicos destacan las bacterias del grupo ESKAPE, que incluyen ERV, SARM,
ERC, ABRC y P. aeruginosa MDR (Ayobami et al., 2022). Estas bacterias poseen la
capacidad formar biopeliculas, que estan conformadas por células bacterianas embebidas
en una matriz polimérica extracelular, y que actiian como barrera fisica ante antibidticos
y respuestas inmunes, facilitando su persistencia y resistencia (Pandey et al., 2021). En
los ultimos afios, la espectrometria de masas MALDI-TOF se ha posicionado como una
herramienta util no solo para la identificacion bacteriana rapida, sino también para la
deteccion de perfiles de resistencia antimicrobiana y de produccion de biopelicula (Flores-
Trevifo et al., 2019; Florio et al., 2020; Vrioni et al., 2018). Por otra parte, la mayoria de
los estudios se han centrado en bacterias en estado planctonico, y existe escasa
informacion sobre la respuesta inmune frente a biopeliculas bacterianas, especialmente de
patogenos ESKAPE (Kaya et al., 2021). Por lo tanto, este estudio se plante6 como objetivo
determinar la prevalencia de aislamientos del grupo ESKAPE durante cuatro afios de
vigilancia en un hospital de tercer nivel del noreste de México, y caracterizar su capacidad
de formacion de biopelicula, su resistencia antimicrobiana e identificacion de
biomarcadores mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS, asi como evaluar la

respuesta inmune in vitro de PBMC humanas frente a biopeliculas y formas planctonicas.

A pesar de los esfuerzos por capacitar al personal sanitario sobre el uso adecuado de
equipos de proteccion personal (EPP) y protocolos de higiene, la pandemia probablemente
desvid la atencion de las medidas estandar de prevencion y control de infecciones, lo que
contribuyd a un aumento en la incidencia de las IAAS (Barchitta et al., 2023; Cole &
Barnard, 2021). Un estudio en paises de América Latina reportdé que en México se
identificaron 1,042 pacientes con al menos un microorganismo causante de infeccion, el
12,8 % presentaron A. baumannii, 11,6 % para P. aeruginosa, 11,6 % para K. pneumoniae,
3,5 % para S. aureus, 1,2 % para E. faecium, 1,2 % de E. faecalis, y 1,2 % de E. cloacae

(Huerta-Gutiérrez et al., 2019). En comparacion, nuestro estudio mostr6 una prevalencia
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mas alta de patogenos ESKAPE en pacientes de UCI, con 16,6 % de A. baumannii, 16,0
% de P. aeruginosa, 14,0 % de K. pneumoniae, 13,3 % de S. aureus, 6,4 % de
Enterococcus spp, y 4,5 % de E. cloacae. También informaron una mayor prevalencia de
IAAS en pacientes masculinos (59 %, n = 79) en comparacion con mujeres (41 %, n = 55)
(Awuor et al., 2023). Nuestros hallazgos coinciden, determinando que el 62,6 % de las

infecciones se produjeron en hombres, mientras que el 37,4 % fue en mujeres.

Los casos graves de infeccion por SARS-CoV-2 se asocian con un mayor riesgo de I[AAS,
especialmente entre los pacientes ingresados en la UCIL. Un estudio de 2020 identifico
1,509 TAAS asociadas a la UCI, siendo K. pneumoniae (17 %), Enterococcus spp (15 %)
S. aureus (13 %) y A. baumannii (12 %) los patégenos méas comunes (Freire et al., 2023).
De manera similar, otro estudio reportd que durante la pandemia las infecciones mas
frecuentes de bacterias Gram negativas y positivas fueron A. baumannii (52 %)y S. aureus
(32 %), respectivamente (Duran-Manuel et al., 2021). Nuestros hallazgos son consistentes
con estos estudios, ya que 4. baumannii fue el patdgeno Gram negativo mas frecuente en
la UCI (25,4 %) y S. aureus fue el patdgeno Gram positivo mas comun tanto en la unidad

COVID-19 como en la UCI, con 17,7% y 14,1%, respectivamente.

