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Resumen 

Luis Jacob Romero Chávez       Fecha de graduación:  marzo 2026 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Ciencias Químicas 

Título del estudio: EVALUACIÓN DEL EFECTO SINÉRGICO DE 

ANTIMICROBIANOS EN LA BIOPELÍCULA DE AISLAMIENTOS CLÍNICOS 

DE Pseudomonas aeruginosa. 

Número de páginas: 169 Candidato para Grado de Maestro en 

Ciencias con Orientación en Farmacia. 

 

Área de estudio: Estudio de compuestos con actividad farmacológica.  

Propósito y método de estudio: La resistencia antimicrobiana es un problema de salud 

pública a nivel mundial. Uno de los principales patógenos involucrados es Pseudomonas 

aeruginosa, un microorganismo con una extensa variedad de mecanismos de resistencia 

y una capacidad de adaptación y supervivencia notable. La producción de biopelícula es 

uno de los más preocupantes. Es por esto que la búsqueda de opciones terapéuticas para 

tratar infecciones asociadas a la producción de biopelícula se vuelve necesaria. Para ello 

se caracterizaron fenotípica y genómicamente aislamientos clínicos de P. aeruginosa 

resistentes a carbapenémicos mediante distintas técnicas. Se identificaron por medio de 

PCR, se evaluó el perfil de susceptibilidad por microdilución en caldo y se buscó la 

producción de carbapenemasas con la prueba de Carba NP. Posteriormente, se evaluó la 

producción de biopelícula con el método de cristal violeta y se determinó el perfil de 

susceptibilidad sobre la misma. Además, se evaluaron combinaciones de antibióticos 

sobre las células de biopelícula utilizando el método del tablero. Por último, se realizó la 

secuenciación del genoma completo de los aislamientos para establecer la relación entre 

el fenotipo observado y el genoma. 

Contribuciones y conclusiones: Se caracterizaron fenotípica y genómicamente 38 

aislamientos clínicos de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Se evaluó el efecto 

de nueve combinaciones de antibióticos sobre aislamientos productores de biopelícula, y 

se obtuvo efecto de sinergia en las combinaciones con imipenem/relebactam y 

ceftazidima/avibactam con cefepime. Los resultados de las combinaciones evidencian el 

potencial como alternativas terapéuticas frente a la biopelícula. 

 

 

____________________________     ___________________________ 

Dr. Julio Adrián Martínez Meléndez       Q.F.B. Luis Jacob Romero Chávez 

Asesor   Candidato 
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1 ANTECEDENTES 

1.1 Resistencia antimicrobiana  

La resistencia antimicrobiana (RAM) se ha vuelto un problema de salud pública a 

nivel global; se prevé una cifra de 10 millones de muertes en todo el mundo para el año 

2050 en caso de no ser atendida (1). La RAM se produce cuando los microorganismos no 

responden a los tratamientos con antimicrobianos, lo que permite que el microorganismo 

sobreviva dentro del huésped (2). Las consecuencias de no abordar la RAM se agravan, 

como en la era preantibiótica, cuando las infecciones relacionadas con el parto, cirugías y 

las fracturas expuestas podían ser potencialmente mortales (3). 

El descubrimiento de la penicilina en 1928, por Alexander Fleming, permitió la 

introducción de los antibióticos en la práctica clínica como una terapia que reducía de 

manera significativa la mortalidad asociada a las infecciones. El desarrollo a gran escala 

tuvo lugar en los Estados Unidos durante la Segunda Guerra Mundial, de 1939 a 1945. 

Este acontecimiento constituyó uno de los mayores avances médicos del siglo XX, 

marcando el inicio de la “época dorada” de los antibióticos (4,5); sin embargo, el primer 

caso de RAM se describió poco después del descubrimiento de la penicilina cuando se 

informó sobre una cepa de Escherichia coli capaz de inactivar la penicilina mediante la 

producción de una penicilinasa (6). La penicilina y sus derivados (cefalosporinas y 

carbapenémicos) constituyen la clase más numerosa de antibióticos en uso. Desde 

entonces se han desarrollado alrededor de 150 nuevos antibióticos (Figura 1) y su uso 

generalizado y excesivo ha dado lugar al desarrollo de altos niveles de RAM, e incluso la 

aparición de “superbacterias” (7). 
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Figura 1. Cronología que destaca los descubrimientos más importantes sobre antibióticos 

y la aparición de cepas resistentes (3). 

En relación con la situación crítica de la RAM, la OMS actualizó la lista de patógenos 

prioritarios en 2024. Esta se basa en diez criterios para establecer la prioridad, los cuales 

son: mortalidad, el problema que representan en el ámbito de la salud o comunidad, 

prevalencia de la resistencia, tendencia de la resistencia a 10 años, transmisibilidad, 

previsibilidad en la comunidad y entorno sanitario, tratabilidad y desarrollo de nuevos 

tratamientos. La lista está conformada por tres categorías: siendo la prioridad crítica la de 

mayor relevancia, seguida de alta y media. La lista de prioridad crítica incluye a 

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos; Enterobacterales resistentes a 

carbapenémicos; Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de tercera generación y 

Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina. La prioridad alta incluye a 

Salmonella enterica serotipo Typhi resistente a fluoroquinolonas; Shigella spp. resistente 

a fluoroquinolonas; Enterococcus faecium resistente a vancomicina; Pseudomonas 

aeruginosa resistente a carbapenémicos; Salmonella no tifoidea resistente a 

fluoroquinolonas; Neisseria gonorrhoeae resistente a fluoroquinolonas y cefalosporinas 

de tercera generación y Staphylococcus aureus resistente a meticilina. El grupo de 

prioridad media incluye a estreptococos del grupo A y Streptococcus pneumoniae 

resistentes a macrólidos; Haemophilus influenzae resistente a ampicilina y estreptococos 

del grupo B resistentes a la penicilina (8).  
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Algunos de los microorganismos incluidos en estas listas forman parte del grupo 

ESKAPE, un acrónimo utilizado para referirse a Enterococcus spp., Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp y 

Escherichia coli (9).En la actualidad, este grupo de patógenos son los principales agentes 

causales de Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud (IAAS) en todo el mundo, y 

la mayoría presentan un fenotipo de multidrogorresistencia (MDR).  

Entre los patógenos que conforman al grupo ESKAPE, P. aeruginosa es uno de los 

principales agentes causales de IAAS. Una de las características clave es su habilidad para 

desarrollar resistencia a casi todos los antibióticos disponibles mediante la selección de 

mutaciones cromosómicas y la adquisición de determinantes de resistencia mediante la 

transferencia horizontal de genes (THG). Este microorganismo es extremadamente 

versátil y puede crecer en diversos entornos como la piel, huesos, tejidos subcutáneos, 

oídos, tracto urinario, pulmones y válvulas cardíacas; pero también en el agua o los 

alimentos. En los hospitales P. aeruginosa causa infección en pacientes 

inmunodeprimidos o a aquellos con heridas quirúrgicas, quemaduras o que necesitan 

ventilación mecánica (10). 

1.2 Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud 

Las IAAS son infecciones adquiridas durante la atención en un hospital o centro 

de atención médica (11). El Centro para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) 

define a las IAAS como infecciones localizadas o sistémicas provocadas por un agente 

infeccioso que no se encontraban en incubación o latencia antes de acudir al centro de 

atención médica (12). Para cumplir la definición de IAAS, estas se deben presentar 

transcurridas 48 horas desde el ingreso al centro de atención médica y hasta 30 días 

después de haber recibido atención(13). Las IAAS pueden ser causadas por agentes 

infecciosos tanto de fuentes endógenas como la piel, tracto gastrointestinal, cavidad bucal 

y nariz, así como de fuentes exógenas como el propio personal del salud, dispositivos 

médicos o el entorno de atención médica (12). Cifras del CDC estiman que alrededor de 

1.7 millones de pacientes hospitalizados adquieren una IAAS y que más de 98,000 mueren 

a causa de ello (14). En los países con altos ingresos 7 de cada 100 pacientes hospitalizados 

adquieren IAAS, mientras que esta cifra se eleva a 10 en países en vías de desarrollo (15). 
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El CDC establece once categorías de IAAS (12); sin embargo, las infecciones más 

comunes son: neumonías (27.9%), infecciones gastrointestinales (23.1%), infecciones de 

heridas quirúrgicas (17.5%), infecciones de torrente sanguíneo (13.2%) e infecciones del 

tracto urinario (9.9%)(16). Como se mencionó anteriormente, los principales patógenos 

que se ven involucrados en las IAAS son el grupo ESKAPE, entre los cuales destaca P. 

aeruginosa que es el agente causal del 7.1% del total de IAAS (17). Así, P. aeruginosa es 

el patógeno que causa la mayoría de las neumonías asociadas a la ventilación mecánica e 

infecciones por quemaduras, ambas asociadas con altas tasas de mortalidad (>30%) (10). 

Además, es la causa más frecuente y grave de infecciones respiratorias crónicas en 

pacientes con fibrosis quística (FQ) o enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) 

(18). 

1.2.1  Infecciones provocadas por P. aeruginosa 

P. aeruginosa es un patógeno Gramnegativo que se aísla con frecuencia en 

hospitales. A menudo se le asocia con infecciones agudas, como las infecciones del tracto 

urinario (ITU), neumonías, quemaduras, bacteriemias, infecciones intraabdominales, 

queratitis, osteomielitis, meningitis, otitis externa, foliculitis, conjuntivitis, entre otras. Sin 

embargo, también se ha visto que causa infecciones crónicas, especialmente en personas 

con patologías adyacentes, inmunocomprometidas o enfermedades respiratorias, como 

FQ o EPOC (19).  

1.2.1.1 Infecciones agudas 

Las infecciones agudas provocadas por P. aeruginosa se derivan de una compleja 

interacción entre el huésped y el patógeno, en la cual la bacteria causa daño al huésped 

mientras que el sistema inmune tiene dificultades para controlar al patógeno. Las 

principales infecciones agudas causadas por P. aeruginosa son: 

• Infecciones del tracto urinario (ITU): a pesar de que el principal patógeno asociado 

a este tipo de infecciones es Escherichia coli en alrededor del 75-95% de los casos, 

otras bacterias Gramnegativas que comúnmente causan ITU son Klebsiella 

pneumoniae, Proteus mirabilis y P. aeruginosa. Los pacientes que padecen de ITU 

provocadas por P. aeruginosa a menudo experimentan recurrencia después del 

tratamiento con antibióticos (20). La diversidad genética en la población de una 
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ITU puede incrementar la adaptación y supervivencia bacteriana, causando 

heterorresistencia (21). 

• Neumonía: De todos los sitios anatómicos en los que P. aeruginosa puede 

colonizar y causar infecciones, el pulmón se asocia con las mayores tasas de 

mortalidad (22). Es importante destacar los tipos de neumonía en los que este 

patógeno puede estar involucrado: 

o Las neumonías adquiridas en la comunidad son aquellas que son adquiridas 

fuera de un centro de atención médica. Aunque no es común que P. 

aeruginosa sea el agente causal, en el 32 % de los casos están involucradas 

cepas multidrogorresistentes (MDR). Los pacientes con mayor riesgo de 

colonización son aquellos con enfermedades respiratorias crónicas, en 

especial aquellos que reciben corticosteroides(23). 

o La neumonía intrahospitalaria (NIH) se desarrolla al menos 48 horas 

después del ingreso. Los patógenos más comunes son bacilos 

gramnegativos, en particular Enterobacterales, P. aeruginosa, A. 

baumannii y Grampositivos como Staphylococcus aureus (24) 

o Las neumonías asociadas a la ventilación mecánica (NAV) son aquellas 

que se desarrollan dentro de las 48 horas posteriores a la intubación 

endotraqueal en pacientes que necesitan este tipo de soporte (25). Los 

principales agentes causales son bacilos Gramnegativos y Staphylococcus 

aureus. Los microorganismos resistentes a los antibióticos son una 

preocupación importante en este tipo de neumonías. Cabe destacar que la 

mortalidad en NAV causada por P. aeruginosa aumenta cuando el 

tratamiento empírico inicial no es el apropiado (26). 

• Quemaduras: los pacientes con quemaduras tienen un alto riesgo de infecciones 

en la herida, NAV y sepsis debido a un sistema inmune comprometido (27). Incluso 

en estancias cortas, estos pacientes están expuestos constantemente a 

microorganismos del ambiente hospitalario como P. aeruginosa, el cual es el 

microorganismo que se aísla con mayor frecuencia en estos pacientes (28). Estos 

aislamientos se asocian con tasas de mortalidad de hasta el 80 % (29), y esta 
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mortalidad se ve mediada por una combinación entre factores de virulencia, como 

el lipopolisacárido y producción de elastasa o proteasa alcalina (30).  

• Bacteriemia: se define como la presencia de bacterias en el torrente sanguíneo y 

puede ocurrir espontáneamente debido a infecciones tisulares previas, uso de 

catéteres o después del cuidado de heridas dentales, gastrointestinales y 

genitourinarias. Las complicaciones suelen causar infecciones más graves, como 

sepsis o choque séptico. Entre las bacterias causantes de este tipo de infección, P. 

aeruginosa representa entre el 3 y el 7 %. Las tasas de mortalidad por infecciones 

del torrente sanguíneo provocadas por este microorganismo se han mantenido altas 

a pesar de la introducción de agentes antipseudomonas. El mal uso y el retraso en 

la administración de la terapia antibiótica adecuada pueden aumentar la tasa de 

mortalidad en pacientes con bacteriemia por P. aeruginosa (31). 

1.2.1.2 Infecciones crónicas 

Las infecciones crónicas provocadas por P. aeruginosa se originan por una 

interacción dinámica entre el patógeno y el huésped, donde la bacteria se mantiene sin 

causar daños graves, y el sistema inmune no es capaz de eliminarla. Las dos principales 

patologías pulmonares en las que este patógeno se ve involucrado son: 

• La FQ es la enfermedad monogénica potencialmente mortal más común en la 

población caucásica. Se estima que a nivel mundial hay 162,400 personas con FQ, 

de las cuales 105,300 están diagnosticadas (32). Esta enfermedad genética está 

causada por una mutación en el gen que codifica el regulador de conductancia 

transmembrana de la FQ (CFTR), un canal iónico que normalmente transporta 

cloruro y bicarbonato, dicha alteración provoca una alteración en la depuración del 

moco (19,33). Además de los pulmones y vías respiratorias superiores, la FQ se 

puede manifestar en diferentes partes del cuerpo como páncreas, hígado, intestino, 

riñones, sistema musculoesquelético, genitales, sistema endocrino, glándulas 

sudoríparas, piel, etc. (34). Desde el descubrimiento de la mutación más común, 

la F508A (detectada en dos tercios de los casos diagnosticados), se han descrito 

más de 2000 mutaciones en el gen CFTR (34). La inactivación de esta proteína 

deshidrata la superficie de las vías respiratorias, lo que produce secreciones 
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mucopurulentas espesas, alteración de la depuración mucociliar, infección crónica, 

inflamación y daño pulmonar estructural progresivo (35). La viscosidad de las 

secreciones dificulta el transporte de péptidos antimicrobianos al epitelio, lo que 

afecta negativamente la migración de los neutrófilos hacia los patógenos. Además, 

en este moco denso, predomina un ambiente microaeróbico/anaeróbico, ya que los 

patógenos o los neutrófilos infiltrados consumen oxígeno, lo que suprime la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por parte de los neutrófilos y 

otras células, lo que dificulta la eliminación de patógenos. Se ha observado que 

incluso a una edad muy temprana (menos de 3 años), las personas con FQ 

presentan al menos un microorganismo, y este número aumenta con la edad. S. 

aureus es, con diferencia, el microorganismo más aislado entre estos pacientes. 

Por el contrario, en pacientes adultos, P. aeruginosa es el patógeno aislado con 

mayor frecuencia (19). 

La persistencia crónica de P. aeruginosa en los pulmones de pacientes con FQ se 

caracteriza por la selección de una diversidad de genotipos y fenotipos que derivan 

de una única clona de P. aeruginosa; este proceso se denomina radiación 

adaptativa. Los cambios fisiopatológicos confieren una ventaja para mejorar la 

supervivencia de P. aeruginosa en aquellos nichos con inflamación persistente y 

bajas concentraciones de nutrientes. La presencia de esta variación está 

determinada por mutaciones y selección. Las mutaciones, principalmente de 

pérdida de función en genes como lasR, mucA y mexT, conducen al patrón 

adaptativo y variantes con susceptibilidad reducida, sobreproducción de alginato, 

menor virulencia y mejora a nivel metabólico. Notablemente, algunas 

características relacionadas con la virulencia de P. aeruginosa están inactivadas, 

pero también se presenta un aumento en la formación de biopelículas y la 

producción de exopolisacáridos, transportados por el operón Psl/Pel. Por lo tanto, 

todas estas adaptaciones y procesos evolutivos facilitan el establecimiento de esta 

bacteria como un patógeno crónico (36,37). El crecimiento lento también es uno 

de los fenómenos adaptativos que se ha vinculado a una mayor resistencia a las 

cefalosporinas, carbapenémicos, quinolonas y aminoglucósidos (38). 
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A pesar de todos estos cambios en el genotipo y fenotipo de P. aeruginosa, se ha 

estudiado que casi la mitad de los pacientes con fibrosis quística presentan 

infección crónica por una sola clona (39). 

• La EPOC es una enfermedad pulmonar en la que P. aeruginosa puede establecerse 

de manera crónica. Se debe a una limitación del flujo de aire por inflamación 

producto de la inhalación de toxinas, a menudo el humo del cigarro. Los síntomas 

incluyen tos productiva y disnea que aumentan con los años. Los signos comunes 

incluyen disminución del ruido respiratorio, respiración prolongada en la fase 

espiratoria y sibilancias. Otras causas graves pueden incluir pérdida de peso, 

neumotórax, episodios frecuentes de descompensación, insuficiencia cardíaca o 

insuficiencia respiratoria aguda o crónica. La EPOC causó 3,23 millones de 

muertes en todo el mundo en 2019 y fue la tercera causa principal de muerte (40). 

Las exacerbaciones de la EPOC son de gran importancia debido a sus efectos 

perjudiciales prolongados en los pacientes, la aceleración de la progresión de la 

enfermedad y los elevados costes sanitarios. Estas exacerbaciones requieren 

hospitalización y se asocian con malos resultados clínicos, lo que representa la 

mayor parte de la carga económica de la enfermedad (41). Por lo tanto, las 

infecciones respiratorias son la causa más importante de exacerbaciones graves en 

pacientes con EPOC (42). Distintos microorganismos potencialmente patógenos 

pueden aislarse de muestras respiratorias en el 30-50% de los pacientes clínicos 

con EPOC (43). Entre estos microorganismos, se ha visto que P. aeruginosa está 

presente en las vías respiratorias en el 4-20% de los pacientes con exacerbación 

aguda de EPOC (44,45). P. aeruginosa se asocia con hospitalización prolongada, 

mayor tasa de exacerbación y mal pronóstico a largo plazo en estos pacientes (46). 

1.3 Historia y características de P. aeruginosa 

El género Pseudomonas fue descrito por primera vez por Walter Migula a finales 

del siglo 19 (47), como unidad falsa, dándole el nombre de Pseudomonas del griego 

“pseudo”, que significa falso y “monas”, que en latín significa unidad simple (48). 

Previamente, aeruginosa había sido documentada por Schroeter en 1872, el nombre hacía 

referencia al color que la bacteria presentaba bajo ciertas condiciones de cultivo, un color 
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similar al cobre oxidado con tonalidades verde azuladas. Describió que dicha coloración 

se debía a un pigmento soluble en agua que posteriormente se conocería como piocianina. 

Schroeter proponía el nombre de Bacterium aeruginosum, aunque posteriormente otros 

investigadores observaron que el organismo responsable de la producción del pigmento 

era P. aeruginosa (49). 

No fue hasta 1882, cuando el farmacéutico francés Carle Gessard estableció la especie P. 

aeruginosa por su uniformidad fenotípica. La clasificación actual se presenta en la Tabla 

1(50). 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de P. aeruginosa. 

Dominio Bacteria 

Reino Pseudomonadati 

Filo Pseudomonadota  

Clase Gammaproteobacteria 

Orden  Pseudomonadales 

Familia Pseudomonadaceae 

Género Pseudomonas 

Especie aeruginosa 

 

P. aeruginosa es un bacilo Gramnegativo móvil, de aproximadamente 1-5 μm de longitud 

y 0.5-1 μm de ancho. Se trata de un anaerobio facultativo que crece mediante respiración 

aeróbica y puede hacerlo mediante respiración anaeróbica en presencia de nitrato como 

aceptor terminal de electrones. En el laboratorio, P. aeruginosa crece a 37°C, pero puede 

sobrevivir en un amplio rango de temperaturas, desde 4 a 42°C, siendo su habilidad para 

crecer a 42°C una manera de distinguirla de otras especies de Pseudomonas (50). La gran 

mayoría de las cepas de P. aeruginosa tiene una morfología típica en placas de agar y 

presenta un olor a uva o a tortillas de maíz por la producción de 2-aminoacetofenona. Las 

colonias suelen ser lisas, con bordes irregulares, y pueden presentar distintas morfologías, 

como variantes mucoides o Small Colony Variants (SCV’s), comúnmente aisladas de 

pacientes con fibrosis quística (FQ) (51). 



10 

 

Además, P. aeruginosa es capaz de producir diferentes pigmentos hidrosolubles que se 

difunden en el medio, mostrando diferentes coloraciones como piocianina (azul-verde), 

piorrubina (rojo-café), piomelanina (café-negro) y pioverdina (amarillo-verde 

fluorescente). Otra característica fenotípica importante es la β-hemólisis que presentan las 

colonias en placas de agar sangre, presentando algunas un aspecto metálico verdoso por 

la producción de pigmentos. 

Este patógeno es capaz de habitar en una amplia variedad de ambientes, desde el suelo y 

agua hasta entornos asociados a plantas, animales y humanos. En relación con la 

persistencia en el ambiente, es capaz de formar biopelículas, las cuales se encuentran 

reguladas por procesos de quorum sensing (QS). Esta comunicación intercelular se basa 

en pequeñas moléculas señalizadoras que coordinan y regulan la expresión génica de la 

población bacteriana (52).  

Además de la coordinación entre las células de P. aeruginosa y considerando que 

alrededor del 8% de su genoma está compuesto por genes implicados en procesos de 

regulación, este microorganismo posee una enorme capacidad de adaptación, 

supervivencia y persistencia en diversos entornos (53). Cabe destacar que en el ámbito 

hospitalario también puede aislarse de diversas áreas, como lavabos, desagües, inodoros, 

duchas y dispositivos médicos, incluyendo equipos de soporte respiratorio así como en 

soluciones de limpieza, antisépticos, depósitos de agua, bañeras y humidificadores (19). 

En su membrana externa, el lipopolisacárido (LPS) es el componente principal y un 

complemento esencial para la integridad estructural de la bacteria. Un punto importante 

es que el LPS de P. aeruginosa es menos tóxico que el de otras bacterias Gramnegativas, 

lo que facilita el establecimiento de infecciones crónicas al causar una respuesta 

inflamatoria baja (54). En conjunto, todos estos factores contribuyen a la modulación de 

los niveles de resistencia antimicrobiana y virulencia de P. aeruginosa.  

1.4 Factores de virulencia de P. aeruginosa 

P. aeruginosa tiene numerosos factores de virulencia que le permiten establecerse 

en diferentes tipos de infecciones y ha desarrollado una compleja red de genes reguladores 

para controlar la expresión de factores de virulencia y maximizar su supervivencia (Tabla 

2).  
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Tabla 2. Principales factores de virulencia de P. aeruginosa. Adaptado de (55). 

Factor de 

virulencia 

Sistema de 

secreción 

Diana en el 

huésped 

Rol de patogenicidad 

Alginato   Polisacárido extracelular. 

Sobreproducido en cepas mucoides. 

Participa en la formación de 

biopelículas. 

Proteasa 

alcalina AprA 

TISS Proteínas del 

complemento 

AprA es una metaloproteasa 

dependiente de zinc. Causa toxicidad 

intracelular en el huésped. 

Elastasas 

(LasA y 

LasB) 

TIISS Proteínas de 

la matriz 

Ambas son metaloproteasas. LasA 

actúa específicamente, pero también 

mejora la actividad elastolítica de 

LasB. 

ExoA TIISS Estructura 

celular 

Miembro de la familia de toxinas 

AB. En el citosol de la célula 

huésped, inhibe la síntesis de 

proteínas e induce la apoptosis. 

ExoS, ExoT, 

ExoU y ExoY 

TIIISS Estructura 

celular 

La función principal de S y T es la 

ribosilación. En contraste, la función 

principal de U e Y es causar la lisis 

de la célula huésped. 

Flagelo  Superficie 

celular 

Adhesión superficial importante. 

Provoca una fuerte respuesta 

inflamatoria mediada por NFKB en 

el huésped y proporciona movilidad 

bacteriana. 

Cianuro de 

hidrógeno  

 Mitocondria Sus efectos sobre las células huésped 

varían según el tipo celular y el estrés 

oxidativo, provocando apoptosis o 

necrosis. 
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Nucleótido 

difosfato 

quinasa  

TISS Macrófagos  Cataliza el intercambio de grupos 

fosfato entre nucleósidos difosfatos. 

Induce la expresión de IL-1α/β en 

combinación con señales causadas 

por la flagelina. 

Fosfolipasa C TIISS Membranas 

celulares 

Su producción es inducida por la 

privación de fosfato y puede actuar 

en las vías de eliminación de fosfato 

en infecciones por bacterias 

Gramnegativas en humanos. 

Proteasa IV TISS Proteínas del 

complemento 

Puede inactivar una amplia gama de 

defensas del huésped. Su producción 

está fuertemente inducida por el 

sistema de quorum sensing. 

Piocianina  Toxicidad 

general 

Inhibe la respiración celular del 

huésped, la función ciliar y el 

crecimiento epidérmico; altera la 

homeostasis del calcio e induce la 

apoptosis en los neutrófilos. 

Pioverdina  Hierro celular Sideróforo. Cuando el hierro libre 

está disponible en el entorno del 

huésped, la pioverdina lo secuestra. 

Luego, el complejo formado actúa 

como una molécula de señalización e 

interactúa con FpvA, provocando la 

regulación positiva de ExoA, la 

endoproteasa y la propia pioverdina 

Ramnolípido    Surfactante. Participa en el 

mantenimiento de los canales que 

rodean las biopelículas. 
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Aparato de 

translocación 

TIIIS 

 Superficie 

celular 

Se necesitan tres proteínas para la 

translocación: PopB, PopD y PerV. 

Todas son necesarias para la 

formación de poros. PopB también 

desempeña un papel en la 

patogenicidad. PerV se encuentra al 

final del complejo de agujas TIIISS 

y actúa como plataforma para que 

PopB y PopD formen el poro. 

T4P  Superficie 

celular 

Molécula de adhesión que 

proporciona movilidad de 

contracción. El mecanismo de 

transducción de señales requiere su 

unión a la superficie sólida, 

retracción del pili y la señal de 

transducción. En consecuencia, T4P 

activa la producción de AMPc y la 

transcripción de varios genes, 

incluidos algunos factores de 

virulencia clave. 

 

1.4.1  Factores de adherencia 

El primer paso de la infección causada por P. aeruginosa depende de su adhesión 

a los tejidos del huésped. Por regla general, las superficies a las que se unen los patógenos 

son específicas, pero P. aeruginosa utiliza componentes de la superficie celular para 

promover esta adhesión a células o superficies inanimadas. Existen al menos tres factores 

de adhesión/adhesinas diferentes: el pili tipo IV, flagelo y el oligosacárido central del LPS. 

• Pili de tipo IV o T4P: Es un conjunto de filamentos que están compuestos por 

homopolímeros de pilina, son retractiles y flexibles, mediando la adhesión a las 

células epiteliales del huésped (56). El T4P desempeña múltiples funciones como 
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la motilidad superficial, formación de microcolonias en biopelículas, adhesión, 

evasión del sistema inmune, transformación del ADN, señalización celular y 

adhesión a fagos. La alteración de esta proteína reduce la virulencia de este 

patógeno (57).  

• Flagelo: P. aeruginosa posee un flagelo polar único, el cual está compuesto 

mayoritariamente de flagelina, aunque otras proteínas participan en su ensamblaje 

y función. Estos flagelos son necesarios para múltiples funciones como la adhesión 

a la mucina en las células epiteliales, motilidad y formación de biopelículas. Las 

cepas deficientes de flagelos muestran una reducción en la invasión a células 

epiteliales del huésped y patogenicidad (58). 

• Núcleo de LPS: Está compuesto por un oligosacárido de 9 a 10 unidades y se 

encarga de mediar la adhesión al regulador de conductancia transmembrana de 

fibrosis quística (CFTR) de las células epiteliales. Es un factor que influye en la 

virulencia bacteriana y la respuesta del huésped. Además, la contribución del LPS 

a la patogénesis e inmunidad depende de la susceptibilidad propia del paciente, la 

isoforma del LPS, el componente del lípido A y la variación en la cadena lateral 

del antígeno-O (59). 

1.4.2  Secreción de toxinas y exoenzimas  

P. aeruginosa ha desarrollado cinco sistemas de secreción complejos que se 

encargan de transportar factores de virulencia al entorno extracelular o al citosol de las 

células huésped. Por una parte, los TIIISS y TVISS transportan proteínas desde el 

citoplasma bacteriano al citosol de la célula diana. Por otro lado, los TISS, TIISS y TVSS 

transportan proteínas del citoplasma bacteriano al medio extracelular (60). En resumen, 

estos sistemas de secreción son (Figura 2):  

• Sistema de secreción tipo I (TISS): Está compuesto por una proteína de membrana 

externa y un transportador ABC. Existen dos tipos de TIISS en P. aeruginosa: el 

sistema Apr, que participa en la secreción extracelular de la proteasa alcalina AprA 

y los genes Has, ambos cruciales para la supervivencia en etapas tempranas de la 

infección (61). 
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• Sistema de secreción tipo II (TIISS): Se compone de dos partes que se encargan 

de procesar el transporte de proteínas extracelulares. La primera es dependiente de 

la unión de Sec/Tat desde el citosol al periplasma, y la segunda implica un 

complejo que es secretado al espacio extracelular(62). 

• Sistema de secreción tipo III (TIIISS): Tiene cinco partes funcionales, la 

maquinaria de secreción, proteínas que se encargan de translocar las proteínas 

secretadas al huésped, proteínas reguladoras, proteínas de unión a las proteínas 

secretadas, llamadas chaperonas, y proteínas que se inyectan en las células del 

huésped, conocidas como proteínas efectoras (63). 

• Sistema de secreción tipo V (TVSS): Utiliza un sistema de secreción dependiente 

de Sec. Las proteínas se secretan a través de la membrana externa mediante la 

función de translocasa de la porción C-terminal de la proteína 

(autotransportadores) o por alguna otra proteína auxiliar (62). 

• Sistema de secreción tipo VI (TVISS): Es un complejo con forma de aguja. En P. 

aeruginosa, se han descrito tres, los genes tse son efectores que se dirigen a otras 

especies bacterianas, con el propósito de competir en el entorno (64). 

 

Figura 2. Sistemas de secreción en P. aeruginosa. Reimpreso de (60). 
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1.4.3  Fenotipo mucoide 

El fenotipo mucoide es una de las principales características de las infecciones 

respiratorias crónicas asociadas a P. aeruginosa. Este se debe a la sobreproducción del 

exopolisacárido (EPS) alginato. La conversión a fenotipo mucoide se debe principalmente 

a una serie de mutaciones que inactivan el gen mucA (alrededor del 85%), el cual es un 

represor del factor sigma AlgU, también conocido como σ22. Esta disrupción en mucA 

lleva a la expresión constitutiva de AlgU y, por lo tanto, a la biosíntesis de alginato (65,66). 

El alginato es un polímero de ácido D-manurónico y ácido L-glucurónico que forma un 

glucocálix que encapsula a las bacterias, protegiéndolas de ambientes adversos como la 

desecación, agentes oxidantes y el sistema inmune del huésped (67). En consecuencia, el 

fenotipo mucoide es más virulento y se asocia con infecciones crónicas, aumento de la 

inflamación y suele ser un indicador de mal pronóstico, ya que presenta altas tasas de 

mortalidad en pacientes con FQ (19). 

Por lo tanto, σ22 regula directa e indirectamente numerosos genes de respuesta al estrés 

que están asociados a la virulencia de P. aeruginosa, lo que sugiere que las mutaciones en 

mucA van más allá de la conversión al fenotipo mucoide. El caso más común en etapas 

tardías de infecciones es la coexistencia de variantes mucoides y no mucoides, con 

diferente distribución, lo que refleja la ventaja de la diversificación para la persistencia 

(68). 

1.5 Hipermutación en P. aeruginosa 

En el contexto de infecciones respiratorias crónicas, la radiación adaptativa 

representa una huella dactilar para los aislamientos de P. aeruginosa, ya que contribuye a 

la persistencia del patógeno en los pulmones de pacientes con fibrosis quística. Gracias a 

sofisticadas redes de regulación transcripcional, una única clona de P. aeruginosa es capaz 

de ocupar nichos específicos mediante la divergencia de distintos sublinajes 

especializados (53). Estas comunidades difieren a nivel genómico y fenotípico, pero 

pueden coexistir, creando así poblaciones heterogéneas (69,70). La divergencia de P. 

aeruginosa en las vías respiratoria de FQ pueden deberse a una disminución a nivel 

nutricional y a los altos niveles de mucina, pero esta diversificación se ve potenciada por 

la presión del sistema inmune del huésped así como la presencia de otros microorganismos 
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(71). Este proceso, el cual está impulsado por la hipermutación, contribuye a la diversidad 

genética de las poblaciones de P. aeruginosa, lo que conduce a la diversidad fenotípica y 

a la evolución (72). La hipermutación afectando a nivel genotípico y fenotípico se ha 

observado ampliamente en alisamientos clínicos (69).  

El riesgo de hipermutación aumenta en pacientes con infecciones crónicas, lo que resulta 

en una inflamación pulmonar persistente y una respuesta inmunitaria con liberación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), que pueden causar daño al ADN y mutación en 

bacterias (73). 

1.6 Heterorresistencia en P. aeruginosa 

Aparte de los mecanismos y fenotipos convencionales de resistencia a antibióticos, 

P. aeruginosa ha desarrollado una forma especial de resistencia a fármacos conocida como 

heterorresistencia. Este fenómeno es un fenotipo en el que una cepa aparentemente 

isogénica alberga una o varias subpoblaciones que presentan mayores niveles de 

resistencia a los antibióticos en comparación con la población principal (74). Esta 

subpoblación resistente predomina en presencia de un antibiótico determinado, pero puede 

volver a su estado basal tras la retirada de este, lo que indica que la heterorresistencia es 

un fenotipo inestable (75). En la práctica clínica, la heterorresistencia no puede observarse 

fácilmente y su relevancia sigue siendo incierta. Notablemente, los resultados clínicos de 

las infecciones producidas por P. aeruginosa que pudieran estar relacionadas con 

heterorresistencia, son generalmente más severos que los de otras bacterias 

Gramnegativas (76). 

La heterorresistencia debe distinguirse de otras formas de resistencia mediada por 

subpoblaciones, como las células persistentes. Las células persistentes también se deben 

a que una pequeña proporción de la subpoblación isogénica presenta una mayor resistencia 

a los antibióticos (77). En presencia de antibióticos, las células persistentes permanecen 

temporalmente inactivas o crecen lentamente, mientras que la subpoblación con 

heterorresistencia puede crecer rápidamente y convertirse en la población dominante (78).  

Otro factor a considerar al definir la heterorresistencia es su estabilidad, ya que puede 

serlo si las mutaciones que confieren resistencia son genéticamente estables, como los 

polimorfismos de secuencia de nucleótidos (SNP), los desplazamientos del marco de 
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lectura, las inserciones y las deleciones; y el fenotipo resistente no revierte rápidamente 

al fenotipo susceptible en ausencia de presión selectiva de antibióticos; o bien puede ser 

inestable, cuando un clon resistente aislado de la subpoblación resistente genera una 

población mixta de células susceptibles y resistentes cuando se cultiva en ausencia de 

antibióticos debido a la reversibilidad del fenotipo de resistencia. Esta inestabilidad puede 

ser causada por mutaciones (SNP, inserciones y deleciones) que son genéticamente 

estables pero conllevan un alto costo energético (79). 

P. aeruginosa es heterorresistente a los agentes más comúnmente utilizados, incluyendo 

cefalosporinas, penicilinas combinadas con inhibidores de betalactamasas, 

carbapenémicos, polimixinas y fosfomicina (76). Algunos de los mecanismos que se han 

vinculado a la heterorresistencia de P. aeruginosa a las cefalosporinas incluyen la 

hiperproducción de AmpC (80). Por otro lado, la heterorresistencia a carbapenémicos se 

debe a la reducción en la expresión de OprD y la sobreexpresión de bombas de eflujo (81). 

La heterorresistencia a polimixinas se debe a la alteración de varios sistemas de dos 

componentes, como PmrAB, PhoPQ, ParRS y CprRS (82).  

1.7 Biopelícula de P. aeruginosa 

P. aeruginosa puede cambiar su forma de crecimiento, entre células individuales o 

planctónicas y células que forman biopelículas, una transición que se encuentra 

ampliamente estudiada y es una característica clave en las infecciones crónicas. Este 

fenómeno demuestra la capacidad de P. aeruginosa para fortalecer su supervivencia y 

persistencia en entornos adversos al formar comunidades. La biopelícula puede ser 

definida como agregados bacterianos que se encuentran rodeados de una matriz 

polimérica extracelular que les confiere resistencia en entornos hostiles. Implica cuatro 

fases principales: adhesión inicial, formación de microcolonias, maduración de la 

biopelícula y dispersión (Figura 3)(83). 
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Figura 3. Fases de formación de biopelícula. Reimpreso de (84). 

Una de las características más preocupantes de las biopelículas es su tolerancia intrínseca 

a antibióticos, provocando una persistencia en infecciones crónicas a pesar del 

tratamiento. Se ha visto que las células de biopelícula pueden tolerar concentraciones de 

antibióticos hasta 1000 veces mayores en comparación a las células en estado planctónico 

(85). 

La resistencia de las células en biopelícula depende de varios factores: 

• El primer factor, y el más evidente, es la limitada penetración de los antibióticos 

como resultado de la matriz extracelular. Las células dentro de la biopelícula son 

más resistentes a los antibióticos y a las defensas inmunitarias del huésped en 

comparación con las células planctónicas, tanto in vivo como in vitro (86). Las 

interacciones con los componentes de la matriz, como el ADN extracelular 

aniónico y el alginato, pueden capturar antibióticos con carga positiva, como la 

colistina o la tobramicina, y, en consecuencia, reducir su actividad (87). Por otro 

lado, antibióticos, como el ciprofloxacino, penetran las biopelículas con mayor 

facilidad (88).  

• La existencia de gradientes tanto de nutrientes como de oxígeno da lugar a 

diferentes microambientes, generando dos subpoblaciones principales: una 

metabólicamente activa, más frecuente en las zonas externas, y una menos activa, 
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o células persistentes, en las capas más profundas (89). En consecuencia, la falta 

de oxígeno desempeña un papel importante en la tolerancia de algunos antibióticos 

que funcionan en condiciones aeróbicas, como los betalactámicos, 

aminoglucósidos, fluoroquinolonas y las tetraciclinas (90), pero que solo son 

activos en la periferia de la biopelícula como el aztreonam (91). Algunos 

antibióticos como la colistina, entre otros compuestos que actúan sobre la 

membrana, mantienen su actividad a pesar de la falta de oxígeno, pudiendo 

penetrar y alcanzar las capas más profundas de las biopelículas (92,93).  

• En biopelículas que se encuentran bajo tratamiento, la limitada penetración de los 

antibióticos por la matriz da lugar a que diferentes áreas experimenten bajas 

concentraciones. Esto, sumado a la limitación de nutrientes, puede ser propenso a 

respuestas de estrés y conducir a mutaciones que generen resistencia (94). Por lo 

tanto, la heterogeneidad en la disponibilidad de nutrientes y oxígeno permite 

nichos ecológicos que aseguran la existencia de diferentes subpoblaciones, 

facilitando la aparición de mutaciones que sean beneficiosas para el 

microorganismo (95). Una característica relevante de las biopelículas de P. 

aeruginosa, particularmente en pacientes con FQ, es una alta prevalencia de cepas 

hipermutables, y que estos mutantes se asocian comúnmente con altas tasas de 

resistencia a los antibióticos (96). 

• La transferencia horizontal de genes (THG) por conjugación, transformación o 

transducción es una causa importante de variación genética y una fuente de 

resistencia a los antimicrobianos. La conjugación en biopelículas ocurre con más 

frecuencia en comparación con las células planctónicas. Por lo que las biopelículas 

actúan como reservas,  ya que mantienen plásmidos que otorgan resistencia a 

antibióticos (97,98). La estructura de la biopelícula y la elevada densidad 

bacteriana facilitan el encuentro de las células donantes y receptoras, así como la 

conjugación entre ellas. Además, la presencia de ADN extracelular en la matriz 

desencadena un estado natural de competencia que promueve la estabilización de 

la biopelícula y la adquisición de genes de resistencia (99). 
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1.8 Resistencia cromosomal de P. aeruginosa 

Las cepas Wild Type (WT) de P. aeruginosa tienen un perfil de susceptibilidad 

disminuido a una amplia variedad de clases de antibióticos, como betalactámicos, 

aminoglucósidos y fluoroquinolonas. Presentan resistencia natural a muchos 

betalactámicos, como bencilpenicilina y oxacilina, aminopenicilinas (incluidas aquellas 

con inhibidores de betalactamasas), cefalosporinas de primera y segunda generación 

(como cefoxitina y cefuroxima), algunas cefalosporinas de tercera generación (como 

cefotaxima) y el carbapenémico ertapenem. Asimismo, presenta resistencia intrínseca al 

aminoglucósido kanamicina y baja susceptibilidad a las fluoroquinolonas (100). 