Algunos estudios sugieren que la prevalencia de bacterias multirresistentes o infecciones
asociadas a la atencion médica disminuy6 durante la pandemia debido a las medidas de
higiene intensificadas (Bentivegna et al., 2021). Sin embargo, nuestro estudio observé una
tendencia diferente. Aunque la incidencia general de infecciones asociadas a la atencion
médica disminuyd, las infecciones bacterianas multirresistentes aumentaron,
probablemente debido uso inadecuado de agentes antimicrobianos durante la pandemia
(Lai et al., 2021). Por ejemplo, nuestro estudio encontrdé una mayor prevalencia de ERV
(10,7 %) en comparacion con informes anteriores (Jabbari Shiadeh et al., 2019). Con
respecto a SARM, las tasas de resistencia varian a nivel mundial; en Argentina es del 88
%, en México es del 38 % y en Brasil varia del 4,5 al 8,6 % (Paes Leme et al., 2021). En
nuestro estudio, encontramos una tasa de resistencia del 24,6 % a meticilina, menor

comparado con los datos informados previamente para México.
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A nivel mundial, la prevalencia de ABRC promedia el 72,4 %, aunque varia
significativamente segun la region, con informes que van del 1 al 81,7 % (Ayobami et al.,
2022). En nuestro estudio, el 42,3 % de los aislamientos de A. baumannii fueron
resistentes a los carbapenémicos. De manera similar, un estudio de los Estados Unidos
informo6 que el 27,5 % (n = 523) de las infecciones por P. aeruginosa involucraron cepas
MDR, mientras que nuestros datos mostraron que el 17,8 % (n = 91) de las infecciones

por P. aeruginosa fueron MDR (Tabak et al., 2019).

La resistencia a los antimicrobianos y la produccion de biopeliculas en bacterias es un
problema grave en todo el mundo, que causa altos costos econémicos y carga de salud
(Goelz & Kuofie, 2020). La produccion de biopeliculas se asocia con una colonizacion
estable y de largo plazo, protegiendo a los microorganismos del sistema inmune del
huésped a través de la inmunomodulacion y secrecion de moléculas con actividad
antimicrobiana. Esto conlleva un gran impacto en la salud publica al demostrar que las
biopeliculas persisten en superficies y tejidos causando infecciones cronicas. Sin embargo,
también tienen efectos benéficos, por ejemplo, pueden usarse como agentes de control
bioldgico contra fitopatdgenos y biofertilizantes, mejorando la produccion de cultivos

(Grande et al., 2020; Muhammad et al., 2020).

En nuestro estudio, la produccion de biopeliculas fue del 35,7 % en aislados de ERV. Un
estudio previo reportd casi el 20 % de produccion de biopeliculas en aislados de
Enterococcus sp., independientemente de su perfil de susceptibilidad (Shridhar &
Dhanashree, 2019). De manera similar a nuestros resultados, la resistencia a farmacos y
la produccion de biopeliculas no pudieron estar asociadas en las cepas de Enterococcus.
Mientras que para SARM, encontramos que 11 (45,8 %) eran productores de biopeliculas,
este valor es mas alto en comparacion con lo informado por Abd El-hamid y colaboradores
en 2020, quienes determinaron que el 20,3 % de 32 muestras clinicas de SAMR eran

productores de biopeliculas (Abd El-hamid et al., 2020; Pandey et al., 2021).

La busqueda de picos biomarcadores en los espectros de masas generados al realizar la

identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF agilizaria el proceso de subtificacion, asi
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como también en la busqueda de cepas resistentes a antibidticos o productoras de
biopelicula (Calderaro & Chezzi, 2024). La comparacion de ERV contra ESV arrojé cinco
picos de biomarcadores potenciales, dos (3,446.67 y 6,348.99 m/z) en el grupo ERV, los
cuales son similares a algunos reportados en la literatura, se ha reportado un pico de
3,454.44 m/z, similar a nuestro pico de 3,446.67 m/z, mientras que el pico encontrado de
6,348.99 m/z se ubica entre 2 picos de biomarcadores reportados siendo estos de 6,342 y
6,356 m/z (Sabencga et al., 2020; Wang et al., 2021). Los picos encontrados en ESV
obtuvieron los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad, sin embargo,
no existen reportes de picos de biomarcadores en este grupo de bacterias, solo se han
enfocado en picos presentes en ERV. En el caso de SARM contra SASM, se determind
una diferencia significativa en 4 de los 117 picos tedricos, todos ellos fueron encontrados
en el grupo SASM. Aunque no existen reportes de que estos picos estén ausentes en
SARM, un estudio encontrd que existia un probable pico de biomarcador de 6,590 m/z en
el grupo SARM, nosotros determinamos la existencia de un pico de 6,579 m/z similar a
los reportados, sin embargo, el pico de biomarcador encontrado en este trabajo estuvo
presente en SASM (Yu et al., 2022). Para P. aeruginosa MDR contra no-MDR, se
encontr6 una diferencia significativa en 4 de los 88 picos tedricos, todos ellos se
encontraron en el grupo MDR. No existen reportes en la literatura que sean similares a
nuestros resultados, sin embargo, si existen estudios en donde se buscaron picos de
biomarcadores para la deteccion de cepas altamente virulentas como ST175, determinaron
que los picos de 6,911 y 7,359 m/z sirven para la radpida identificacion de esta cepa (Mulet
etal.,2021). Se determino la presencia o ausencia de picos de biomarcadores tedricos para
resistencia a antibioticos, esto indica que existe un patrdn caracteristico de picos de
resistencia para SARM, ERV y P. aeruginosa MDR. La posibilidad de identificar
proteinas podria entender la patogénesis de las bacterias y sus mecanismos de resistencia

(Vrioni et al., 2018).

No fue posible identificar picos biomarcadores potenciales para la busqueda de cepas
SARM y ERV productores de biopelicula; esto puede deberse al bajo nimero de muestras
evaluadas en los grupos productores de biopelicula y no productores de biopelicula.

Ademés, actualmente el enfoque metodologico aplicado para identificar la produccion de
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biopelicula mediante MALDI TOF es diferente al realizado en este estudio; algunos
reportes han comparado la produccion de biopelicula utilizando los espectros de masas de
diferentes especies bacterianas, lo que no generaria la informacion necesaria para realizar
una identificacion rapida de especies productoras de biopelicula y no productoras de

biopelicula (Ozdikmenli Tepeli et al., 2023).

Se identifico la probable identidad peptidica de los picos biomarcadores potenciales de la
resistencia antibidticos identificados en S. aureus, E. faecalis y P. aeruginosa. La
literatura indica que la mayoria de picos presentes en los espectros de masas generados
por MALDI-TOF pertenecen a proteinas ribosomales (Suarez et al., 2013), sin embargo,
en este estudio la identidad peptidica encontrada no correspondid a proteinas ribosomales
o relacionadas a la resistencia a antibidticos. Ademas, se calcularon los valores de
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, la literatura indica que un valor aceptable es >
80 % (Plante & Vance, 1994), sin embargo, en este estudio no se encontré6 un pico
biomarcador tedrico con valores por encima de 80 % en los 4 valores. Los picos
biomarcadores potenciales encontrados solo cumplieron con un valor > 80 % en 2 de los
4 de los valores calculados, esto nos sugiere que se deberia realizar un estudio con una N
mayor para determinar si estos probables picos biomarcadores pueden ser utilizados para

la identificacion de SARM, ERV y P. aeruginosa MDR.

Las bacterias con la capacidad de formar biopelicula son las responsables de la mayoria
de las infecciones cronicas que llegan a durar décadas en los pacientes, y la mayoria de
los estudios relacionados a como reacciona el sistema inmune a las infecciones bacterianas
esta enfocado a bacterias planctonicas. Por esta razon se evalu6 la activacion del sistema
inmune in vitro en PBMC co-cultivadas con biopeliculas maduras de 24 h de S. aureus
resistentes a meticilina y E. faecalis resistentes a vancomicina. Se evalud la viabilidad
celular de las PBMC después de 24 h de co-cultivo, en este estudio se determind que en
SARM no habia diferencias en la viabilidad comparado con las PBMC sin estimulo y
estimuladas con ConA (p < 0.05), mientras que para ERV se observo una disminucién en
la viabilidad de PBMC co-cultivadas con bacterias planctonicas, sin embargo, no fue