1.8.1  Cefalosporinasa cromosomal AmpC de P. aeruginosa 

AmpC es una cefalosporinasa cromosómica presente en bacterias Gramnegativas 

(101). Según la clasificación de Bush-Jacoby-Medeiros, AmpC es una serin betalactamasa 

perteneciente al grupo I. Por otro lado, según la clasificación estructural de Ambler, 

pertenece a la clase C de betalactamasas (102,103). Se ha reportado en otras bacterias 

como Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Morganella morgannii; sin embargo, 

también juega un papel crucial en la resistencia intrínseca de P. aeruginosa (104,105). La 

inducción de AmpC desempeña un papel importante en la reducción de la susceptibilidad 

de P. aeruginosa a imipenem, ya que la relativa estabilidad de esta molécula a la hidrólisis 

por esta cefalosporinasa se ve, en cierta medida, comprometida por su alta potencia como 

inductor (106).  

En P. aeruginosa, la sobreexpresión de la betalactamasa cromosómica de clase C, 

conocida como AmpC o cefalosporinasa derivada de Pseudomonas (PDC) es el 

mecanismo de resistencia adquirida más relevante frente a los betalactámicos, ya que 

actúa frente a penicilinas clásicas (como piperacilina) y cefalosporinas (como ceftazidima 

o cefepima), y está estrechamente vinculada a múltiples genes implicados en el reciclaje 

de la pared celular (107).  

Uno de los elementos clave en este proceso es DacB/PBP4, una proteína fijadora 

de penicilina (PBP) de bajo peso molecular que suele encontrarse inactiva en aislamientos 

clínicos de P. aeruginosa resistentes a betalactámicos. La pérdida de función de esta 

enzima representa el principal mecanismo de resistencia mutacional, ya que favorece la 
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sobreproducción de AmpC mediada por AmpR. Esto ocurre debido a la saturación de 

AmpD y la acumulación de muropéptidos activadores, lo que conduce a niveles de 

producción de AmpC hasta 100 veces superiores a los observados en cepas WT, generando 

así una elevada resistencia a los betalactámicos (108,109). En este contexto, el papel de 

AmpR resulta crucial. Su inactivación, ya sea por desplazamientos del marco de lectura, 

codones de terminación prematuros o mutaciones puntuales como G102E, producen 

problemas en la regulación de AmpC y con ello una reducción en la producción basal 

(110). Por el contrario, ciertas mutaciones pueden activar AmpR, como D135N (111) o 

G154R, esta última es característica de aislamientos pertenecientes a la clona ST175, 

considerada de alto riesgo y ampliamente distribuida (112). 

Por otro lado, la resistencia se asocia no solo a su sobreproducción, sino también 

a modificaciones estructurales de la propia enzima. Hasta la fecha, se han descrito más de 

350 variantes alélicas de PDC, lo que refleja que es una enzima altamente polimórfica con 

una notable tolerancia a cambios genómicos (113). Recientemente se ha evidenciado que 

la resistencia clínica a nuevos betalactámicos se debe, principalmente, a mutaciones en 

sitios de unión conservados de la PDC los cuales generan reordenamientos 

conformacionales y aumentan la eficiencia catalítica de la enzima (114). 

1.8.2  Baja permeabilidad de la membrana externa 

P. aeruginosa se caracteriza por una baja permeabilidad en su membrana externa, 

lo que contribuye en cierta medida a la resistencia intrínseca e inducida a los antibióticos 

(115). La membrana externa de P. aeruginosa tiene numerosas proteínas, incluyendo 

lipoproteínas y porinas (116). Los nutrientes entran en P. aeruginosa a través de la 

membrana externa mediante las proteínas de barril-β, lo que produce canales de difusión. 

Estos canales se denominan porinas debido a su forma y función (117). Las porinas se 

pliegan en la membrana externa en forma de barriles compuestos de láminas β 

antiparalelas, en las que los aminoácidos hidrofóbicos y los residuos hidrofílicos se 

enfrentan entre sí dentro del barril, generando un recubrimiento interno que estrecha el 

canal (118). Se han predicho más de 163 proteínas de membrana externa en P. aeruginosa, 

de las cuales 64 pertenecen a tres familias de porinas: la específica de OprD, la 

dependiente de TonB y la de eflujo/secreción de OprM (119). 
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Asimismo, las porinas desempeñan un papel fundamental en el transporte de azúcares, 

aminoácidos, fosfatos, cationes divalentes y sideróforos (119), además de estar implicadas 

en el transporte de ciertos antibióticos hidrofílicos, como betalactámicos, 

aminoglucósidos, tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas (120,121). Por lo tanto, estas 

proteínas contribuyen a la resistencia antimicrobiana intrínseca de P. aeruginosa al 

regularse su expresión. La proteína de membrana externa OprF, la cual es la más 

abundante en P. aeruginosa, es capaz de formar canales aunque tiene una baja eficiencia 

de permeabilidad. Esto se debe a dos conformaciones distintas: una estructura 

monomérica altamente abundante que forma canales cerrados con una estructura de barril 

transmembranal de 8 hebras; y una forma oligomérica menos común que comprende un 

canal abierto con una estructura de barril similar a los porinas de difusión general (122). 

Aunque es abundante en la membrana externa, se encuentra comúnmente en su 

conformación cerrada. Por lo tanto, se ha visto que la adquisición de resistencia a 

betalactámicos en P. aeruginosa no implica la pérdida o modificación de esta porina (123). 

Por el contrario, la resistencia a carbapenémicos puede explicarse por la pérdida o 

modificación de la porina específica OprD (124). 

OprD es una proteína específica que facilita la difusión de aminoácidos básicos, péptidos 

pequeños y carbapenémicos en la célula (125,126). Por lo tanto, su pérdida reduce 

significativamente la susceptibilidad de P. aeruginosa a los carbapenémicos 

(125,127,128). Para que se produzca la resistencia a imipenem en P. aeruginosa se 

requiere la producción de la betalactamasa cromosómica AmpC, además de la pérdida de 

la porina OprD. 

Los mutantes deficientes de AmpC y OprD siguen siendo casi tan susceptibles a imipenem 

como aquellos deficientes en la producción de la betalactamasa, pero que aún presentan 

la porina OprD. Además, la pérdida de OprD por sí sola no provoca resistencia a los 

carbapenémicos, como sí ocurre con el meropenem frente a la acción de las 

carbapenemasas (106). 

1.8.3  Bombas de eflujo 

Las bombas de eflujo son un sistema de transporte activo entre el citoplasma 

bacteriano y el medio extracelular. Participan en la entrada de nutrientes, iones, secreción 



24 

 

de metabolitos y sustancias tóxicas, además de la comunicación entre diferentes células 

del entorno. Existen cinco superfamilias de bombas de eflujo, dependiendo de la 

homología en su secuencia, fuente de energía y especificidad de sustrato (Figura 4) (129). 

Las más frecuentes son:  

• MFS: Major Facilitator Superfamily. Fuente de energía: H+/Na+. Sustratos: 

azúcares, intermediarios del ciclo de Krebs, aminoácidos, péptidos, sideróforos y 

nucleósidos.  

• ABC: ATP-Binding Casette. Fuente de energía: ATP. Sustratos: péptidos, 

sideróforos, lípidos, lipopolisacáridos. 

• RND: Resistance Nodulation Division. Fuente de energía: H+. Sustratos: 

antibióticos, metales pesados, biocidas, pigmentos. 

• MATE: Multidrug and Toxic compound Extrusion. Fuente de energía: H+/Na+. 

Sustratos: cationes metálicos, cationes orgánicos y toxinas. 

• SMR: Small Drug Resistance. Fuente de energía: H+. Sustratos: derivados de 

amonio cuaternario, bromuro de etidio, acriflavina, antibióticos. 

 

Figura 4. Principales familias de bombas de eflujo. Reimpreso de (130). 
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La mayoría de las bombas de eflujo de P. aeruginosa pertenecen a la familia RND con 12 

operones diferentes (53). Están compuestas por tres proteínas diferentes: una proteína 

adaptadora periplásmica, comúnmente conocida como proteína de fusión de membrana 

periplásmica, como MexA, MexX, MexC o MexE; un transportador de la familia de RND, 

como MexB, MexY, MexD o MexF y una proteína de membrana externa (porina) que 

forma el canal como OprM, OprJ u OprN (Figura 5). 

 

Figura 5. Principales bombas de eflujo involucradas en la resistencia a antibióticos en P. 

aeruginosa. Reimpreso de (131). 

La función principal de estas bombas de eflujo reside en su capacidad para expulsar una 

amplia variedad de sustratos, lo que contribuye a la resistencia a antibióticos aunque no 

estén estructuralmente relacionados. Es por ello que se clasifican como sistemas de eflujo 

inespecíficos. La tabla 3 muestra las bombas de eflujo más representativas de P. 

aeruginosa (132). 

Tabla 3. Principales bombas de eflujo de P. aeruginosa, el operón donde se codifican 

genes reguladores y sus sustratos. Adaptado de (132). 
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Fluoroquinolonas (FQL), betalactámicos (excepto imipenem) (BL), trimetoprima (TMP), 

cloranfenicol (CMP), tetraciclina (TET), novobiocina (NOV), eritromicina (ERY), 

aminoglucósidos (AG), cefepima (FEP), cefpiroma (CPO), ceftobiprol (CBO), aztreonam 

(ATM), inhibidor de la peptidil deformilasa (LMB415), avibactam (AVI), relebactam 

(REL), sulfonamidas (SUL), triclosán (TRI). 

Sistema Operón Gen regulador Sustratos  

MexAB-OprM mexAB-oprM mexR, nalC, nalD, 

armR, rocS1/2-A2, 

brlR, mexT, cpxR, 

PA3225 

FQL, BL, TMP, CMP, 

TET NOV, ERY, 

LMB415, AVI, REL 

SUL 

MexXY (OprM) mexXY mexZ, armZ, amgRS, 

parRS, 

suhB, rplU, rpmA, 

PA2572, PA2573 

FQL, AG, FEP, CPO, 

CBO, TET, 

ERY, LMB415 

MexCD-OprJ MexCD-OprJ nfxB, esrC, algU, 

vqsM, 

PA2572 

FQL, CPO, FEP, TMP, 

TET, ERY, LMB415 

MexEF-OprN MexEF-OprN mexT, mexS, mvaT, 

ampR, briR, parRS, 

mxtR, nmoR, 

PA2449 

FQL, TMP, CMP, TET 

MexGHI-

OpmD 

MexGHI-opmD soxR FQL, TET 

MexJK(OprM) MexJK mexL TET, ERY 

MexPQ-OpmE MexPQ-OpmE Desconocido FQL, ERY 

MexVW 

(OprM) 

MexVW 

(OprM) 

Desconocido FQL, BL, CMP, TET, 

ERY 

CzcBA-OpmN opmN-czcBA CzCRS, copRS Cd2+, Zn2+  

TriABC-OpmH triABC Desconocido TRI 

MuxABC-

OpmB 

muxABC-opm Desconocido NOV, ATM, ERY, TET 



27 

 

1.8.3.1 MexAB-OprM 

Esta bomba de eflujo de P. aeruginosa es la única que puede expulsar compuestos 

como inhibidores de betalactamasas, aparte de tetraciclinas, fluoroquinolonas, 

cloranfenicol, macrólidos, novobiocina, trimetoprima y sulfonamidas. Además, puede 

expulsar antibióticos antipseudomonas, ampliamente utilizados en la práctica clínica, 

como ticarcilina, aztreonam, ceftazidima y meropenem (133). Desempeña un papel 

importante en la resistencia intrínseca de P. aeruginosa, debido a su expresión constitutiva 

en cepas WT. Se ha demostrado que un mutante knockout (KO) del efector MexB es 

sensible a un gran número de inhibidores de betalactamasas (134). La regulación de 

MexAB-OprM implica una compleja red de genes. El principal regulador de esta bomba 

es mexR (también conocido como nalB), que actúa sobre el promotor distal de la bomba 

y se localiza río arriba como represor (135). La actividad de esta bomba también es 

gestionada por reguladores secundarios, ubicados en zonas más alejadas en el cromosoma, 

que actúan como reguladores globales. Uno de estos es armR, cuyo producto, ArmR, actúa 

como antirrepresor de MexR, bloqueando su unión a MexAB-OprM. Por otro lado, armR 

se encuentra en el operón PA3720-armR y está regulado negativamente por NalC. 

Además, NalD modula el promotor proximal de MexAB-OprM  (136). Por ello, las 

mutaciones inactivadoras en mexA, nalC, nalD o armR conducen a la hiperexpresión de 

MexAB-OprM y resistencia a muchos betalactámicos (137,138). Las mutaciones en mexR 

suelen ser los principales genotipos identificados entre los aislamientos clínicos (138–

140). A su vez, RocA2, un regulador involucrado en el ensamblaje de pili, también tiene 

un efecto regulador negativo en la expresión de MexAB-OprM, lo que indica una fuerte 

relación entre la bomba de eflujo MexAB-OprM y la formación de biopelícula (141). 

BrIR, un regulador de tipo MerR específico de la biopelícula, activa la expresión de 

MexAB-OprM mediante su unión a la región promotora durante la formación de la 

biopelícula en P. aeruginosa (142). AmpR también tiene un efecto regulador positivo 

sobre la expresión de MexAB-OprM al reprimir MexR (143). Además, se ha observado 

que CpxR activa la expresión de MexAB-OprM y aumenta la resistencia a múltiples 

fármacos en aislamientos de P. aeruginosa con mutaciones en nalB (144). Otra 

característica relevante de esta bomba de eflujo es que su expresión es directamente 

proporcional a la fase de crecimiento. A mayor densidad poblacional, mayor producción 
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de MexAB-OprM (145). Algunos estudios sugieren que esta regulación está determinada 

por el QS (146).  

1.8.3.2 MexXY-OprM 

Como se mencionó previamente (Ver tabla #3), la bomba de eflujo MexXY está 

formada por MexX y MexY, y es el único operón de bombas de eflujo en P. aeruginosa 

que no posee su propia proteína de membrana externa, pero puede asociarse con OprM 

(131,147,148). Los principales sustratos de esta bomba son las fluoroquinolonas, 

penicilinas (excepto carbenicilina y sulbenicilina), cefalosporinas (excepto ceftazidima y 

cefsulodina), aminoglucósidos, meropenem, tetraciclinas, cloranfenicol y eritromicina 

(149). La presencia de algunos compuestos, principalmente tetraciclinas, eritromicina y 

gentamicina inducen la expresión de MexXY, y se ha observado que al retirar estos 

elementos en cepas de P. aeruginosa WT se produce susceptibilidad a estos compuestos 

(133). Sin embargo, la inducción de MexXY se ve comprometida por un mecanismo de 

protección ribosomal, lo que sugiere que este sistema de eflujo se activa en respuesta a la 

disrupción ribosomal o a defectos en la traducción (150). 

En cuanto a su regulación, MexZ, que se encuentra en el mismo operón, es un regulador 

transcripcional que actúa como represor de esta bomba. Se ha observado que mutaciones 

en este gen o en la región intergénica mexZ-mexX regulan la expresión de esta bomba hasta 

cinco veces más en comparación con una cepa WT (151,152). Además, los inductores de 

MexXY no alteran las interacciones MexZ y mexZ-mexX, y se ha demostrado que su 

inducción depende de las interacciones fármaco-ribosoma, incluso en un mutante KO de 

mexZ (150). 

Si bien se ha demostrado que la disrupción ribosomal afecta a una gran cantidad de genes, 

haciendo uso de una biblioteca de mutantes por inserción de transposones, se ha visto que 

el producto de arm, previamente conocido como PA5471, no solo es inducible por 

fármacos, sino también necesario para la expresión inducida por mexX-mexY (136). Se 

ha demostrado que ArZ interactúa con el represor MexZ y, por lo tanto, interfiere con su 

actividad de unión al ADN (153). También se ha observado la participación del operón 

parRS, que codifica el sistema regulador de dos componentes de ParRS, en la regulación 

positiva de mexX-mexY. Además, se demostró que este operón también está implicado en 
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la regulación negativa de la porina OprD y en la modificación de LPS a través de los 

operones pmrAB y arn-ugd de manera independiente de MexZ (154–156). 

1.8.3.3 MexCD-OprJ 

Esta bomba es capaz de expulsar numerosos compuestos, como fluoroquinolonas, 

algunos betalactámicos (cefalosporinas de cuarta generación, meropenem y penicilina, 

excepto carbenicilina y sulbenicilina), cloranfenicol, tetraciclinas, novobiocina y 

trimetoprima (157–159). Su expresión se induce durante la exposición a algunos 

compuestos como el bromuro de etidio, la rodamina, el benzalconio o la clorhexidina 

(160). 

El operón de la bomba de eflujo MexCD-OprJ está regulado por genes inhibidores como 

nfxB, que se encuentra aguas arriba, y esrC, que se encuentra aguas abajo. Las mutaciones 

en nfxB resultan en la sobreproducción de la bomba de eflujo MexCD-OprJ, mayor 

resistencia a las fluoroquinolonas y cambios generales en la fisiología y el metabolismo 

de P. aeruginosa (161). Las mutaciones en estos reguladores negativos causan la 

hiperexpresión de la bomba de eflujo (162). Aunque las mutaciones en nfxB causan 

hiperproducción y resistencia a compuestos que pueden expulsarse a través de esta bomba, 

esto los puede volver susceptibles a la mayoría de los betalactámicos que no son sustratos 

y a aminoglucósidos. La complementación de estas mutantes posteriormente revierte el 

fenotipo (157,163).  

1.8.3.4 MexEF-OprN 

Esta bomba de eflujo tiene como sustratos al cloranfenicol, fluoroquinolonas y la 

trimetoprima, pero carece de afinidad por los betalactámicos. Se ha demostrado que los 

mutantes deficientes en la producción de MexEF-OprN se vuelven sensibles a los 

betalactámicos y aminoglucósidos (164,165). Esta hipersusceptibilidad se asocia con una 

disminución de la actividad de MexEF-OprN debido a la represión del sistema QS a través 

de MexT (146). Aunque su expresión no está regulada por un represor, varios factores 

pueden afectarla como MexT, ubicado aguas arriba del operón MexEF-OprN, que codifica 

una proteína activadora transcripcional similar a LysR (127). 

MexEF-OprN se expresa en niveles bajos en cepas WT y no tiene (o tiene poco) impacto 

en el desarrollo de resistencia a antibióticos (166). Su regulación estable a través de MexT 
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generalmente se asocia con una mayor resistencia a fluoroquinolonas, cloranfenicol, 

trimetoprima y carbapenémicos (166,167). Existen ciertas variaciones entre las secuencias 

de MexT, ya que la cepa WT PAO1 tiene dos alelos de este gen, que contienen una o más 

copias de una secuencia repetida de 8 nucleótidos, lo que causa un desplazamiento del 

marco de lectura que cambia MexT a su forma activa (168). En algunas cepas, MexT 

permanece en su forma inactiva debido a mutaciones suprimidas en la región codificante. 

Sin embargo, mutaciones o deleciones adicionales pueden revertir MexT a su forma 

activa(146). En otras cepas, la activación transcripcional de MexEF-OprN ocurre tras una 

mutación inactivadora en MexS (también conocida como Qrh o PA2491) que se encuentra 

aguas arriba de MexT. Se cree que su inactivación causa la acumulación de metabolitos 

que actúan como señal para la activación de MexT y, por lo tanto, producción de MexEF-

OprN (169). Otro regulador de esta bomba es MvaT, un regulador global que se ha descrito 

como represor de MexEF-OprN (170). 

Una función importante de esta bomba de eflujo es su influencia en OprD. Aquellas cepas 

que producen MexEF-OprN a través de MexT se vuelven más resistentes a los antibióticos 

que pueden expulsarse a través de esta y a imipenem. Esta pérdida de susceptibilidad se 

debe a una disminución en la expresión de OprD, lo que resulta en una menor cantidad de 

OprD en la membrana externa y una menor entrada de este antibiótico al interior de la 

célula (171–173). 

1.8.3.5 Otras bombas de eflujo 

Las cuatro bombas de eflujo previamente mencionadas son las que tienen un mayor 

impacto en la RAM de P. aeruginosa, incluso en ausencia de inductores, como es el caso 

de MexAB-OprM. Sin embargo, se han descrito más bombas de eflujo en P. aeruginosa, 

como MexGHI-OpmD, cuya función principal es transportar una fenazina que controla la 

expresión génica y el desarrollo de biopelículas, además de conferir bajos niveles de 

resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclina y vanadio (174). Aunque se ha mencionado que 

MexJK (OprM) es capaz de expulsar eritromicina y tetraciclina, se ha visto que esta bomba 

se encuentra involucrada en el QS y en la expresión de factores de virulencia regulados 

por Pqs, lo que sugiere que podría participar en la homeostasis del hierro dependiente de 

la pioverdina, en P. aeruginosa (175). Por otro lado, MexPQ-OpmE puede expulsar 
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fluoroquinolonas y eritromicina, y se ha observado que puede estar silenciada o tener una 

baja expresión en P. aeruginosa WT, necesitándose altas concentraciones de 

fluoroquinolonas para inducir su expresión (176). Otra bomba de eflujo RND de P. 

aeruginosa es MexVW, la cual recientemente se ha descrito como un posible mecanismo 

de resistencia a las nuevas combinaciones ceftazidima/avibactam y 

ceftolozano/tazobactam cuando se ha perdido o inhibido MexAB-OprM (177). La bomba 

de eflujo CzcCBA, perteneciente a la familia de bombas de eflujo de metales pesados, está 

regulada por el sistema de dos componente CzcRS, y aunque solo se encarga de expulsar 

Cu2+ y Zn2+, a su vez puede regular la transcripción de OprD (178). Este mecanismo se 

conoce como corregulación (179). El triclosán, un biocida ampliamente utilizado en el 

ámbito clínico durante los últimos treinta años, solo se expulsa mediante la bomba de 

eflujo TriABC-OpmH (180). También se ha demostrado que MuxABC-OpmB influye en 

la resistencia a la novobiocina, el aztreonam, los macrólidos y la tetraciclina, pero solo en 

ausencia de otros RND (181). 

1.9 Resistencia antimicrobiana transferible 

La mayoría de los elementos genéticos móviles de RAM se codifican en plásmidos 

y transposones, lo que facilita el intercambio de material genético entre cepas de la misma 

especie, o incluso entre diferentes especies. Existen dos tipos de genes que pueden 

transferirse horizontalmente en P. aeruginosa: las betalactamasas y las enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos (AME), ambas presentes comúnmente en integrones 

de tipo 1. Sin embargo, las más relevantes y comunes que son detectadas en el ámbito 

clínico son las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas (182). 

Por un lado, las BLEE son pertenecientes a las clases A y D de Ambler, algunas de las más 

prevalentes son PER, VEB, GES, TEM, SHV, CTX-M u OXA (182). Presentan patrones 

de hidrólisis variados como PER que confiere resistencia a penicilinas, cefotaxima, 

ceftazidima y aztreonam, pero no a carbapenémicos ni cefamicinas. Su actividad es 

inhibida eficazmente por clavulanato, sulbactam y tazobactam (183). Por otro lado, GES 

es inhibida por imipenem e incapaz de hidrolizar aztreonam. Su perfil es muy similar al 

de otras betalactamasas de clase A. Algunas de sus variantes están ampliamente 

distribuidas, como la GES-5, que puede hidrolizar carbapenémicos (184). La familia OXA 
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comprende más de 900 variantes alélicas, y tiene patrones de resistencia muy diferentes. 

En P. aeruginosa, las que se detectan con mayor frecuencia son OXA-2 y OXA-10 (185). 

Sin embargo, el gen OXA-50 (anteriormente PA5514) es un gen de oxacilinasa 

identificado in silico en el genoma de P. aeruginosa PAO1, que se expresa 

constitutivamente. En consecuencia, P. aeruginosa alberga dos genes de betalactamasa 

codificados naturalmente: uno que codifica una cefalosporinasa inducible y el otro una 

oxacilinasa expresada constitutivamente (186). 

Por otro lado, aunque la resistencia a los carbapenémicos en P. aeruginosa se debe 

principalmente a mutaciones cromosómicas, la producción de carbapenemasas tiene un 

papel secundario; sin embargo, durante la última década, su dispersión mundial ha 

aumentado. Cabe destacar que la proporción de cepas productoras de carbapenemasas ha 

aumentado entre los aislamientos XDR (187). Las principales clases de carbapenemasas 

son:  

• Carbapenemasas de clase A: incluyen los tipos GES, IMI, KPC, NMC y SME. 

Entre ellas, KPC tiene el espectro de actividad más amplio, afectando a todos los 

betalactámicos; aunque pueden inhibirse con avibactam. Además, cuando se 

describió por primera vez GES-1, no tenía actividad carbapenemasa, sin embargo, 

se ha descrito que algunas de sus variantes, como la GES-5, poseen esta actividad 

(188). 

• Carbapenemasas de clase B o metalobetalactamasas (MBL): este es el grupo más 

relevante en P. aeruginosa debido a su distribución mundial (187). Las más 

comunes son IMP, VIM, SPM, GIM, NDM y FIM que pueden ser inhibidas por 

quelantes de iones metálicos (189). El cefiderocol ha sido aprobado para el 

tratamiento de infecciones ocasionadas por algunos microorganismos que 

presentan resistencia a carbapenémicos por la producción de MBL, ya que es 

estable frente a la hidrólisis por esta clase de enzimas (IMP, VIM y NDM).  

• Oxacilinasas de clase D: aunque no desempeñan un papel importante en la 

resistencia de P. aeruginosa a los carbapenémicos, son capaces de hidrolizar 

carbapenémicos. Se han identificado variantes de BLEE de clase D que hidrolizan 

carbapenémicos, como OXA-23, OXA-40 (anteriormente OXA-24), OXA-51 y 
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OXA-58, en A. baumannii (190–193). Entre ellas, OXA-23 se considera la 

principal fuente de resistencia a los carbapenémicos debido a su diseminación 

mundial en aislamientos de Acinetobacter (194). Además, otro miembro 

importante de esta clase es la OXA-48, descrita por primera vez en K. pneumoniae 

en 2001 (195). Asimismo, se han descrito cepas productoras de OXA-48 en brotes 

nosocomiales y comunitarios en todo el mundo. La preocupante y rápida 

propagación de Enterobacteriaceae productoras de enzimas similares a OXA-48 

en diferentes ecosistemas se ha convertido en un problema grave (196). 

Asimismo, los aislamientos clínicos de P. aeruginosa pueden inactivar los 

aminoglucósidos mediante enzimas modificadoras de aminoglucósidos (AME), de las 

cuales existen tres familias: fosforiladoras ‘aph’, acetiladoras ‘aac’ y adeniladoras ‘ant’ 

(197,198), las cuales presentan actividad variable frente a los diferentes aminoglucósidos. 

De esta forma,  aac (3), aac (6')-I, aac (6')-II y ant (2") inactivan gentamicina; aac (3)-II, 

ant (2"), ant (4')-1 y ant (4')-II inactivan tobramicina; aac (6")-Ib, aac (3)-x, ant (4')-I, ant 

(4')-II, aph (3')-Illa y aph (3')-VIb inactivan amikacina. Otros mecanismos de resistencia 

a los aminoglucósidos incluyen la sobreexpresión de bombas de eflujo, en particular 

MexXY-OprM; la modificación de las moléculas de ARN 16S por metilasas como rmtA 

y rmtB (lo que impide que los aminoglucósidos se unan eficazmente a los ribosomas); y 

la disminución de la permeabilidad a los aminoglucósidos (198). 

1.10 Resistencia producida por mutaciones 

Como se ha descrito, P. aeruginosa es intrínsecamente resistente a las 

aminopenicilinas, tanto individualmente como en combinación con ácido clavulánico, así 

como a casi todas las cefalosporinas de primeras generaciones, en particular la cefotaxima, 

una cefalosporina de tercera generación, debido principalmente a la inducción de AmpC, 

la expresión constitutiva de la bomba de eflujo MexAB-OprM y la disminución en 

permeabilidad de la membrana (199). Además, esta resistencia puede verse 

significativamente potenciada por la adquisición de múltiples mutaciones que alteran la 

expresión o la función de diversos genes (Tabla 4). Sin embargo, el problema de la 

resistencia a los antibióticos mediada por mutaciones se agrava aún más en el contexto de 

infecciones crónicas, debido a la altísima prevalencia de cepas hipermutables con tasas de 
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mutación espontánea elevadas causadas por sistemas defectuosos de reparación del ADN 

(96,200).  

Tabla 4 . Genes del resistoma mutacional de P. aeruginosa, mecanismos y antibióticos 

afectados. Adaptado de (201). 

Gen Mecanismo de resistencia Antibióticos afectados 

gyrA, gyrB ADN girasa 
Quinolonas 

parC, parE ADN topoisomerasa IV 

pmrA, pmrB, phoP, phoQ, 

cprS, colR, colS 

Modificación estructural 

de LPS 
Polimixinas 

parR 

Modificación estructural 

de LPS 
Polimixinas 

↓ OprD Carbapenémicos 

↑ MexEF-OprN Quinolonas 

↑ MexXY 

Quinolonas, polimixinas, 

aminoglucósidos, 

cefepime 

parS 

Modificación estructural 

de LPS 
Polimixinas 

↓ OprD Carbapenémicos 

↑ MexEF-OprN Quinolonas 

↑ MexXY 

Quinolonas, 

aminoglucósidos, 

cefepime 

mexR, nalC, nalD ↑↑ MexAB-OprM 
Quinolonas, 

betalactámicos 

nfxB ↑↑ MexCD-OprJ Quinolonas, cefepime 

mexS, mexT 
↑ MexEF-OprN Quinolonas 

↓ OprD Carbapenémicos 

cmrA, mvaT, PA3721 ↑ MexEF-OprN Quinolonas 
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mexZ, PA5471.1, amgS ↑ MexXY 

Quinolonas, 

aminoglucósidos, 

cefepime 

oprD Inactivación Carbapenémicos 

ampC Modificación estructural Cefalosporinas 

ampD, dacB, ampR, 

ampDh2, ampDh3, mpl 
↑ AmpC Betalactámicos 

ftsI Modificación estructural Betalactámicos 

fusA1 
Modificación del factor de 

elongación ribosomal G 
Aminoglucósidos 

glpT Inactivación Fosfomicina 

rpoB 
Modificación de ARN 

polimerasa 
Rifampicina 

↓Regulación a la baja/inactivación, ↑Hiperproducción. 

1.10.1 Resistoma a betalactámicos 

La sobreproducción de la cefalosporinasa cromosómica AmpC es el mecanismo 

de resistencia más frecuente frente a piperacilina y cefalosporinas (ceftazidima y 

cefepima). Este mecanismo involucra a un gran número de genes involucrados en las vías 

reguladoras del reciclaje de la pared celular (107) como dacB, ampD y ampR, cuya 

inactivación o la selección de mutaciones puntuales específicas conduce a altos niveles de 

resistencia (108,202). Mutaciones en otros genes, también involucrados en el reciclaje de 

la pared celular, pueden aumentar ligeramente la expresión de AmpC, pero confieren 

niveles de resistencia más bajos. Estos genes son ampDh2, ampDh3, dacC (PBP5), pbpG 

(PBP7), algunas transglicosilasas líticas, mpl o nuoN (107). Se ha demostrado que la 

resistencia a los betalactámicos, incluyendo a los nuevos inhibidores de 

betalactámicos/betalactamasas, ceftolozano/tazobactam y ceftazidima/avibactam, puede 

ser resultado de mutaciones que modifican el centro catalítico de AmpC. Este mecanismo 

se detecta en hasta el 15 % de los pacientes tratados con estos agentes (203–206). Por otro 

lado, se han identificado variantes de AmpC asociadas con altos niveles de resistencia a 

estas nuevas combinaciones, presentes en una pequeña proporción (aproximadamente el 
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1%) de aislamientos clínicos de P. aeruginosa que no habían sido tratados previamente 

con estos agentes (207). Sin embargo, las cepas que producen estas variantes muestran 

susceptibilidad colateral al imipenem y a piperacilina. El desarrollo de resistencia a estas 

combinaciones puede implicar mutaciones que conduzcan a la modificación estructural 

del OXA-2/10 pasando de un espectro reducido al de una BLEE (208,209). Además, las 

betalactamasas adquiridas desempeñan un papel importante en la resistencia de P. 

aeruginosa, incluyendo los nuevos betalactámicos. Las MBL son las carbapenemasas más 

frecuentes en P. aeruginosa. VIM, es la enzima más frecuentemente reportada, pero otras 

como NDM y GES-5 están aumentando su prevalencia (187,210,211). Aunque la 

producción de MBL es una causa común de resistencia a ceftolozano/tazobactam, 

ceftazidima/avibactam, meropenem/vaborbactam e imipenem/relebactam (212), la 

situación es diferente (con pocas excepciones) para cefiderocol (213). 

Otra situación que se ha vuelto una preocupación creciente es la fuerte presión mutacional 

sobre la PBP3, como lo han demostrado datos de pacientes con fibrosis quística, clonas 

de alto riesgo epidémico y estudios in vitro (214–216). Las mutaciones específicas 

R504C/H y F533L son las más reportadas, y ambas se localizan dentro de los dominios 

involucrados en la formación y estabilización del complejo betalactámico-PBP (217). 

Además, se ha documentado que estas mutaciones se seleccionan in vivo en pacientes con 

fibrosis quística (215) o tras la exposición in vitro a diferentes betalactámicos (214,218). 

La inactivación de la porina OprD de P. aeruginosa es la causa más frecuente de 

resistencia a carbapenémicos, principalmente imipenem (199). Su inactivación se debe a 

cambios en el marco de lectura o codones de parada prematuros, como el caso de Q142X 

en el clon de alto riesgo ST175 (214). Además, la resistencia a este carbapenémico 

también puede surgir de la inactivación de OprD mediante mutaciones en los reguladores 

MexEF-OprN, MexS/T o el sistema de dos componentes ParRS (219). 

Las principales bombas de eflujo de P. aeruginosa también desempeñan un papel 

importante en la resistencia a las nuevas combinaciones de betalactámicos e inhibidores 

de betalactamasas, no solo por su capacidad para extruir al betalactámico sino por la 

expulsión de estos inhibidores. Como han revelado algunos estudios, mutaciones en 
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MexAB-OprM y MexEF-OprN desempeñan un papel fundamental en la resistencia a 

imipenem/relebactam (220). 

Además, se ha descrito la selección de grandes deleciones cromosómicas (de hasta 600 

kb) que afectan a partes específicas del genoma (214,218) como un mecanismo relevante 

de resistencia a betalactámicos. Estas deleciones se han descrito en aislamientos de FQ y 

en mutantes resistentes a betalactámicos desarrollados in vitro (218,221). Estas regiones 

incluyen el gen galU, descrito como un mecanismo de resistencia a ceftazidima y 

meropenem. Esta proteína codifica una UDP-glucosa-I-fosfato uridiltransferasa y 

participa en la síntesis del núcleo de LPS. En mutantes de galU se ha observado un 

aumento en las CMI de ceftazidima y meropenem (222,223). 

1.10.2 Resistoma a aminoglucósidos 

La resistencia a aminoglucósidos se encuentra estrechamente relacionada con la 

THG de Aminoglycoside-Modifying Enzymes (AME’s), frecuentemente cotransferidas 

con carbapenemasas (188). No obstante, recientemente se han descrito las metilasas de 

ARN 16S transferibles, que modifican las dianas de los aminoglucósidos, confiriendo 

resistencia a todos los aminoglucósidos clínicamente aprobados (224,225). 

Por otro lado, la sobreexpresión de la bomba de eflujo MexXY-OprM también se ha 

relacionado con la resistencia a estos antibióticos. La principal causa de la 

sobreproducción de MexX Y-OprM es la selección de mutaciones en los principales 

reguladores MexZ, AmgS o ParRS (156,226). Sin embargo, estudios recientes han 

demostrado que el clon de alto riesgo ST175, ampliamente distribuido en todo el mundo, 

sobreexpresa esta bomba de eflujo debido a una mutación específica en MexZ (G195D/E) 

(156). 

Los altos niveles de resistencia a los aminoglucósidos pueden deberse a la acumulación 

de múltiples mutaciones en genes específicos, como en fusAl. Estos resultados se han 

detectado en estudios in vitro, pero también en aislamientos clínicos de FQ (69,215). 

1.10.3 Resistoma a fluoroquinolonas 

La resistencia a las fluoroquinolonas en P. aeruginosa se debe principalmente a 

mutaciones cromosómicas, incluyendo las de las ADN girasas (gyrA o gyrB) y las 
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topoisomerasas IV (parC o parE) (227). Se ha visto que los altos niveles de resistencia a 

fluoroquinolonas en clonas de alto riesgo de P. aeruginosa implican dos mutaciones 

específicas: GyrA(T831) y ParC(S87W) (216). Además, la sobreproducción de MexEF-

OprN o MexCD-OprJ también se relaciona con la resistencia clínica a las 

fluoroquinolonas (228). 

1.10.4 Resistoma a polimixinas 

La prevalencia de aislamientos resistentes a polimixinas sigue siendo baja a nivel 

mundial (<5%), pero ha aumentado en los últimos años debido al uso de estas como 

antibióticos de último recurso para tratar los aislamientos XDR y DTR de P. aeruginosa 

(229). La modificación del lípido A del LPS se ha descrito como el principal mecanismo 

de resistencia a la colistina (230,231). Las mutaciones que causan este perfil se encuentran 

comúnmente en los sistemas de dos componentes PmrAB o PhoPQ, lo que lleva a la 

activación del operón arnBCADTEF  (232). Otros estudios han descrito la participación 

de los sistemas de dos componentes ColRS y CprRS en la resistencia a la colistina (233). 

1.10.5 Resistoma a fosfomicina 

Los principales mecanismos que confieren resistencia a la fosfomicina en P. 

aeruginosa son mutaciones inactivadoras en el gen glpT, que codifica una permeasa de 

glicerol-3-fosfato, necesaria para la captación de fosfomicina (234). Las mutaciones en 

este gen se encuentran comúnmente en clonas de alto riesgo de P. aeruginosa 

MDR/XDR/DTR, y algunas mutaciones específicas, como T211P, se han visto en clonas 

como ST175 (112). 

1.11 Secuenciación del genoma completo 

La determinación del orden de los nucleótidos ha sido fundamental para 

comprender la biología microbiana. Aunque las primeras aproximaciones en los años 

sesenta permitieron acceder únicamente a secuencias cortas de RNA, no fue sino hasta la 

década de los setenta cuando Sanger desarrolló un método aplicable a moléculas de mayor 

tamaño, permitiendo posteriormente el desarrollo de proyectos de genómica a gran escala 

(235) . Esta tecnología sentó las bases para que en 1995 se publicara el primer genoma 

bacteriano completo, correspondiente a Haemophilus influenzae (236). Esto marcó el 
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inicio de la secuenciación de genomas completos y abrió la posibilidad de explorar la 

organización y variación genética de microorganismos patógenos. 

Sin embargo, la secuenciación basada en Sanger era lenta, costosa y limitada a un número 

reducido de fragmentos por corrida. La introducción de tecnologías de segunda generación 

aceleró exponencialmente la capacidad de lectura, disminuyendo costos y permitiendo que 

la secuenciación pueda ser aplicada a múltiples organismos clínicos de manera simultánea 

(237). De esta forma, el Whole Genome Sequencing (WGS) se ha convertido en una 

herramienta altamente accesible para la caracterización genómica de bacterias, con 

aplicaciones directas en diagnóstico, vigilancia epidemiológica, investigación de 

resistencia antimicrobiana y estudios evolutivos. 

El WGS permite analizar de manera exhaustiva la composición genética de bacterias 

causantes de infección, proporcionando información sobre resistencia antimicrobiana, 

virulencia, mecanismos de diseminación y relaciones filogenéticas entre aislamientos 

clínicos. A diferencia de las pruebas fenotípicas tradicionales, que se enfocan en la 

resistencia expresada, el análisis genómico permite identificar mutaciones, transferencias 

horizontales, presencia de elementos móviles y genes adquiridos, incluso antes de que la 

característica sea fenotípicamente detectable (236). 

En Microbiología clínica, el WGS ha mostrado utilidad creciente para la identificación de 

especies, tipificación genómica, vigilancia de brotes hospitalarios, detección de clones de 

alto riesgo, caracterización del resistoma y análisis comparativo entre aislamientos, 

llevando a considerar a WGS como una herramienta de referencia para epidemiología 

molecular (238).  

A diferencia de los métodos clásicos utilizados en microbiología clínica, tales como el 

cultivo, la observación morfológica o la determinación fenotípica de susceptibilidad 

antimicrobiana, la secuenciación de genoma completo ofrece la posibilidad de analizar 

directamente el material genético del microorganismo, permitiendo identificar genes de 

resistencia, elementos móviles y mutaciones específicas que no siempre son detectables 

por procedimientos convencionales (238). En este sentido, el WGS no depende de la 

expresión fenotípica del gen o del mecanismo de resistencia, sino de su presencia genética, 

lo que permite detectar mecanismos emergentes incluso antes de que se manifiesten 
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clínicamente. De manera adicional, el análisis genómico supera a técnicas moleculares 

basadas en fragmentos, como PCR dirigida, MLST o PFGE, ya que proporciona 

información completa del genoma y permite realizar epidemiología de alta resolución, 

asociar mutaciones con patrones clínicos y evaluar relaciones filogenéticas con precisión, 

incluso entre aislamientos estrechamente relacionados (236).  

1.11.1 Tecnología Illumina 

Actualmente, la tecnología Illumina es la plataforma de secuenciación más utilizada para 

WGS debido a su alta precisión, elevada capacidad de multiplexación y a su capacidad 

para obtener millones de lecturas cortas en paralelo a través de la metodología de 

secuenciación por síntesis (237).En este proceso, el ADN genómico se fragmenta y 

posteriormente se prepara mediante la reparación de extremos y la ligación de adaptadores 

específicos que contienen secuencias necesarias para la amplificación en superficie y para 

la identificación de muestras, permitiendo la lectura simultánea de múltiples aislamientos 

en una misma corrida (239). En un siguiente paso, los fragmentos se unen a una superficie 

revestida de oligonucleótidos complementarios y se generan “clústeres” mediante 

amplificación en puente, lo que permite obtener miles de copias idénticas de cada 

molécula inicial y genera una señal suficientemente fuerte para ser detectada por el 

sistema óptico. 