significativa (p <0.05), similar a estos resultados, Kaya y colaboradores determinaron que
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las PBMC co-cultivadas con bacterias planctonicas y biopelicula de P. aeruginosa y S.
epidermidis no presentaban disminucion en su viabilidad (Kaya et al., 2020, 2021). Otros
grupo de trabajo realiz6 un estudio similar, y reportaron un 75,5 % de viabilidad en los
co-cultivos de SARM con PBMC, en este estudio encontramos una viabilidad mayor, de
aproximadamente el 80,0 % (Gheitasi et al., 2024). La disminucion en la viabilidad con
bacterias plancténicas de ERV podria deberse a una alta densidad de crecimiento
bacteriano durante las 24 h de co-cultivo, porque, estudios han revelado que en la sangre
se pueden identificar genes 16s que indicaria la presencia de bacterias, y se encontrd que
el 93,74 % de las bacterias presentes en la sangre completa se encontrarian en la capa
leucocitaria; misma en donde podemos encontrar a las PBMC, esto indica que dichas

células estan en contacto con bacterias sin afectar su funcion o viabilidad (Paissé et al.,

2016).

Posterior a observar que las PBMC presentaban viabilidad celular al ser co-cultivadas con
bacterias planctonicas y biopelicula se evalud si estas también eran activadas evaluando
el marcador de activacion temprana CD69. Se observo que los co-cultivos de 24 h SARM
en estado planctonico y biopelicula presentaron activacion celular comparado con las
PBMC sin estimulo (p < 0.0001), sin embargo, entre co-cultivos no fue significativo (p >
0.05). Mientras que, las PBMC co-cultivadas con ERV planctonica fue la que presento
activacion celular comparado con el co-cultivo con biopelicula de ERV y PBMC sin
estimulo (p < 0.01). Kaya y colaboradores, reportaron que P. aeruginosa presentaba una
activacion similar en co-cultivos de PBMC con bacterias planctonicas y formando
biopelicula (p > 0.05), mientras que en S. epidermidis se observé un aumento en la
activacion cuando las PBMC eran co-cultivadas con bacterias planctonicas. Las
diferencias en cuanto a activacion entre cepas bacterianas y tipo de co-cultivo lo atribuyen
a la estructura tridimensional de la biopelicula, mencionan que P. aeruginosa tiene forma
de torre u hongo y presentan canales a través de los que las PBMC podrian acceder al
interior de la biopelicula e interactuar con las bacterias incrustadas dentro, mientras que
S. epidermidis tiene una estructura compacta y plana lo que dificultaria la interaccion
PBMC-bacteria (Kaya et al., 2020, 2021). De manera similar, se ha descrito que S. aureus

presenta estructura de torre u hongo, mientras que E. faecalis tiene forma compacta y
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plana, esto indicaria que nuestros resultados de activacion celular concuerdan a lo
reportado en bacterias distintas pero con una estructura tridimensional similar a las

evaluadas en este estudio (Peng et al., 2023; Rather et al., 2021).

Evaluar la secrecion de las citocinas por las células del sistema inmune co-cultivadas con
bacterias planctonicas o biopelicula es de gran importancia para conocer el estado
inflamatorio inducido por las distintas fases bacterianas. Se ha reportado que en células
de queratinocitos humanos estimuladas con bacterias planctonicas y biopelicula de S.
aureus indujo una expresion mayor de IL-1B, IL-6 y TNF-a en los co-cultivos de PBMC
con biopeliculaalas 4 h (p <0.01), sin embargo, este efecto cambio a las 24 h de estimulo,
encontrando una mayor secrecion en el co-cultivo con bacterias planctonicas en IL-1f e
IL-6 (» <0.01). Estos cambios se relacionaron a que a las 24 h comenzaria una apoptosis
temprana lo que reduciria la expresion proteica (Secor et al., 2011). En nuestro estudio,
evaluamos la secrecion de citocinas en co-cultivos de PBMC con bacterias planctonica y
biopelicula de SARM, encontramos que los niveles de IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-12p70
fueron mayores en PBMC estimuladas con biopelicula (p <0.05), mientras que, TNF tuvo
una mayor secrecion cuando las PBMC estuvieron en contacto con biopelicula, sin
embargo, esta diferencia no fue significativa (p > 0.05). Similar a nuestros resultados,
Gheitasi y colaboradores evaluaron la secrecion de citocinas en co-cultivos de PBMC con
SARM en estado planctonico y de biopelicula, determinaron que IL-8, IL-1f e IL-6 tenian
mayores niveles en las PBMC estimuladas con biopelicula, mientras que IL-12 y TNF fue
mayor en las planctonicas, sin embargo, no existieron diferencias significativas en
ninguna de estas citocinas proinflamatorias (p > 0.05). Las diferencias encontradas en lo
reportado y nuestros resultados podria atribuirse a la cantidad de PMBC utilizadas,
nosotros utilizamos 4x10° células/pocillo, mientras que, Gheitasi y colaboradores