Posteriormente, durante el ciclo de síntesis, nucleótidos modificados con fluoróforos 

reversibles se incorporan de manera secuencial, registrándose una imagen en cada ciclo 

que identifica la base añadida. Una vez registrada la señal fluorescente, el grupo 

bloqueador se retira, permitiendo el siguiente ciclo de incorporación. La repetición 

controlada de estas etapas genera millones de lecturas, las cuales pueden posteriormente 

ensamblarse y analizarse con herramientas bioinformáticas. Esta estrategia permite 

obtener niveles altos de cobertura y profundidad, facilitando la identificación de variantes, 

detección de SNP’s, descubrimiento de elementos genéticos móviles y análisis 

comparativos entre múltiples aislamientos bacterianos. La capacidad de multiplexación, 

la precisión de lectura y la estabilidad de la química de síntesis son aspectos que han 

permitido consolidar a Illumina como la tecnología dominante para análisis genómicos 

aplicados a patógenos clínicos (239). 
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1.11.2 Análisis bioinformático 

El análisis bioinformático constituye un componente esencial del WGS, ya que transforma 

las lecturas crudas obtenidas en información biológica y clínica que se puede interpretar. 

El flujo de análisis típicamente inicia con la evaluación de la calidad de las lecturas, 

eliminación de adaptadores y filtrado de secuencias de baja calidad. Posteriormente, los 

datos pueden ensamblarse de novo o mapearse contra un genoma de referencia, generando 

contigs y eventualmente ensamblajes más completos que permitan interpretar el contenido 

genético. Después del ensamblaje, la anotación automatizada permite identificar genes 

codificantes, elementos móviles, regiones regulatorias, sistemas de resistencia 

antimicrobiana, bombas de eflujo, betalactamasas y otros determinantes relevantes (240). 

Posteriormente, la comparación entre aislamientos puede realizarse mediante análisis de 

SNP, MLST, cgMLST o pan-genómica. Estas aproximaciones permiten explorar la 

relación genética entre aislamientos, identificar clonalidad, rastrear brotes hospitalarios y 

asociar características genéticas con patrones clínicos. Finalmente, la información puede 

integrarse con datos fenotípicos o clínicos para caracterizar genotipos de alto riesgo, 

identificar variantes relevantes y comprender los mecanismos subyacentes de resistencia 

y virulencia. Con ello, el análisis bioinformático convierte la secuenciación en una 

herramienta de vigilancia epidemiológica, diagnóstico molecular y comprensión evolutiva 

de patógenos (238). 

1.12 Clonas de alto riesgo 

Además de la resistencia intrínseca de este microorganismo y de su capacidad para 

conseguir nuevos determinantes de resistencia mediante la THG, P. aeruginosa presenta 

una estructura poblacional epidémica no clonal, conformada por un pequeño número de 

clonas ampliamente distribuidas, las cuales son seleccionadas a partir de una gran 

diversidad de genotipos raros no relacionados entre sí, que además se recombinan con alta 

frecuencia (241). 

El análisis epidemiológico de aislamientos de P. aeruginosa procedentes de IAAS, el 

medio ambiente y pacientes con FQ muestra una notable variedad clonal, con la mayoría 

de los aislamientos representados por genotipos únicos (182). Sin embargo, se ha 

mostrado la diseminación en hospitales de todo el mundo de clonas MDR/XDR, las cuales 
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se han denominado como clonas de alto riesgo (242). Según la prevalencia de las clonas 

de alto riesgo, su propagación global y su asociación con los perfiles MDR/XDR, las 10 

clonas de P. aeruginosa de alto riesgo más importantes a nivel mundial son los tipos de 

secuencia (ST) ST235, ST111, ST175, ST233, ST244, ST357, ST308, ST277, ST654 y 

ST298. Entre ellos, cabe destacar las clonas ST235, ST175 y ST111, ya que son los más 

extendidas y que causan más infecciones en hospitales a nivel mundial con perfiles 

MDR/XDR (182,243). 

Cabe destacar que, en los últimos años, también se han reportado casos de ST773, 

alcanzando cifras similares a las de las otras 10 clonas principales. Este ST se asocia con 

fenotipos MDR y XDR debido a un amplio repertorio de genes de resistencia a 

antibióticos, tanto intrínsecos como adquiridos, como las MBL (VIM, IMP, NDM), 

ubicados principalmente en elementos genéticos móviles, que también contienen otros 

genes de resistencia. Además, se está convirtiendo en un clon ampliamente distribuido, 

con informes en Hungría, India, Nepal, Nigeria, Arabia Saudita, Corea del Sur, Reino 

Unido y Estados Unidos (244). 

1.12.1 ST 175 

ST175 es una de las clonas más prevalentes en el mundo (187). Este clon muestra 

el genotipo exoS+ T3SS y se asocia con niveles de virulencia muy bajos (216). Sin 

embargo, las infecciones causadas por este clon son difíciles de tratar debido a su fenotipo 

MDR/XDR, frecuentemente causado por una combinación de mutaciones específicas 

como AmpR (G154R), OprD (Q142X), MexZ (G195E), GyrA (T831/D87N) y ParC 

(S87W/L168Q) (112). 

1.12.2 ST 235 

Se ha determinado que ST235 es el clon de alto riesgo más relevante y extendido 

(245). Este clon está asociado con más de 60 variantes diferentes de betalactamasas y 

muestra asociación con genes de resistencia adquiridos horizontalmente (241). Se ha 

informado que las cepas identificadas como clonas ST235 son portadoras de diversas 

BLEE, como PER, PSE, BEL, GES y diversas variantes de OXA. La gran mayoría de las 

MBL reportadas en clonas ST235 son variantes de IMP, pero también algunos tipos de 

VIM (246). Es importante destacar que el gen aac (6')-Ib se ha descrito en clonas de 
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ST235, siendo responsable de conferir resistencia a los aminoglucósidos (245). Otros 

genes de resistencia a aminoglucósidos que se suelen encontrar en esta clona son AacA7 

y AadA1 (187). 

ST235 se caracteriza por una alta virulencia, principalmente debido a la sobreproducción 

de T3SS, codificado por el gen exoU+ (216). Este ST se encuentra fuertemente asociado 

a las carbapenemasas GES y VIM, y con las enzimas modificadoras de aminoglucósidos 

AadA1/6. Sin embargo, los genes más prevalentes que confieren resistencia a 

betalactámicos y fluoroquinolonas en este ST presentan una amplia variedad de 

mutaciones (187). 

1.12.3 ST 111 

ST111 es el segundo clon de alto riesgo más extendido a nivel mundial. Se asocia 

con fenotipos MDR/XDR y, en particular, con la producción de MBL y oxacilinasas de 

espectro estrecho, generalmente OXA-46. Además, determinantes de resistencia a 

aminoglucósidos como aac(6')-Ib y aacA29a se encuentran en esta clona (246). Los 

mecanismos de resistencia comúnmente encontrados en este clon son sustituciones de 

aminoácidos en GyrA (T831), ParC (S87W y L168Q) y ParE (E459K), que confieren 

resistencia a las fluoroquinolonas (214,247). Además, este clon presenta exoS+, produce 

T3SS y muestra niveles de virulencia considerablemente altos (182). 

1.13 Nuevos betalactámicos y combinaciones con inhibidores de betalactamasas 

         El tratamiento habitual de las infecciones producidas por P. aeruginosa incluye ocho 

clases de antibióticos: aminoglucósidos (amikacina y tobramicina), cefalosporinas 

(ceftazidima, cefepima), carbapenémicos (imipenem y meropenem), penicilinas con 

inhibidores de β-lactamasas (ticarcilina/ácido clavulánico, piperacilina-tazobactam), 

fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino), monobactámicos (aztreonam), ácidos 

fosfónicos (fosfomicina) y polimixinas (colistina y polimixina B) (248). Sin embargo, 

durante la última década, el tratamiento de las infecciones provocadas por P. aeruginosa 

se ha vuelto cada vez más difícil debido a los altos niveles de resistencia alcanzados por 

ciertos linajes ampliamente distribuidos de este patógeno.  El desarrollo de nuevos 

antibióticos es complejo y requiere mucho tiempo; por lo tanto, se han sintetizado nuevos 

inhibidores de betalactamasas para mitigar este problema. La eficacia de estos compuestos 
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y el consiguiente desarrollo de resistencia es una preocupación importante en todo el 

mundo (249). 

Un enfoque que ha sido establecido para superar la resistencia a los betalactámicos es 

reducir o inhibir la actividad de las betalactamasas, preservando así la eficacia de las 

penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Por lo tanto, los dos enfoques existentes 

son: un inhibidor suicida o un inhibidor reversible. Los inhibidores suicidas (ácido 

clavulánico, sulbactam, tazobactam) forman complejos acil-enzimáticos estables, que 

pueden experimentar reacciones químicas de postacilación y fragmentarse o desacilarse 

muy lentamente. Por el contrario, los inhibidores reversibles, como los 

diazabiciclooctanos (avibactam y relebactam) y los boronatos (vaborbactam y 

taniborbactam), pueden desacilarse de la betalactamasa sin modificarse e inhibir otra 

molécula de betalactamasa (250–252). 

1.12.1 Ceftolozano/Tazobactam 

Esta combinación de betalactámico e inhibidor de betalactamasas presenta una alta 

actividad contra P. aeruginosa MDR/XDR. El ceftolozano (CXA-101)/tazobactam 

(CL298741) (Figura 6) fue desarrollado por Merck y conocido comercialmente como 

Zerbaxa. Fue aprobado inicialmente por la Food & Drug Administration (FDA) en 2014 

y por la European Medicines Agency (EMA) en 2015 para el tratamiento de infecciones 

urinarias intraabdominales complicadas, y posteriormente para el tratamiento de adultos 

con neumonías intrahospitalarias y asociadas con ventilación mecánica. El ceftolozano es 

una cefalosporina de quinta generación y uno de los agentes antipseudomonas más activos 

debido a su alta afinidad por las PBP y su estabilidad frente a las bombas de eflujo (253). 

Además, el ceftolozano es activo contra la cefalosporinasa cromosómica AmpC y las 

variantes de TEM y SHV, mientras que el tazobactam se encarga de las serin-

betalactamasas de clase A y las BLEE. Por otro lado, el ceftolozano no es activo contra 

las carbapenemasas (254). 
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Figura 6. Estructura química de Ceftolozano/Tazobactam (255). 

Varios estudios han evaluado la susceptibilidad de P. aeruginosa MDR/XDR a esta 

combinación, pero los resultados presentan variaciones (55-96.6 %) según el país del 

estudio (256). Se ha mostrado el desarrollo de resistencia in vivo a esta combinación, 

siendo las modificaciones en la cefalosporinasa cromosómica AmpC y las betalactamasas 

adquiridas el principal mecanismo de resistencia en P. aeruginosa MDR (206), aunque se 

ha descrito que el desarrollo de resistencia fue más difícil de lograr que para los agentes 

antipseudomonales clásicos (206). 

1.12.2 Ceftazidima/Avibactam 

Ceftazidima (GR-20263) es una cefalosporina de tercera generación con actividad 

contra Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae. (Figura 7). Además, es estable frente a 

variantes de betalactamasas como TEM, SHV y OXA. Esta cefalosporina puede utilizarse 

en combinación con el inhibidor de betalactamasas avibactam (NXL-104), cuya función 

es proteger a este antibiótico de la degradación causada por enzimas tipo AmpC, BLEE y 

carbapenemasas de clase A como GES, pero no de MBL (257). Este compuesto fue 

desarrollado por Pfizer y se comercializa como Avycaz. Fue aprobado inicialmente por la 

FDA en 2015 y por la EMA en 2016 para el tratamiento de infecciones urinarias 

intraabdominales complicadas, y en 2018 para el tratamiento de pacientes con neumonías 

intrahospitalarias y asociadas con ventilación mecánica. Finalmente, en 2019 se autorizó 

su uso en pediatría (258).  
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Figura 7. Estructura química de Ceftazidima/Avibactam (259). 

La actividad in vitro de ceftazidima/avibactam contra Enterobacteriaceae spp. productoras 

de BLEE, betalactamasas tipo C o KPC, y carbapenemasas OXA-48 convierte a esta 

combinación en una opción eficaz para el tratamiento de infecciones por 

Enterobacteriaceae spp. multidrogorresistentes. Asimismo, la actividad de 

ceftazidima/avibactam contra P. aeruginosa es superior a la de otros betalactámicos 

disponibles y comparable a la de ceftolozano/tazobactam (260). 

1.12.3 Imipenem/Cilastatina/Relebactam 

Imipenem (MK-0787)/cilastatina/relebactam (MK-7655) es una combinación de 

betalactámico con un inhibidor de betalactamasas con actividad contra Enterobacterales 

resistentes a carbapenémicos y P. aeruginosa DTR (Figura 8). Cabe destacar que el 

relebactam es un potente inhibidor de AmpC que se disocia lentamente, por lo que tiene 

una eficacia de inhibición prácticamente similar a la de un inactivador irreversible. El 

relebactam no presenta actividad antimicrobiana directa, pero proporciona una inhibición 

fiable de muchas enzimas de clase A y clase C de Ambler. Esta combinación, también 

desarrollada por Merck y denominada comercialmente como Recarbrio, fue aprobada por 

la FDA en 2019 y por la EMA en 2020 para el tratamiento de infecciones urinarias 

complicadas, infecciones bacterianas intraabdominales complicadas, neumonías 

intrahospitalarias y asociadas con ventilación mecánica (261). Si bien se ha descrito que 

imipenem/relebactam es activo contra las BLEE, la AmpC mediada por plásmidos 

(pAmpC) y las mutaciones de reconocimiento de sustrato de las bombas de eflujo, han 
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sido detectados como los primeros mecanismos de resistencia a esta combinación en 

aislamientos clínicos (262). La cilastatina siempre se administra en combinación con 

imipenem para evitar su degradación por la dehidropeptidasa-I. 

 

Figura 8. Estructura química de Imipenem/Relebactam (259). 

1.12.4 Cefiderocol 

Como se mencionó anteriormente, están surgiendo nuevos mecanismos de 

resistencia a las combinaciones de betalactámicos e inhibidores de betalactamasas desde 

su introducción en la práctica clínica hace algunos años. Por esta razón, el cefiderocol (S-

649366) fue aprobado por la FDA en 2019 y por la EMA en 2020 para el tratamiento de 

infecciones urinarias y respiratorias complicadas, incluyendo las causadas por P. 

aeruginosa MDR/XDR resistente a carbapenémicos (Figura 9) (263). Este antibiótico fue 

desarrollado por Shionogi y se conoce comercialmente como Fetroja. En general, su 

estructura es la de una cefalosporina siderófora. Es similar a la cefepima, con un grupo 

pirolidinio en la cadena lateral C-3, que ayuda a mejorar la actividad antibacteriana y la 

estabilidad contra las betalactamasas y también similar a la ceftazidima, con un grupo 

carboxipropanoxiimino en la cadena lateral C-7, que ayuda en el transporte a través de la 

membrana externa. Aparte de la estructura de la cefalosporina, el cefiderocol posee una 

fracción catecol en el extremo de la cadena lateral C-3, lo que le confiere su actividad 

como sideróforo. Gracias a su entrada masiva en la célula mediante la quelación del hierro, 

el cefiderocol se transporta al espacio periplásmico mediante sistemas de transporte de 

hierro férrico y, una vez allí, se disocia del hierro y se une a las PBP, inhibiendo la síntesis 

de la pared celular (264). 



48 

 

 

Figura 9. Estructura química de Cefiderocol (264). 

1.13 Combinaciones de antimicrobianos 

El uso de combinaciones de antimicrobianos surge como una estrategia frente al 

aumento a nivel global de aislamientos multirresistentes (MDR), extensamente resistentes 

(XDR) y, más recientemente, difíciles de tratar (DTR) de P. aeruginosa y otros bacilos 

Gramnegativos (265). La justificación para el uso de combinaciones incluye varios 

objetivos: ampliar el espectro de actividad frente a infecciones polimicrobianas, 

incrementar la potencia bactericida mediante sinergia, reducir la probabilidad de aparición 

de mutantes resistentes y, en algunos casos, mejorar la penetración en biopelícula (266). 

Sin embargo, la evidencia clínica y experimental muestra que estos beneficios no son 

uniformes y dependen fuertemente del mecanismo de resistencia implicado y de la 

combinación específica de antimicrobianos (267). 

En una revisión sistemática y metaanálisis de más de 180 esquemas combinados evaluados 

frente a aislamientos resistentes a carbapenémicos, Scudeller et al. mostraron que, aunque 

ciertas combinaciones alcanzan tasas altas o moderadas de sinergia in vitro, los resultados 

son muy heterogéneos y aún no se ha demostrado de manera consistente una superioridad 

clara frente a la monoterapia en estudios clínicos. En el caso específico de P. aeruginosa, 

la combinación imipenem–amikacina destacó por presentar un efecto sinérgico alto en 

modelos de time-kill, lo que respalda la combinación tradicional de un betalactámico o 

agente antipseudomonas con un aminoglucósido (267). 

En P. aeruginosa MDR/XDR/DTR, la combinación de antimicrobianos se vuelve 

especialmente relevante por la coexistencia de múltiples mecanismos de resistencia: 
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sobreexpresión de AmpC, pérdida de porinas (particularmente OprD), sobreexpresión de 

bombas de eflujo del sistema Mex, producción de carbapenemasas (incluyendo MBL y 

variantes de GES con actividad carbapenemasa) y elevada capacidad para formar 

biopelículas (268,269). Estos mecanismos no solo reducen la actividad de monoterapias, 

sino que también condicionan qué combinaciones de antimicrobianos tienen mayor 

probabilidad de mostrar sinergia. Por ejemplo, en aislamientos clínicos de P. aeruginosa 

XDR no productora de MBL pero con OprD disminuida, sobreexpresión o mutación en 

AmpC y bombas de eflujo, se ha demostrado que la combinación CZA–IPM puede 

restaurar la actividad de ambos agentes, con reducciones de hasta 16 veces en las CMI de 

CZA frente a cepas resistentes, un hallazgo congruente con el hecho de que el bloqueo 

parcial de betalactamasas asociado a un carbapenémico con diferente vía de entrada puede 

compensar parcialmente la pérdida de porina y la presión sobre AmpC por parte de IPM 

(270). 

Desde el punto de vista experimental, varios trabajos han evaluado combinaciones frente 

a P. aeruginosa MDR/XDR o DTR utilizando metodologías distintas, lo que complica la 

comparación directa de resultados. Usman et al. analizaron 266 aislamientos clínicos de 

P. aeruginosa, con una proporción elevada de MDR (25 %) y XDR (20 %), además de 

una frecuencia considerable de ESBL y carbapenemasas (incluyendo blaNDM-1, blaOXA-

48 y blaKPC-2). En este estudio, se evaluó la formación de biopelícula en microplacas y 

posteriormente se analizaron los efectos de gentamicina, cefepime y ciprofloxacino, de 

manera individual y en combinación. Aunque no utilizan estrictamente un índice de FIC, 

sí describen que la combinación gentamicina–cefepime logró la erradicación completa de 

biopelículas en un subconjunto de aislamientos productores fuertes, mientras que CIP-

FEP mostró efectos sinérgicos o aditivos en la inhibición de biopelícula. Un punto fuerte 

de este trabajo es que se centra en la biopelícula, un fenotipo altamente relevante en 

infecciones crónicas respiratorias; sin embargo, la interpretación cuantitativa de la sinergia 

es limitada al no emplear sistemáticamente métodos estandarizados como checkerboard 

con FIC o estudios de time-kill específicos (268). 

En Gramnegativos MDR/XDR productores de MBL, la combinación de ATM–CZA se 

basa en la estabilidad de aztreonam frente a MBL y en la capacidad de avibactam para 
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inhibir las β-lactamasas de clase A, C y algunas D que de otro modo hidrolizarían 

aztreonam. Khan et al. evaluaron cuatro métodos de laboratorio para determinar la 

susceptibilidad a la combinación ATM–CZA en 10 Enterobacterales y 6 aislamientos de 

P. aeruginosa, incluyendo productores de MBL y GES. Se demostró que todos los CRE 

productores de NDM y los aislamientos de P. aeruginosa productores de GES resistentes 

a ATM y CZA por separado se volvieron susceptibles a la combinación (269). 

En cuanto a sinergia con nuevos inhibidores de β-lactamasas, Mikhail y colaboradores 

exploraron CZA en combinación con meropenem, amikacina, aztreonam, colistina y 

fosfomicina frente a 21 cepas de P. aeruginosa MDR y 21 cepas de Klebsiella pneumoniae 

resistentes a carbapenémicos, caracterizadas mediante técnicas como WGS, RT-qPCR y 

SDS-PAGE para establecer los mecanismos de resistencia. Utilizaron tanto el método de 

tablero como ensayos de time-kill, observando sinergia de CZA con amikacina y 

aztreonam en la mayoría de los aislamientos, así como una reducción significativa de las 

MIC de CZA cuando se combinaba con otros agentes. En P. aeruginosa, la combinación 

CZA–meropenem fue particularmente efectiva, probablemente por la restauración de la 

actividad del carbapenémico al reducir la presión de betalactamasas y explotar vías de 

entrada y afinidades diferenciadas por las PBP’s (271). De forma complementaria, Zhang 

et al. estudiaron 15 aislamientos clínicos de P. aeruginosa XDR resistentes a 

ceftazidima/avibactam en su mayoría no productores de MBL, caracterizados mediante 

WGS para identificar los mecanismos de resistencia (disminución de OprD, 

sobreexpresión/mutación de AmpC y sobreexpresión de bombas de eflujo). Sobre esta 

base, evaluaron la sinergia de CZA con varios agentes antipseudomonas y concluyeron 

que la combinación más prometedora era CZA–IPM con una disminución media de 16.6 

veces en la MIC de CZA y sinergia en el análisis de los datos obtenidos por el método de 

tablero y curvas de crecimiento. La microscopía electrónica mostró daños estructurales 

más marcados con la combinación que con cualquiera de los fármacos por separado, lo 

que sugiere un efecto complementario sobre la pared y la membrana. Este estudio es de 

especial importancia dado que vincula directamente el perfil genómico de resistencia con 

la elección racional de la combinación, aunque el número de aislamientos sea pequeño y 

la evaluación esté limitada a ensayos in vitro (270). 
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En términos de nuevas combinaciones dirigidas a otros patógenos pero con aplicaciones 

para P. aeruginosa, Fouad et al. analizaron sulbactam–durlobactam, un inhibidor potente 

de β-lactamasas de clases A, C y D diseñado para A. baumannii, en combinación con 

cefepime frente a 14 aislamientos cefepime-resistentes. Mediante ensayos de time-kill a 

concentraciones que simulan exposiciones clínicas, observaron sinergia en todos los 

aislamientos de P. aeruginosa, sin antagonismo en ninguna de las especies evaluadas. 

Aunque el trabajo no está centrado en P. aeruginosa,  éste muestra cómo combinaciones 

diseñadas para un patógeno prioritario pueden tener beneficios colaterales en otros bacilos 

Gramnegativos y refuerza la importancia de estudiar la sinergia a concentraciones 

farmacodinámicamente relevantes (272). 

A nivel clínico, la evidencia sobre combinaciones en infecciones reales por bacilos 

Gramnegativos resistentes es más heterogénea. Zheng et al. reportaron una serie de 31 

pacientes con infecciones por bacilos Gramnegativos resistentes a los carbapenémicos 

tratados con ceftazidima/avibactam más colistina; sólo una minoría correspondía a P. 

aeruginosa, predominando K. pneumoniae y A. baumannii. La mortalidad a 30 días fue 

del 29 % y la tasa de aclaramiento microbiológico a los siete días fue de 64,5 %, con 

nefrotoxicidad en un número no despreciable de pacientes. Al carecer de un grupo 

comparador con monoterapia, este estudio sugiere que la combinación puede ser una 

opción viable, pero no permite concluir si realmente mejora el pronóstico frente a 

esquemas alternativos (273). De forma más robusta, el ensayo OVERCOME (colistina vs 

colistina–meropenem) incluyó pacientes con neumonía o bacteriemia por P. aeruginosa 

XDR, A. baumannii XDR y CRE, y demostró que la combinación no fue superior a la 

monoterapia con colistina en términos de mortalidad a 28 días, fracaso clínico o 

aclaramiento microbiológico, esto implica que muchas veces la sinergia in vitro no 

siempre se relaciona con un beneficio en un contexto clínico (274). 

Desde un punto de vista global, Aslan et al. realizaron una revisión exhaustiva de estudios 

in vitro, in vivo y clínicos que comparan ceftazidima/avibactam en monoterapia frente a 

combinaciones que lo incluyen tanto en CRE como en P. aeruginosa MDR, mostrando 

que existe sinergia in vitro bien documentada entre CZA y ATM frente a productores de 

MBL, así como sinergia en algunos casos con amikacina, meropenem, fosfomicina y 
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polimixinas; sin embargo, los estudios clínicos no han demostrado de forma consistente 

un beneficio en mortalidad, curación clínica o prevención de la aparición de resistencia al 

utilizar combinaciones en lugar de la monoterapia con CZA. Además, las combinaciones 

se asocian con mayor toxicidad (por ejemplo, nefrotoxicidad cuando se utilizan 

polimixinas) y mayor costo. En P. aeruginosa MDR, los datos clínicos son todavía más 

escasos, por lo que la ventaja del uso de combinaciones sigue siendo un tema que necesita 

demostrarse (265). 

Varios estudios in vitro han utilizado combinaciones clásicas en P. aeruginosa, 

generalmente en modelos de células planctónicas, como el de Nazli et al. en el cual se 

evaluaron 60 aislamientos clínicos, de los cuales el 26,7 % eran MDR, frente a 

combinaciones de ceftazidima o imipenem con amikacina, levofloxacino y colistina 

utilizando tiras de gradiente (E-test modificado) y el índice de concentración inhibitoria 

fraccionaria (FIC) como criterio de sinergia. Todos los aislamientos fueron susceptibles a 

colistina, pero la sinergia fue limitada: únicamente la combinación CAZ–AN mostró 

sinergia en el 15 % de las cepas, sin antagonismo en ninguna combinación. Esto demuestra 

el hecho de que a pesar de que los resultados in vitro presenten sinergia, en el ámbito 

clínico, muchas combinaciones se comportan como efectos de adición o indiferencia 

(275). 

Por otro lado Ma et al. se enfocaron en seis aislamientos de P. aeruginosa resistentes a 

carbapenémicos (CRPA), todos resistentes al menos a tres clases de antimicrobianos y con 

sensibilidad casi exclusivamente a colistina. Utilizando métodos de microdilución y 

tablero con FIC, evaluaron múltiples combinaciones recomendadas para el manejo de 

Gramnegativos XDR. Encontraron proporciones muy elevadas de sinergia cuando se 

combinaban dos betalactámicos antipseudomonas (ceftazidima–cefoperazona/sulbactam 

con 100 % de sinergia, ceftazidima–piperacilina/tazobactam con 50 % y ceftazidima–

aztreonam con 33,3 %), así como sinergia relevante en combinaciones de meropenem o 

cefoperazona/sulbactam con amikacina. Aunque el número de cepas es muy reducido, y 

la definición de CRPA se basa en criterios de sensibilidad sin caracterización molecular, 

destacan los casos de cepas con múltiples mecanismos enzimáticos y de permeabilidad, la 
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combinación de dos betalactámicos con diferentes afinidades por PBPs y distinto impacto 

frente a AmpC en donde puede recuperarse parcialmente la actividad (276). 

Sin embargo, estudios más amplios, como el de Chen et al., evaluaron 100 aislamientos 

consecutivos de P. aeruginosa de un hospital de Taiwán frente a nueve combinaciones 

diferentes de β-lactámicos, aminoglucósidos y ciprofloxacino mediante técnica de tablero 

y cálculo de FIC. La prevalencia de resistencia a agentes individuales fue elevada, 

reflejando un entorno con alta presión antimicrobiana. Piperacilina más amikacina mostró 

la mayor frecuencia de sinergia (59 %), seguida de combinaciones de amikacina con 

cefepima o aztreonam, mientras que los esquemas que incluían ciprofloxacino presentaron 

poca o nula sinergia. Un hallazgo relevante es que, incluso entre cepas resistentes a 

piperacilina, la combinación piperacilina–amikacina conservó sinergia, lo que refuerza la 

idea de que un aminoglucósido puede compensar parcialmente los mecanismos de 

resistencia dirigidos principalmente contra los betalactámicos. No obstante, el estudio 

carece de información sobre mecanismos específicos (presencia de MBL, niveles de 

AmpC o mutaciones en OprD), de modo que la interpretación de los mecanismos mediante 

los cuales se genera sinergia entre combinaciones se mantiene en un plano teórico (277). 

Por su parte, Dundar y Otkun analizaron 25 aislamientos clínicos (12 MDR y 13 

susceptibles) y compararon el comportamiento de varias combinaciones clásicas 

(ceftazidima–tobramicina, piperacilina/tazobactam–tobramicina, imipenem–tobramicina, 

imipenem–isepamicina, imipenem–ciprofloxacino y ciprofloxacino–tobramicina) 

mediante el método de tablero. En las cepas MDR, las tasas de sinergia fueron 

especialmente altas para ceftazidima–tobramicina (67 %) y piperacilina/tazobactam–

tobramicina (50 %), sin antagonismo. En cepas susceptibles, las mismas combinaciones 

mantuvieron sinergia, aunque con porcentajes menores. Un punto a destacar es que 

muchas de las concentraciones que llevaron a FIC sinérgicas se sitúan por encima de las 

concentraciones plasmáticas alcanzables en el ámbito clínico, lo que remarca la falta de 

estudios que demuestren una relación entre la sinergia in vitro y la viabilidad clínica (278). 

Más recientemente, se ha puesto atención en el impacto de las combinaciones sobre la 

biopelícula, un fenotipo particularmente relevante en infecciones respiratorias crónicas 

por P. aeruginosa y en pacientes con dispositivos médicos. Ghorbani et al. estudiaron 36 
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aislamientos clínicos, de los cuales 58,3 % eran MDR, determinaron el perfil de 

sensibilidad por difusión en disco, identificaron productores de biopelícula mediante 

ensayos en microplacas, y evaluaron la sinergia de varias combinaciones mediante tablero 

y FIC tanto en células planctónicas como en biopelícula. Encontraron altos niveles de 

resistencia frente a la mayoría de los antibióticos, con buena actividad conservada para 

colistina y polimixina, y documentaron sinergia frecuente para amikacina–ceftazidima, 

tobramicina–colistina y ceftazidima–colistina (55,6 %, 58,3 % y 52,8 % de los aislados, 

respectivamente). A su vez, la combinación tobramicina–claritromicina mostró un efecto 

sinérgico notable frente a biopelícula, aunque a concentraciones de claritromicina muy 

elevadas (256–512 µg/mL), difíciles de alcanzar de manera segura en pacientes (279). 

Finalmente, el trabajo de Barbosa et al. introduce un componente evolutivo clave: 

mediante más de 1,600 experimentos de evolución con P. aeruginosa en entornos con 

monoterapia o combinaciones, se construyeron redes de eficacia de combinaciones de 

antibióticos (ACE) mostrando que las combinaciones que presentan sinergia incrementan 

la probabilidad de extinción de la población bacteriana, mientras que patrones de 

sensibilidad colateral entre fármacos reducen la velocidad de adaptación, sugiriendo que 

las mejores combinaciones no solo deben buscar sinergia, sino también limitar la 

capacidad evolutiva de la bacteria para generar resistencia a largo plazo, aspecto que 

raramente es considerado en la práctica clínica (266). 

A pesar de que determinadas combinaciones muestran sinergia in vitro, el traslado de estos 

hallazgos al ámbito clínico sigue siendo limitada. Es por ello que la elección racional de 

combinaciones debería de considerar el perfil de resistencia predominante en las cepas 

circulantes y no basarse únicamente en combinaciones tradicionales que muestren sinergia 

(267). 
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2 JUSTIFICACIÓN 

 

Pseudomonas aeruginosa es un patógeno oportunista de alta relevancia clínica, 

caracterizado por su notable capacidad para desarrollar resistencia a múltiples agentes 

antimicrobianos y por la limitada disponibilidad de opciones terapéuticas efectivas, 

especialmente en aislamientos MDR, XDR y DTR. Ante este escenario, la evaluación de 

combinaciones de antimicrobianos de uso clínico representa una estrategia prometedora 

para potenciar la actividad antibacteriana, restaurar la eficacia de fármacos 

comprometidos por la resistencia y ampliar las alternativas terapéuticas disponibles para 

el tratamiento de infecciones causadas por este microorganismo. 
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3 HIPÓTESIS 

 

Al menos una combinación de antimicrobianos de uso clínico actual presentará 

actividad sinérgica contra la biopelícula producida por Pseudomonas aeruginosa. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto sinérgico de antimicrobianos en la biopelícula producida por 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Confirmar la identificación a nivel de especie de aislamientos clínicos de 

Pseudomonas aeruginosa. 

2. Determinar el perfil de susceptibilidad a agentes antimicrobianos en células 

planctónicas de aislamientos de P. aeruginosa. 

3. Evaluar la producción de biopelícula de los aislamientos de P. aeruginosa. 

4. Determinar el perfil de susceptibilidad a antimicrobianos en células de biopelícula de 

P. aeruginosa. 

5. Evaluar combinaciones de antimicrobianos sobre la biopelícula de P. aeruginosa. 

6. Analizar el resistoma de los aislamientos mediante secuenciación del genoma 

completo. 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS 

La mayor parte del trabajo experimental se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Biotecnología del Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) de la Facultad de 

Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León, así como en el 

Laboratorio de Microbiología Molecular del Departamento de Bioquímica y Medicina 

Molecular de la Facultad de Medicina. Adicionalmente, parte de la metodología se 

desarrolló en el Instituto de Investigación Sanitaria de las Islas Baleares (IdISBa), en 

Palma de Mallorca, España. 

5.1 Obtención de aislamientos 

Para la realización del presente proyecto se emplearon aislamientos clínicos 

obtenidos en un trabajo previo (280). Dichos aislamientos fueron recolectados en un 

periodo comprendido de enero a agosto de 2021, en el contexto de la pandemia de 

COVID-19, y proceden de 23 centros participantes en la red temática de investigación y 

vigilancia de la farmacorresistencia (INVIFAR), conformada por 21 laboratorios 

hospitalarios y dos laboratorios externos. 

De esta colección, se seleccionaron 48 aislamientos de P.aeruginosa caracterizados por su 

resistencia a carbapenémicos mediada por mecanismos no enzimáticos, confirmado 

mediante la ausencia de genes blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaGES, blaOXA-23, blaOXA-40 y blaOXA-

58. 

5.2 Identificación de aislamientos 

Para la identificación de los aislamientos clínicos de P. aeruginosa, se obtuvo ADN 

total mediante el método de lisis térmica. Posteriormente, se llevó a cabo la amplificación 

por PCR de un fragmento del gen gyrB, el cual codifica la subunidad β de la ADN girasa. 

5.2.1  Extracción de ADN 

La obtención de ADN se realizó a partir de cultivos puros de 18-24 horas en agar 

sangre. Se seleccionaron colonias aisladas y se suspendieron en 50 μL de agua libre de 

nucleasas en microtubos estériles de 1.5 mL. La suspensión se homogeneizó mediante 

agitación en vórtex durante 10 segundos y posteriormente se sometió a lisis térmica a 95 

°C durante 15 minutos. Después del tratamiento, las muestras se centrifugaron a 14,000 
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rpm durante 10 minutos, recuperándose 50 μL del sobrenadante, los cuales fueron 

transferidos a microtubos de 0.6 mL estériles. 

5.2.2  Identificación por PCR 

La identificación de los aislamientos se llevó a cabo mediante una reacción de PCR 

punto final utilizando como molde el ADN obtenido previamente por lisis térmica. Para 

la amplificación se emplearon los oligonucleótidos que se muestran en la Tabla 5 (281). 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la identificación. 

 

La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 25 μL, compuesta por: 0.5 μL 

de ADN molde, 200 μM de cada dNTP, buffer 1X (NH₄ 1X, pH 8.8), 3 μM de MgCl₂, 0.1 

μM de cada oligonucleótido y 1 U de Taq polimerasa. 

Las condiciones de amplificación consistieron en un ciclo inicial de desnaturalización a 

94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de: desnaturalización a 94 °C por 30 segundos, 

alineamiento a 62 °C por 30 segundos, y extensión a 72 °C por 30 segundos. Finalmente, 

se incluyó un paso de elongación final a 72 °C por 10 minutos. 

5.2.3  Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de amplificación obtenidos fueron analizados mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2%, preparado con tampón TBE 0.5X y teñido 

previamente con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA). Para la 

estimación del tamaño de los fragmentos amplificados se utilizó un marcador de peso 

molecular de 100 a 1,000 pb. 

Primer Secuencia (5’- 3’)  Tamaño del 

amplicón (pb) 

gyrPA-398 CCT GAC CAT CCG TCG CCA CAA C 

222 
gyrPA-620 CGC AGC AGG ATG CCG ACG CC 
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La visualización de las bandas se realizó en un transiluminador de luz ultravioleta a una 

longitud de onda de 254 nm. Como control positivo de la amplificación se empleó la cepa 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853. 

5.3 Determinación del perfil de susceptibilidad 

El perfil de susceptibilidad de cada aislamiento se determinó mediante el método 

de microdilución en caldo, siguiendo las directrices establecidas en el documento CLSI 

M07 y considerando los puntos de corte descritos en el documento M100 (CLSI 2025) 

(282,283) . 

Para la preparación del inóculo, se partió de cultivos de 18 horas de crecimiento en agar 

Müeller-Hinton, incubados a 37 °C. De cada cultivo se seleccionaron colonias aisladas 

con morfología característica de P. aeruginosa, las cuales fueron suspendidas en solución 

salina al 0.85 %. La turbidez de la suspensión se ajustó a un intervalo de absorbancia de 

0.08 a 0.13 a 625 nm, correspondiente al estándar 0.5 de la escala de McFarland. A partir 

de esta suspensión, se realizó una dilución 1:150 en caldo Müeller-Hinton, obteniendo una 

concentración final aproximada de 1 × 106 UFC/mL. 

Para cada aislamiento, se emplearon placas estériles de 96 pocillos de fondo redondeado. 

Los antibióticos se prepararon en soluciones stock y se dispusieron en la primera columna 

de la placa. A partir de estas soluciones se realizaron diluciones seriadas 1:2, en un 

volumen de 100 µL por pocillo. Posteriormente, se adicionaron 100 µL del inóculo 

bacteriano a cada pocillo obteniendo una concentración final de 5 × 10⁵ UFC/mL . 

En cada ensayo se incluyó un control positivo de crecimiento (caldo con inóculo sin 

antibiótico) y un control negativo (caldo sin inóculo). Las placas se incubaron a 37 °C 

durante 16 a 20 horas. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió como la 

concentración más baja de antibiótico que mostró inhibición completa del crecimiento 

visible. 

La interpretación de los resultados y la clasificación de los aislamientos como sensibles, 

intermedios o resistentes se realizaron basándose en los puntos de corte dispuestos en el 

documento M100 (CLSI 2025) (283). 



61 

 

Tabla 6. Diseño de placa utilizada para evaluar el perfil de susceptibilidad. 

CAZ 

µg/mL 

FEP 

µg/mL 

TM 

µg/mL 

AN 

µg/mL 

CIP 

µg/mL 

LVX 

µg/mL 

PB 

µg/mL 

CL 

µg/mL 

ATM 

µg/mL 

IPM 

µg/mL 

MEM 

µg/mL 

Ctrl 

+ 

128 128 16 256 8 16 16 16 128 32 32  

64 64 8 128 4 8 8 8 64 16 16  

32 32 4 64 2 4 4 4 32 8 8  

16 16 2 32 1 2 2 2 16 4 4  

8 8 1 16 0.5 1 1 1 8 2 2  

4 4 0.5 8 0.25 0.5 0.5 0.5 4 1 1  

2 2 0.25 4 0.12 0.25 0.25 0.25 2 0.5 0.5  

1 1 0.125 2 0.06 0.125 0.125 0.125 1 0.25 0.25 
Ctrl 

— 

CAZ (Ceftazidima), FEP (Cefepime), TM (Tobramicina), AN (Amikacina), CIP 

(Ciprofloxacino), LVX (Levofloxacino), PB (Polimixina B), CL (Colistina), ATM 

(Aztreonam), IPM (Imipenem), MEM (Meropenem). 

Tabla 7. Punto de corte para los antibióticos utilizados. 

Antibiótico Corte (µg/mL) 

CAZ ≥32 

FEP ≥32 

TM ≥4 

AN ≥64 

CIP ≥2 

LVX ≥4 

PB ≥4 

CL ≥4 

ATM ≥32 

IPM ≥8 

MEM ≥8 

FDC ≥2 
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5.3.1  Betalactámicos + inhibidores de betalactamasas 

Para este ensayo, se utilizó el método de microdilución en caldo con algunas 

modificaciones. Los stocks de antibióticos se prepararon a 8X la concentración final, 

mientras que las soluciones de inhibidores de betalactamasas se ajustaron a una 

concentración de 16 µg/mL. 

Cada pocillo de la placa se llenó inicialmente con 50 µL de caldo Müeller-Hinton. 

Posteriormente, se adicionaron 50 µL del stock de antibiótico en el primer pocillo de cada 

fila, y se realizaron diluciones seriadas 1:2 a lo largo de la fila. Una vez completadas las 

diluciones, se agregaron 50 µL del inhibidor de betalactamasas a todos los pocillos. 

Finalmente, se inocularon 100 µL de la suspensión bacteriana en cada pocillo (excepto en 

el control negativo). Se incluyó un control positivo de crecimiento (caldo con inóculo sin 

antibiótico ni inhibidor) y un control negativo (caldo sin inóculo). Las placas se incubaron 

a 37 °C durante 16 a 20 horas, y la concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió 

como el pocillo con la menor concentración de antibiótico en combinación con el 

inhibidor que mostró inhibición completa del crecimiento.  