utilizaron 0,5x10 células/pocillo (Gheitasi et al., 2024).

En este estudio se observaron diferencias significativas en la secrecion de IL-8, IL-1p, IL-
6 y TNF en los co-cultivos de PBMC estimuladas con E. faecalis biopelicula madura no
tuvo diferencias, mientras que IL-10 e IL-12p70 presentaron un aumento significativo

cuando las PBMC fueron estimuladas con la biopelicula de E. faecalis (p < 0.05). No
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existen reportes donde se evalue las diferencias en cuanto a secrecion de citocinas en
PBMC estimuladas con biopelicula de E. faecalis. Sparo y colaboradores evaluaron
propiedades inmunomoduladoras de extractos de pared celular de E. faecalis CECT7121,
reportaron que PBMC estimuladas con E. faecalis inactivada por calor y el extracto de la
pared celular indujeron una mayor secrecion de IL-6, [L-10, IL-12 y TNF que en el control
sin estimulo y con LPS (Sparo et al., 2014), estos resultados no concuerdan con lo
reportado en nuestro estudio debido a que encontramos que el co-cultivo con E. faecalis
en estado planctonico indujo menor activacion comparado con las PBMC sin estimulo,
estimuladas con biopelicula y con ConA, la discrepancia puede deberse al estado en que

se utilizé E. faecalis al momento de realizar los co-cultivos.

La biopelicula de S. aureus puede modificar el microambiente al unirse a una superficie e
inducir una respuesta antiinflamatoria (IL-10) para favorecer su persistencia, mientras que
el sistema inmunitario podria inducir una respuesta proinflamatoria (IL-8, IL-1p, IL-6, IL-
12p70 y TNF) para iniciar una respuesta inmunitaria adaptativa, sin embargo, algunos
estudios han reportado que las bacterias tienen mayores UFC al ser co-cultivados con
sobrenadantes obtenidos al estimular PBMC con bacterias planctonicas o de biopelicula,
esto sugiere que las bacterias podrian reconocer la presencia de componentes inmunitarios
del huésped y utilizarlos a su favor para promover su propia persistencia (Kaya et al.,
2020, 2021; Scherr et al., 2014). La informacion sobre la respuesta inmune en contra de
biopelicula de E. faecalis es escasa, algunos estudios han evaluado la actividad de algunas
células del sistema inmune, han reportado que los monocitos infectados con biopelicula
de E. faecalis inducen una menor secrecion de citocinas proinflamatorias (Daw et al.,
2012), esto concuerda con nuestros resultados al observar que es mayor la media de
secrecion de TNF-a en PBMC co-cultivadas con bacterias planctonicas, sin embargo, para

IL-6 fue menor la secrecion (p > 0.05).