Tabla 8. Diseño de placa utilizada para evaluar el perfil de susceptibilidad a 

betalactámicos + inhibidores de betalactamasas. 

IMR 

µg/mL 

CZA 

µg/mL 

TZP 

µg/mL 

CT 

µg/mL 

32/4 64/4 256/4 64/4 

16/4 32/4 128/4 32/4 

8/4 16/4 64/4 16/4 

4/4 8/4 32/4 8/4 

2/4 4/4 16/4 4/4 

1/4 2/4 8/4 2/4 

0.5/4 1/4 4/4 1/4 

0.25/4 0.5/4 2/4 0.5/4 

IMR (Imipenem/Relebactam), CZA (Ceftazidima/Avibactam), TZP 

(Piperacilina/Tazobactam), CT (Ceftolozano/Tazobactam) 
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Tabla 9. Punto de corte para los antibióticos utilizados 

Antibiótico Corte (µg/mL) 

IMR ≥8 

CZA ≥16 

TZP ≥64 

CT ≥16 

5.3.2  Cefiderocol 

La determinación de la CMI de cefiderocol se realizó siguiendo las 

recomendaciones del documento CLSI M100 (283), considerando la necesidad de utilizar 

un medio con depleción de hierro para inducir la expresión de transportadores de hierro 

férrico (Fe3+). Para ello, se preparó caldo Müeller-Hinton ajustado con cationes y 

depletado de hierro (ID-CAMHB) de la siguiente manera: a 1 L de CAMHB estéril se 

adicionaron 100 g de resina Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), 

manteniendo la suspensión bajo agitación durante 6 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, el medio se filtró con membranas de 0.2 µm (Vacuum filter, Biofil®) para 

eliminar la resina y se suplementó con CaCl₂, MgCl₂ y ZnSO₄ a concentraciones finales 

de 22.5 µg/mL (rango 20–25 µg/mL), 11.25 µg/mL (rango 10–12.5 µg/mL) y 10 µM (0.56 

µg/mL; rango 0.5–1 µg/mL), respectivamente. El pH final se ajustó entre 7.2–7.4 con HCl 

0.1 M y se volvió a filtrar con membranas de 0.2 µm. 

Para la preparación de las placas de microdilución (rango de concentración de cefiderocol: 

16–0.03 µg/mL), todos los pozos fueron llenados con 100 µL de ID-CAMHB, excepto los 

de la última columna, que recibieron 200 µL y fueron utilizados como control negativo. 

La solución inicial de cefiderocol se preparó a 64 µg/mL a partir de un stock de 10 mg/mL. 

El primer pozo de cada fila fue inoculado con 100 µL de esta solución, obteniendo una 

concentración final de 32 µg/mL. A continuación, se realizaron diluciones seriadas al 

transferir 100 µL de un pozo al siguiente, hasta el pozo 10, donde tras la mezcla se 

descartaron 100 µL para mantener un volumen final de 100 µL. Los dos últimos pozos de 

cada fila no fueron inoculados con antibiótico, destinándose a controles positivo y 

negativo. 
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El inóculo bacteriano se preparó ajustando la suspensión de la cepa a una turbidez 

equivalente a 0.5 de McFarland, empleando un fotómetro. Posteriormente, se inocularon 

50 µL en 5 mL de ID-CAMHB, obteniendo una dilución 1:100. Con esta suspensión, se 

inocularon 100 µL en cada pozo (excepto el control negativo), mezclando con micropipeta 

multicanal. Las placas fueron selladas y posteriormente incubadas a 37 °C durante 16–20 

h. 

La CMI fue definida como la menor concentración de cefiderocol capaz de inhibir el 

crecimiento bacteriano, considerando como criterio de inhibición un 80% de reducción 

del crecimiento en comparación con el control positivo o la ausencia de botón visible en 

el fondo del pozo. Las cepas utilizadas como control de calidad se presentan en la Tabla 

10. 

Tabla 10. Cepas utilizadas como parte del control de calidad. 

Antibiótico Rango μg/mL Cepa control 

CAZ 1 — 4 

P. aeruginosa ATCC® 27853 

FEP 0.5 — 4 

CIP 0.12 — 1 

LVX 0.5 — 4 

ATM 2 — 8 

IPM 1 — 4 

MEM 0.12 — 1 

AN 1 — 4 

TOB 0.25 — 1 

CL 0.25 — 2 

PB 0.25 — 2 

FDC 0.06 — 0.5 

CZA 0.25/4 — 2/4 

K. pneumoniae ATCC® 700603 CT  0.5/4 — 2/4 

TZP 8/4 — 32/4 

IMR 0.03/4 — 0.25/4 K. pneumoniae ATCC® BAA-1705TM 
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5.4 Búsqueda de carbapenemasas  

La detección fenotípica de carbapenemasas se realizó mediante la prueba Carba NP (283). 

Esta prueba se realizó a los 38 aislamientos que presentaron resistencia a al menos uno de 

los 2 carbapenémicos evaluados. 

Para cada cepa a evaluar, se prepararon tres tubos estériles identificados como control 

interno (tubo A), problema (tubo B) y EDTA (tubo C). Se añadieron 300 µL del reactivo 

C (buffer de lisis) al tubo A y, posteriormente, se suspendió una asada de la cepa a estudiar 

en el mismo tubo. La suspensión se agitó brevemente en vortex para homogenizar y se 

transfirieron 100 µL de esta suspensión al Tubo B y C. 

A continuación, se adicionaron 100 µL de reactivo A (solución con indicador) al tubo A, 

100 µL de reactivo B (solución con indicador e imipenem a 6 μg/mL) al tubo B y 100 µL 

de reactivo C (solución indicadora, imipenem a 6 μg/mL y EDTA) al tubo C agitando en 

vortex después de cada adición. Ambos tubos se incubaron a 37 °C y se revisaron cada 30 

minutos durante un periodo máximo de dos horas para detectar cambios de color. La 

interpretación se basó en la comparación del color entre ambos tubos siendo una 

coloración amarilla considerada como positiva. En cada corrida se incluyó la cepa K. 

pneumoniae ATCC BAA-1705 como control positivo y la cepa de E. coli ATCC 25922 

como control negativo. 

5.5 Evaluación de la producción de biopelícula 

La capacidad de formación de biopelícula de cada aislamiento de P. aeruginosa 

fue evaluada mediante tinción con cristal violeta (284). Los aislamientos fueron 

reactivados en agar sangre y posteriormente resembrados en agar soya tripticaseína (AST) 

suplementado con 0.5% de glucosa. A partir de estas colonias, se preparó un inóculo en 5 

mL de solución salina estéril, ajustado a una absorbancia entre 0.08 y 0.13 a 625 nm. 

Del inóculo previamente ajustado, se realizó una dilución 1:150 en caldo soya tripticaseína 

(CST) suplementado con 0.5% de glucosa, la cual fue utilizada para la inoculación de las 

microplacas. En cada aislamiento se dispusieron por triplicado 200 μL en pocillos de 

placas estériles de fondo plano, además de incluir tres pocillos con CST suplementado 

estéril como blancos negativos. 
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Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Posteriormente, se decantó el contenido 

de los pocillos y se realizaron tres lavados con 200 μL de buffer de fosfatos estéril (PBS). 

Una vez secas, las placas fueron teñidas con 200 μL de cristal violeta al 0.1% durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Después de la tinción, se efectuaron nuevamente tres 

lavados con PBS estéril para eliminar el exceso de cristal violeta.  

Finalmente, la densidad óptica (DO) se midió a 590 nm en un lector de microplacas, para 

ello la biopelícula se solubilizó con 200 μL de ácido acético al 33% durante 60 minutos. 

La capacidad de formación de biopelícula se clasificó de acuerdo con los criterios (ver 

tabla #11) donde el valor de corte (DOc) correspondió a la media del control negativo más 

tres veces su desviación estándar (285).  

Tabla 11. Criterios para la clasificación en función de la producción de biopelícula. 

Clasificación Valor de corte 

No productor DO ≤ DOc 

Productor débil DOc < DO ≤ 2 × DOc 

Productor moderado 2 × DOc < DO ≤ 4 × DOc 

Productor fuerte DO > 4 × DOc 

5.6 Determinación del perfil de susceptibilidad en biopelícula 

Para evaluar la susceptibilidad de los aislamientos sobre biopelícula se empleó el 

Calgary Biofilm Device, el cual consiste en una placa de 96 pocillos con una tapa que 

contiene puntas de poliestireno, sobre los cuales se forma la biopelícula (286).  

Los aislamientos fueron reactivados en agar sangre y resembrados en AST suplementado 

con 0.5% de glucosa. Colonias aisladas se suspendieron en 5 mL de solución salina estéril 

y se ajustó a una absorbancia de 0.08–0.13 a 625 nm. A partir de esta suspensión se realizó 

una dilución 1:150 en CST suplementado con 0.5% de glucosa (equivalente 

aproximadamente a 1 × 106 UFC/mL). En una placa de 96 pozos estéril de fondo plano se 

depositaron 200 µL de esta dilución por pozo y sobre ella se acopló la tapa del CBD con 

puntas estériles. Las placas con el dispositivo se incubaron a 37 °C durante 48 h para 

permitir la formación de biopelícula sobre las puntas. Simultáneamente, se prepararon las 

placas de dilución, siguiendo la metodología de microdilución descrita anteriormente. 
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Tras las 48 h de formación, la tapa con las puntas se retiró cuidadosamente y se enjuagó 

sumergiéndola en una placa con 200 µL de PBS estéril para eliminar células planctónicas 

adheridas superficialmente. A continuación, la tapa se montó sobre la placa con las 

diluciones seriadas de antibióticos y se incubó 16-20 horas a 37 °C bajo las mismas 

condiciones. 

Transcurrido el tiempo de incubación las placas se leyeron y se determinó la concentración 

mínima inhibitoria de biofilm, por sus siglas en inglés (MBIC), como la menor 

concentración de antibiótico que impidió el crecimiento tras el período de incubación. 

5.7 Evaluación de combinaciones sobre la biopelícula 

La evaluación de sinergia entre combinaciones de antimicrobianos sobre 

biopelícula se llevó a cabo utilizando el Calgary Biofilm Device (CBD), siguiendo lo 

descrito por Bellio et al.  y las directrices del documento M100 del CLSI (287). El 

procedimiento se dividió en dos fases: formación de biopelícula y exposición a las 

combinaciones antimicrobianas. 

En la primera fase, los aislamientos fueron reactivados en agar sangre y posteriormente 

resembrados en AST suplementado con 0.5 % de glucosa. Colonias aisladas se 

suspendieron en 5 mL de solución salina estéril ajustando a una absorbancia de 0.08–0.13 

a 625 nm. A partir de esta suspensión se realizó una dilución 1:150 en caldo ST con 0.5 % 

de glucosa, equivalente a aproximadamente 1 × 106 UFC/mL. De esta dilución se 

pipetearon 200 μL en cada pocillo de una microplaca estéril de fondo plano y sobre ella 

se acopló la tapa del CBD con puntas de poliestireno. Las placas se incubaron a 37 °C 

durante 48 h para permitir la formación de biopelícula sobre las puntas. Transcurrido este 

periodo, la tapa con las puntas se retiró cuidadosamente y se enjuagó en PBS estéril para 

remover células planctónicas. 

En la segunda fase, se prepararon las placas de combinaciones antibióticas mediante el 

método de tablero (checkerboard). Para el fármaco A (SA), se preparó una solución stock 

en CAMHB, cuatro veces más concentrada que la concentración más elevada a probar, 

dispensando 100 μL en los pocillos A1–A11, mientras que en el pocillo A12 se colocaron 

100 μL de 2XSA (ocho veces más concentrada). Posteriormente se realizaron diluciones 

seriadas 1:2 desde la hilera A hasta la G.  
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De manera análoga, para el fármaco B (SB) se preparó una solución stock en CAMHB, 

cuatro veces más concentrada que la concentración máxima a evaluar, dispensando 100 

μL en la columna 12 y realizando diluciones seriadas 1:2 hasta la columna 2. Al tratarse 

de combinaciones con inhibidores de betalactamasas, se añadió un paso extra: al final de 

la preparación, se incorporaron 100 μL del inhibidor a una concentración de 8 μg/mL en 

todos los pocillos. 

En lugar de inocular con un cultivo en suspensión, las tapas del CBD con biopelículas 

preformadas fueron colocadas directamente sobre la placa con las combinaciones de 

antibióticos. Las placas se incubaron a 37 °C durante 18–20 h. Finalizado el tiempo de 

incubación, se determinó la MBIC para cada fármaco y combinación, definida como la 

menor concentración en la que se redujo en un 80 % el crecimiento bacteriano. El 

crecimiento se evaluó mediante lectura de densidad óptica a 600 nm con un lector de 

microplacas, utilizando como referencia los controles de crecimiento y los pozos con 

reactivos sin inóculo con la siguiente formula:  

 

% 𝐶𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐷𝑂 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜 − 𝐷𝑂 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑𝑜

𝐷𝑂 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜 sin 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 − 𝐷𝑂 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑𝑜 
 𝑥 100 

 

La densidad óptica de fondo fue el valor de DO en donde no se apreció crecimiento alguno. 

Para definir si las combinaciones presentaban algún efecto de sinergia, indiferencia o 

antagonismo se consideraron los criterios de la tabla 12. La FIC de cada combinación se 

obtuvo mediante las siguientes formulas: 

𝐹𝐼𝐶 𝐴 =  
𝑀𝐼𝐶 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐴 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝑀𝐼𝐶 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐴 𝑠𝑜𝑙𝑜
 

 

𝐹𝐼𝐶 𝐵 =  
𝑀𝐼𝐶 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐵 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝑀𝐼𝐶 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐵 𝑠𝑜𝑙𝑜
 

 

∑𝐹𝐼𝐶 = 𝐹𝐼𝐶 𝐴 + 𝐹𝐼𝐶 𝐵 
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Tabla 12. Criterios para definir efecto de combinaciones.  

Criterio Valor 

Sinergia ∑ FIC ≤ 0.5 

Indiferencia 0.5 < ∑ FIC ≤ 4 

Antagonismo  ∑ FIC > 4 

 

5.8 Análisis estadístico  

Para evaluar la asociación entre los productores fuertes de biopelícula y la resistencia a 

antimicrobianos se empleó la prueba de chi cuadrada; por otra parte, para comparar las 

CMI obtenidas en condiciones planctónicas y en biopelícula se utilizó la prueba t de 

Student. El análisis estadístico se realizó utilizando el software IBM SPSS Statistics 

versión 29 (IBM Corporation, Somers, NY). Para todas las pruebas estadísticas, un valor 

de P < 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 

5.9 Secuenciación del genoma completo 

La secuenciación del genoma completo se obtuvo utilizando la tecnología de 

secuenciación La secuenciación del genoma completo se realizó mediante la tecnología 

de secuenciación de Illumina®, basada en síntesis, generando lecturas pareadas de 150 

pares de bases (2 × 150 pb) 

5.9.1  Extracción de ADN y comprobación de pureza  

La extracción de ADN se llevó a cabo utilizando el kit High Pure PCR Template 

Preparation (Roche®), siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras 

modificaciones. Brevemente, se preparó una suspensión bacteriana en 200 µL de solución 

salina estéril en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. Posteriormente, se añadieron 5 µL 

de lisozima (10 mg/mL en Tris-HCl 10 mM, pH 8.0) y la mezcla se incubó durante 15 

min a 37 °C en bloque térmico. Se incorporaron 200 µL de Binding Buffer y 40 µL de 

Proteinasa K previamente reconstituida, mezclando inmediatamente mediante pipeteo, 
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seguido de una incubación de 10 min a 70 °C. A continuación, se añadieron 100 µL de 

isopropanol y se homogeneizó por vortex. 

La mezcla se transfirió a un High Pure Filter Tube acoplado a un tubo de recolección y se 

centrifugó 1 min a 8,000 g, desechando posteriormente el tubo de recolección. El filtro se 

colocó en un nuevo tubo de recolección, al que se añadieron 500 µL de Inhibitor Removal 

Buffer, seguido de centrifugación 1 min a 8,000 g. El proceso se repitió con 500 µL de 

Wash Buffer en dos ocasiones consecutivas, cada una con centrifugación de 1 min a 8,000 

g. Posteriormente, el filtro se centrifugó durante 10 s a la máxima velocidad de la 

microcentrífuga para eliminar residuos líquidos. 

Finalmente, el tubo de filtración se colocó en un tubo estéril de 1.5 mL, se añadieron 50 

µL de agua estéril, y se centrifugó 1 min a 8,000 g para recuperar el ADN genómico, el 

cual fue almacenado a -20 °C hasta su uso. 

El rendimiento y la calidad del ADN genómico obtenido se evaluaron mediante 

espectrofotometría en un NanoDrop™ One (Thermo Scientific). Previamente, el pedestal 

de medición se limpió aplicando 5 µL de agua estéril sobre el pedestal inferior, formando 

una columna líquida al descender el brazo superior y dejándola reposar por 2–3 min. 

Posteriormente, se retiró el exceso de líquido con un papel libre de pelusa. 

La medición se realizó seleccionando en la pantalla de inicio la opción de ácidos nucleicos 

en modo “ADNbc”. Para el ajuste en blanco, se colocaron 1.5 µL de agua estéril sobre el 

pedestal inferior, se bajó el brazo y se realizó la medida con la función de blanco. Una vez 

completada la lectura, se limpió nuevamente el equipo y se aplicaron 1.5 µL de la muestra 

de ADN sobre el pedestal inferior. Se bajó el brazo superior y se procedió a medir la 

muestra para obtener la absorbancia y los valores de concentración y pureza. 

Tras cada lectura, los pedestales se limpiaron cuidadosamente y se repitió el 

procedimiento para las siguientes muestras. Los parámetros de calidad para las 

extracciones se muestran en la tabla #13. 

Tabla 13. Parámetros de calidad para el ADN extraído. 
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Característica Rango aceptable 

Concentración de ADN  >20 ng/ µL 

Relación A 260/280 1.8 — 2 

Relación A 260/230 2 — 2.2 

 

5.9.2  Preparación de librerías 

Para la preparación de bibliotecas se empleó el kit Illumina DNA Prep (Illumina 

®), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

5.9.2.1 Medición y ajuste de ADN bicatenario (QUBIT) 

El primer paso en la preparación de bibliotecas consistió en medir y ajustar la 

cantidad inicial de ADN genómico de doble cadena (dsDNA) mediante un método 

fluorométrico. Para ello se utilizó el fluorómetro Qubit™ (ThermoFisher Scientific®) 

junto con el kit Qubit™ 1X dsDNA HS Assay (Q33231, Invitrogen™). El kit Illumina 

DNA Prep requiere cantidades de ADN entre 1 y 500 ng; en esta etapa, el ADN se ajustó 

a una concentración final de 3.5–15 ng/µL en Tris 10 mM (pH 8.5), con un volumen 

superior a 30 µL. 

Previo a la cuantificación, los reactivos del kit Qubit™ 1X dsDNA HS se dejaron equilibrar 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se calibró el fluorómetro mediante la preparación 

de los estándares #1 (0 ng/ µL de dsDNA) y #2 (10 ng/ µL de ADNbc), para lo cual se 

mezclaron 10 µL de cada estándar con 190 µL de la solución de trabajo en tubos 

específicos de Qubit™, se agitaron en vortex durante 3–5 s y se incubaron durante 2 min 

a temperatura ambiente, protegidos de la luz. Una vez colocados en el equipo, se 

seleccionó el ensayo correspondiente (ADNbc) y se leyeron.  

Para la medición de las muestras, se mezclaron 10 µL de ADN con 190 µL de solución de 

trabajo en tubos de Qubit™, agitando 3–5 s en vortex e incubando durante 2 min a 

temperatura ambiente y protegidos de la luz. Posteriormente, se leyeron las muestras, 

especificando el volumen de esta y las unidades de concentración deseadas. En los casos 
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en los que la concentración inicial se encontraba fuera del rango de detección, se realizó 

una dilución 1:20 del ADN extraído con agua estéril o Tris-HCl 10 Mm (pH 8.0). 

5.9.2.2 Fragmentación y etiquetado de ADNg 

Las muestras de ADN genómico previamente ajustadas fueron fragmentadas y 

simultáneamente marcadas con los adaptadores necesarios para el multiplexado. Para ello, 

los reactivos se atemperaron durante 30 min a temperatura ambiente y se preparó la mezcla 

de tagmentación mediante la adición de 11 µL de BLT (bead-linked transposomes) 

previamente vortexados y 11 µL de TB1 (tagment buffer) por muestra. De esta mezcla, se 

dispensaron 20 µL en cada pocillo de una placa estéril de PCR de 96 pozos, que contenían 

30 µL de ADN ajustado. Las soluciones se mezclaron por pipeteo y se centrifugaron 

brevemente. 

La placa se colocó en el termociclador programado con el protocolo TAG (55 °C por 15 

min, con la tapa a 100 °C, seguido de enfriamiento a 10 °C). Finalizado este paso, se 

añadieron 10 µL de TSB (tagmentation stop buffer) a cada pocillo para detener la reacción, 

resuspendiendo cuidadosamente las perlas magnéticas mediante pipeteo lento. 

Posteriormente, la placa se sometió al programa PTC (37 °C por 15 min, con tapa a 100 

°C, seguido de enfriamiento a 10 °C). 