Una limitacidon de este estudio es que no se realizaron pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos para todas las bacterias aisladas de las infecciones asociadas a la atencion
médica entre 2019 y 2022. Dichas pruebas generalmente se solicitan cuando se sospecha

un patdogeno especifico en funcion de las manifestaciones clinicas, en lugar de por
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colonizacion o contaminacion (Bayot & Bragg, 2021). Ademas, el enfoque en el
diagnostico y tratamiento del SARS-CoV-2 durante la pandemia puede haber contribuido

a la disminucidn observada en el aislamiento de la cepa ESKAPE (Mirzaei et al., 2020).
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9 Conclusiones

Durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2019 y el 31 de diciembre de 2022,
se identificaron 3,196 IAAS en un hospital de tercer nivel del noreste de México. Las
especies bacterianas mas prevalentes fueron E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa, K.
pneumoniae 'y S. aureus, que en conjunto representaron mas del 75 % de los aislamientos
clinicos. En particular, en el area COVID-19 y la UCI, se observaron diferencias en la
distribucion de especies, siendo P. aeruginosa, K. pneumoniae y S. aureus las mas

frecuentes en area COVID-19, mientras que 4. baumannii predominé en UCL

De 1,488 aislamientos de IAAS analizados, 458 cepas (30.8 %) fueron resistentes a
antibioticos y clasificadas dentro del grupo ESKAPE. La resistencia mas frecuente

correspondio a ABRC, que represent6 el 49.1 % de los casos.

A través del andlisis de espectros de masas MALDI-TOF y el uso del software
ClinProTools, se identificaron cinco picos potenciales como biomarcadores de resistencia
en Enterococcus spp., cuatro en S. aureus y cuatro en P. aeruginosa. Los mejores
candidatos, por sus valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, fueron los picos
3,788.51, 5,221.62 y 5,263.24 m/z en Enterococcus spp.y 6,579.99 m/z en S. aureus. En
contraste, no se identificaron picos biomarcadores diferenciadores para la produccion de

biopelicula en cepas Gram positivas.

La evaluacion fenotipica reveld que 5 de los 14 aislamientos de ERV y 11 de los 24 SARM
fueron productores de biopelicula, en su mayoria con intensidad débil o moderada. Sin
embargo, el andlisis espectral no permitié distinguir entre cepas productoras y no
productoras, y el andlisis de componentes principales no mostrd agrupamientos

diferenciales.

En los ensayos funcionales con PBMC, se observd que el co-cultivo con biopeliculas y
formas planctonicas de SARM no afect6 la viabilidad celular, mientras que las formas
planctonicas de ERV indujeron una ligera disminucién, aunque sin significancia

estadistica. En cuanto a la activacion celular, SARM en ambos estados morfologicos
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indujo una activacion significativa de PBMC (p < 0.0001), sin diferencias entre formas
planctonicas y biopelicula. En contraste, las formas planctonicas de ERV mostraron

mayor capacidad de activacién en comparacion con la biopelicula (p = 0.017).

Finalmente, los analisis de expresion de citocinas revelaron que el co-cultivo con
biopeliculas de SARM indujo una mayor secrecion de IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10 y IL-
12p70, con significancia estadistica en todos los casos excepto para TNF-B (p > 0.999).
En ERYV, la secrecion de IL-10 e IL-12p70 fue significativamente mayor en las
condiciones planctonicas, mientras que IL-8, IL-1PB, IL-6 y TNF no presentaron

diferencias significativas entre ambos estados.

Estos hallazgos destacan la alta prevalencia de bacterias multirresistentes en IAAS, asi
como el valor potencial de los perfiles proteicos como herramienta complementaria para
el diagnostico de resistencia antimicrobiana. Ademas, se resalta la importancia del estado
morfoldgico de las bacterias (planctonico o biopelicula) en la modulacion de la respuesta
inmunitaria in vitro, lo que podria tener implicaciones en el disefio de estrategias

terapéuticas e inmunomoduladoras.
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10 Perspectivas

Disefiar una metodologia para la busqueda de picos biomarcadores potenciales para la
caracteristica de produccion de biopelicula. Las bacterias se encontraban en fase
plancténica al momento de identificarlos en el MALDI-TOF, esta podria ser la razén
de no encontrar diferencias entre los grupos productores y no productores de
biopelicula.

Determinar las subpoblaciones celulares a las 24 h de co-cultivo de PBMC estimuladas
con bacterias planctonicas y biopeliculas maduras.

Evaluar si las PBMC logran ingresar a la biopelicula madura mediante Microscopia
Laser Confocal. Observando los distintos planos con el microscopio podriamos
determinar si las PBMC logran ingresar a la biopelicula, asi como también estimar la

cantidad de células que interactuan con las bacterias.
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