Al finalizar, el contenido de cada pocillo se transfirió a una placa estéril de 96 pocillos 

compatible con el soporte magnético. La placa se colocó sobre el imán hasta que el 

sobrenadante se aclaró y fue retirado cuidadosamente sin mover las perlas magnéticas. 

Estas perlas, que contenían el ADN tagmentado, se lavaron dos veces con 100 µL de TWB 

(tagment wash buffer). En cada lavado, las perlas se resuspendieron lentamente por 

pipeteo, se colocó nuevamente la placa en el soporte magnético y, una vez aclarado el 

sobrenadante, este se descartó. Tras el segundo lavado, la placa permaneció sobre el imán 

sin retirar el sobrenadante, ya que la presencia de TWB previno la desecación de las perlas 

magnéticas hasta el siguiente paso del protocolo. 
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5.9.2.3 Multiplexado del ADNg etiquetado 

En esta etapa se incorporaron combinaciones únicas de adaptadores de índice para 

el multiplexado de las muestras de ADN tagmentado.  

Los reactivos de la mezcla maestra de PCR (EPM) se descongelaron sobre hielo y se 

homogenizaron por inversión. Posteriormente, se preparó la mezcla maestra con 22 µL de 

EPM y 22 µL de agua libre de nucleasas por muestra. Tras una centrifugación breve, se 

retiró el sobrenadante de las perlas magnéticas contenidas en la placa de PCR y se 

añadieron 40 µL de la mezcla de PCR preparada a cada pocillo. Las perlas se 

resuspendieron cuidadosamente por pipeteo y se añadieron 10 µL de los adaptadores 

Illumina Unique Dual Index correspondientes a cada muestra. Las soluciones se 

mezclaron por pipeteo y la placa se centrifugó brevemente antes de iniciar la amplificación 

en el termociclador, utilizando el siguiente programa:  

Tabla 14. Programa para BLT PCR. 

68°C 3 min 

98°C 3 min 

98°C 

5 ciclos 62°C 

68°C 

68°C 1 min 

4-10°C Mantener 

Posteriormente, los productos de amplificación se purificaron mediante las perlas 

magnéticas (Sample Purification Beads, SPB), lo que además permitió la selección del 

tamaño de los fragmentos de ADN. Para ello, los reactivos SPB se equilibraron 30 min a 

temperatura ambiente y se preparó etanol al 80%. El contenido de cada pocillo se transfirió 

a una nueva placa estéril y se colocó en el soporte magnético hasta que el sobrenadante se 

aclaró. De cada muestra, se recuperaron 45 µL del sobrenadante, que se mezclaron con 40 

µL de agua libre de nucleasas y 45 µL de SPB, incubando 5 min a temperatura ambiente. 

Tras separación magnética, se recogieron 125 µL del sobrenadante y se transfirieron a 

nuevos pocillos que contenían 15 µL de SPB, incubando nuevamente por 5 min. 
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Después de la separación en el soporte magnético, el sobrenadante fue descartado y las 

perlas se lavaron dos veces con 200 µL de etanol al 80% fresco, incubando 30 s en cada 

lavado. Finalmente, se dejaron secar las perlas durante 5 min en el soporte magnético para 

eliminar residuos de etanol. Las perlas se resuspendieron en 32 µL de RSB (Resuspension 

Sample Buffer), incubando 2 min a temperatura ambiente. Tras la separación magnética, 

se recuperaron 30 µL del sobrenadante, que contenían las bibliotecas de ADN 

fragmentado y etiquetado. 

5.9.3  Cuantificación, normalización y agrupación de librerías 

Con el fin de obtener una densidad óptima de clústeres y asegurar una cobertura 

uniforme de todas las muestras, las bibliotecas individuales fueron cuantificadas y 

normalizadas antes de su agrupamiento. Cada biblioteca fue ajustada a una concentración 

final de 1.5 nM, equivalente a 0.5 ng/µL para fragmentos de aproximadamente 550 pb, 

tamaño estimado mediante el equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). La 

conversión de nM a ng/µL se realizó aplicando la siguiente fórmula: 

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 
𝑛𝑔
µL

600 
𝑔

𝑚𝑜𝑙
∗ 𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒𝑟í𝑎

∗ 106 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑛𝑀 

La cuantificación de las bibliotecas se efectuó con el equipo Qubit™ Fluorometer 

utilizando el kit Qubit™ 1X dsDNA HS. Inicialmente, los reactivos fueron equilibrados a 

temperatura ambiente y el fluorómetro fue calibrado mediante la preparación de los 

estándares 1 y 2, adicionando 10 µL de cada uno a 190 µL de Working Solution en tubos 

Qubit™. Las soluciones se mezclaron por vortex durante 3–5 segundos, se incubaron a 

temperatura ambiente por 2 minutos, protegidas de la luz, y posteriormente se registraron 

las lecturas bajo el modo ADNbc. 

Una vez calibrado el equipo, las bibliotecas fueron medidas añadiendo 5 µL de ADN 

diluido a 195 µL de Working Solution en tubos Qubit™, realizando vortex durante 3–5 

segundos y dejando incubar a temperatura ambiente por 2 minutos en condiciones de 

oscuridad. Finalmente, las bibliotecas se ajustaron a una concentración de 0.5 ng/µL y se 
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mezclaron en volúmenes equimolares (20 µL por biblioteca) en un tubo estéril de 1.5 mL. 

La concentración del pool final se verificó nuevamente, confirmando el valor de 0.5 ng/µL 

(1.5 nM). 

5.9.4  Secuenciación de ADN 

5.9.4.1 Desnaturalización de librerías y carga de muestras en Novaseq 6000 ® 

Previo a la introducción del pool en el secuenciador, las bibliotecas agrupadas 

fueron desnaturalizadas con NaOH. Para ello se preparó una dilución de NaOH 0.2 N, se 

descongeló el reactivo de hibridación HT1 en hielo y se templó el cartucho de reactivos. 

En un tubo estéril de 1.5 mL se mezclaron 100 µL de la biblioteca ajustada a 0.5 ng/µL 

con 25 µL de NaOH 0.2 N recién preparado, agitando brevemente por vortex y 

centrifugando suavemente. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos 

y se añadieron 990 µL de HT1 previamente atemperado. La preparación se mantuvo en 

hielo hasta su carga en el secuenciador. Finalmente, la corrida de secuenciación se llevó a 

cabo siguiendo las instrucciones del sistema del equipo. 

5.9.4.2 Evaluación de la calidad de la secuenciación 

Al concluir la corrida de secuenciación, el desempeño del análisis fue evaluado 

mediante diferentes métricas de control de calidad, siendo el más relevante el parámetro 

%Q30, que representa el porcentaje de bases con un puntaje de calidad igual o superior a 

30, cuyo valor esperado es mayor al 70%. 

5.10 Análisis del resistoma de P. aeruginosa 

5.10.1 Descompresión de archivos 

La secuenciación tipo paired-end genera dos archivos por muestra en formato 

fastq.gz (R1.fastq.gz y R2.fastq.gz). Por ello lo primero que se realizó fue descomprimir 

los archivos en formato fastq.gz 

5.10.2 Evaluación de la calidad de lecturas 

Una vez descomprimidas, la calidad de las lecturas se evaluó utilizando FastQC. 
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5.10.3 Recorte de lecturas 

Aunque los secuenciadores IlluminaNovaSeq® realizan una limpieza inicial del 

índice y los adaptadores, generalmente es necesario realizar un recorte adicional para 

eliminar fragmentos de baja calidad. Para ello, se utilizó la herramienta Trimmomatic, 

aplicando parámetros como: 

LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:30 MINLEN:36. 

Una vez realizado el recorte, se volvió a ejecutar FastQC con el fin de comparar las 

métricas de calidad antes y después del procesamiento (288). 

5.10.4 Ensamble de genomas de novo 

Se realizó un ensamblado de novo utilizando la herramienta SPAdes. El resultado 

del ensamblado se obtuvo en el archivo contigs.fasta, que contiene los fragmentos 

genómicos (contigs) de distintas longitudes (289). 

5.10.5 Resistoma adquirido 

El ensamblado de novo se utilizó para la detección de determinantes de resistencia 

adquiridos por transferencia horizontal. Para ello, se empleó ResFinder, la cual identifica 

genes de resistencia basándose en bases de datos especializadas. Los resultados fueron 

revisados para distinguir entre genes de resistencia intrínseca de P. aeruginosa (por 

ejemplo, blaPAO, que codifica la cefalosporinasa AmpC) y aquellos adquiridos. 

5.10.6 Resistoma por mutaciones 

El análisis del resistoma mutacional se llevó a cabo mediante alineamiento de las 

lecturas procesadas frente al genoma de referencia PAO1 (NC_002516.2), cuyo conjunto 

de genes relacionados con resistencia se encuentra ampliamente caracterizado. El 

alineamiento y la detección de variantes (variant calling) se realizaron con el programa 

Snippy, el cual genera un archivo snps.vcf que contiene las mutaciones y pequeñas 

inserciones/deleciones (SNPs e InDels) en comparación con la cepa de referencia. Las 

mutaciones detectadas se registraron para los principales genes asociados a resistencia 

cromosómica en P. aeruginosa, incluyendo gyrA, gyrB, parC, mexR, oprD, ampC, ampR, 

dacB, nalC, nalD, mexZ, entre otros. 
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5.10.7 Estudio de OprD 

El análisis se realizó mediante la herramienta BLAST, registrando las variaciones 

(SNPs e InDels) detectadas utilizando la referencia más adecuada entre las cepas PAO1, 

LESB58, UCBP-PA14, MTB-1, FRD1 o F23197. 

5.10.8 Búsqueda de grandes deleciones cromosómicas 

La detección de estas deleciones se realizó mediante la herramienta SeqMonk, 

utilizando los archivos generados por Snippy (BED, BAM o GFF). Se cargó el genoma 

de referencia PAO1 y las anotaciones correspondientes para visualizar y verificar la 

presencia de regiones ausentes en el genoma analizado. 

5.10.9 Tipificación de secuencias multilocus (MLST)  

La tipificación de secuencias multilocus (MLST) se realizó a partir de los genomas 

ensamblados utilizando la herramienta MLST 2.0 disponible en el Center for Genomic 

Epidemiology (CGE). Esta metodología permite la asignación de secuencias tipo 

(sequence types, STs) mediante la identificación y comparación de alelos de un conjunto 

de genes constitutivos altamente conservados(290). 

Para P. aeruginosa, el esquema de MLST se basa en la secuenciación de fragmentos 

internos de siete genes housekeeping: acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE. Cada 

alelo identificado para estos genes fue comparado con la base de datos de referencia del 

esquema MLST, asignándose un número alélico específico. La combinación única de los 

siete números alélicos permitió determinar la secuencia tipo correspondiente a cada 

aislamiento. 

5.11 Disposición de residuos 

La disposición de los residuos generados durante el manejo de aislamientos clínicos de, 

así como de los materiales contaminados derivados de los ensayos de susceptibilidad 

antimicrobiana, producción de biopelícula y pruebas de sinergia, se llevó a cabo conforme 

a los lineamientos establecidos por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de 

la Facultad de Ciencias Químicas de la UANL. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Aislamientos 

Se procesaron un total de 63 aislamientos recolectados en un periodo comprendido 

de enero a agosto de 2021, procedentes de 23 centros participantes de la red de INVIFAR. 

Del conjunto de aislamientos, 49 (77.8%) fueron confirmados como P. aeruginosa por 

medio de la amplificación de un fragmento del gen gyrB.  

6.2 Perfil de susceptibilidad. 

El análisis de susceptibilidad en células planctónicas mostró una alta proporción 

de resistencia (>70 %) a aztreonam, levofloxacino y piperacilina/tazobactam. En 

contraste, se observaron porcentajes menores al 50 % frente a ceftazidima, cefepima, 

tobramicina, amikacina, ciprofloxacino, polimixina B y colistina. En cuanto a agentes de 

última generación, se detectó resistencia a ceftazidima/avibactam (26.3 %), 

ceftolozano/tazobactam (26.3 %), imipenem/relebactam (39.5 %) y cefiderocol (7.89%). 

Además, se encontró resistencia en al menos un carbapenémico en 38 (77.6%) de los 

aislamientos iniciales. Los resultados para cada antibiótico se muestran en la tabla 15. 

Tabla 15. Susceptibilidad global de los aislamientos. 

Antibiótico CMI50 

µg/mL 

CMI90 

µg/mL 

Resistente  

n (%) 

Intermedio 

n (%) 

Susceptible 

n (%) 

CAZ 16 128 15 (39.47) 8 (21.05) 15 (39.47) 

FEP 8 64 8 (21.05) 3 (7.89) 27 (71.05) 

TM 0.5 32 14 (36.84) 0 (0) 24 (63.16) 

AN 1 64 5 (13.16) 2 (13.16) 31 (81.58) 

CIP 0.5 16 18 (47.37) 0 (0) 20 (52.63) 

LVX 12 32 28 (73.68) 6 (15.79) 6 (13.16) 

PB 0.25 1 1 (2.63) 37 (97.37) 0 (0) 

CL 0.25 1 1 (2.63) 37 (97.37) 0 (0) 

ATM 64 128 31 (81.57) 4 (10.53) 3 (7.89) 

MEM 16 32 32 (84.21) 3 (7.89) 3 (7.89 

IPM 32 64 38 (100) 0 (0) 0 (0) 
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TZP 64 256 27 (71.05) 2 (5.26) 9 (23.68) 

CT 2 64 10 (26.32) 1 (2.63) 27 (71.05) 

CZA 8 128 10 (26.32) 0 (0) 28 (73.68) 

IMR 4 16 15 (39.47) 5 (13.16) 18 (47.37) 

FDC 0.25 2 3 (7.89%) 0 (0) 35 (92.11) 

CAZ (Ceftazidima), FEP (Cefepime), TM (Tobramicina), AN (Amikacina), CIP 

(Ciprofloxacino), LVX (Levofloxacino), PB (Polimixina B), CL (Colistina), ATM 

(Aztreonam), IPM (Imipenem), MEM (Meropenem), IMR (Imipenem/Relebactam), CZA 

(Ceftazidima/Avibactam), TZP (Piperacilina/Tazobactam), CT 

(Ceftolozano/Tazobactam), FDC (Cefiderocol). 

6.3 Carba NP 

Ninguno de los aislamientos presentó prueba de CarbaNP positiva.  

6.4 Producción de biopelícula 

El 55.3 % (n=21) de los aislamientos se clasificaron como productores fuertes, 

18.4 %  (n=7) como moderados y 26.3 % (n=10) como débiles o no productores. 

Tabla 16. Producción de biopelícula de los aislamientos. 

Aislamiento Clasificación 

681 Productor fuerte 

684 Productor fuerte 

694 Productor débil 

936 Productor débil 

21-105 Productor fuerte 

21-128 Productor fuerte 

21-220 Productor fuerte 

21-221 Productor débil 

21-249 Productor moderado 

21-255 Productor moderado 

21-259 Productor fuerte 
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21-269 Productor fuerte 

21-282 Productor débil 

21-283 Productor débil 

21-322 Productor fuerte 

21-429 Productor débil 

21-447 Productor moderado 

21-449 Productor moderado 

21-474 Productor débil 

21-618 Productor fuerte 

21-629 Productor fuerte 

21-631 Productor fuerte 

21-632 Productor fuerte 

21-634 Productor fuerte 

21-650 Productor moderado 

21-659 Productor fuerte 

21-660 Productor fuerte 

21-661 Productor fuerte 

21-662 Productor fuerte 

21-663 Productor fuerte 

21-667 Productor moderado 

21-674 Productor fuerte 

21-788 Productor fuerte 

21-805 Productor débil 

21-807 Productor débil 

21-808 Productor débil 

21-811 Productor moderado 

21-817 Productor fuerte 
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Por otro lado, se encontró una asociación estadísticamente significativa (p < 0.05) entre la 

producción fuerte de biopelícula y la resistencia a ceftazidima, ceftolozano/tazobactam y 

ceftazidima/avibactam.  

Tabla 17. Asociación entre productores fuertes de biopelícula y resistencia a 

antimicrobianos. 

Antimicrobiano Valor p 

Ceftazidima 0.013 

Cefepima 0.912 

Tobramicina 0.618 

Amikacina 0.819 

Ciprofloxacino 0.536 

Levofloxacino 0.726 

Polimixina B 0.362 

Colistina 0.362 

Aztreonam 0.465 

Imipenem — 

Meropenem 0.239 

Piperacilina/Tazobactam 0.438 

Ceftolozano/Tazobactam 0.010 

Ceftazidima/Avibactam 0.013 

Imipenem/Relebactam 0.275 

 

6.5 Perfil de susceptibilidad en biopelícula 

El perfil de susceptibilidad en condiciones de biopelícula evidenció una diferencia 

estadísticamente significativa (p < 0.05) en las concentraciones inhibitorias de todos los 

antimicrobianos probados en comparación con las obtenidas en células planctónicas.  

Tabla 18. Comparación entre células planctónicas y de biopelícula. 
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Antibiótico 

CMI (μg/mL) 

planctónicas 

Media ± DE 

CMI (μg/mL) 

biopelícula 

Media ± DE 

Valor p 

CAZ 143.20 ± 90.55 1945.60 ± 323.82 0.004 

FEP 54.40 ± 80.43 972.80 ± 161.91 0.005 

CIP 15.43 ± 15.05 230.40 ± 53.97 0.005 

LVX 23.00 ± 24.39 217.60 ± 80.95 0.005 

ATM 7.33 ± 6.60 146.40 ± 120.45 0.012 

IPM 24.20 ± 12.66 243.20 ± 40.48 0.004 

MEM 0.33 ± 0.23 16.00 ± 11.31 0.005 

AN 0.46 ± 0.33 18.00 ± 10.54 0.001 

TOB 86.40 ± 37.10 972.80 ± 161.91 0.004 

CL 40.00 ± 21.66 691.20 ± 377.79 0.005 

PB 32.80 ± 18.65 73.60 ± 42.13 0.023 

CZA 283.20 ± 174.63 3481.60 ± 1295.27 0.005 

CT 38.70 ± 24.74 180.63 ± 61.27 0.005 

TZP 20.60 ± 18.28 563.20 ± 423.24 0.001 

IMR 34.00 ± 40.23 166.40 ± 80.95 0.005 

 

6.6 Combinaciones sobre biopelícula 

Para la evaluación de combinaciones de antimicrobianos en la biopelícula, se 

seleccionaron diez aislamientos basándose en el perfil de susceptibilidad y producción de 

biopelícula (productores fuertes que fueran resistentes a ocho o más antimicrobianos). Se 

evaluaron las combinaciones entre Imipenem/Relebactam, Ceftazidima/Avibactam y 

Ceftolozano/Tazobactam con polimixina B, colistina y cefepime. La proporción de cepas 

que presentaron sinergia, indiferencia o antagonismo en cada una de las combinaciones se 

presenta en la tabla 19: 

Tabla 19. Efectos de las combinaciones evaluadas sobre la biopelícula de los 

aislamientos seleccionados. 
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IMR (Imipenem/Relebactam), CZA (Ceftazidima/Avibactam), CT 

(Ceftolozano/Tazobactam), PB (Polimixina B), CL (Colistina), FEP (Cefepime), ND (No 

determinado). 

6.7 Secuenciación del genoma completo 

6.7.1  Tipificación de los aislamientos 

La clasificación de las secuencias tipo de los aislamientos se muestra en la tabla 

20. El análisis de MLST reveló la presencia de 23 ST diferentes, dos de ellas nuevas, 

destacando la presencia de nueve aislamientos considerados como clonas de alto riesgo: 

ST235 (n= 7), ST244 (n= 1) y ST308 (n= 1). 

Tabla 20. Resultados de tipificación de secuencias multi-locus (MLST). 

Secuencia tipo (n) 

235 7 

2281 3 

3045 3 

253 2 

309 2 

3579 2 

-667 2 

244 1 

260 1 

275 1 

Efecto Combinaciones 

IMR-

PB 

IMR-

CL  

IMR-

FEP  

CZA-

PB 

CZA-

CL 

CZA-

FEP 

CT-

PB 

CT-

CL 

CT-

FEP 

Sinergia 10 10 10 8 4 10 5 6 8 

Indiferencia 0 0 0 2 6 0 5 4 ND 

Antagonismo 0 0 0 0 0 0 0 0 ND 
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293 1 

308 1 

360 1 

1284 1 

1930 1 

2130 1 

2235 1 

2734 1 

3205 1 

3426 1 

3428 1 

4409 1 

6281 1 

 

 

Además, a partir de los resultados de la tipificación (MLST), se construyó un árbol 

filogenético (Figura 10) con el objetivo de analizar las relaciones genéticas entre los 

aislamientos clínicos de P. aeruginosa. Dicho árbol se basó en la comparación de los 

perfiles alélicos de los siete genes housekeeping incluidos en el esquema MLST, lo que 

permitió agrupar los aislamientos de acuerdo con su similitud genética y con las 

secuencias tipo (ST) asignadas. 
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Figura 10. Árbol filogenético basado en el análisis de MLST. 

6.7.3  Resistoma adquirido 

En la tabla 21 y 22 se presentan los genes de resistencia adquiridos presentes en los 

aislamientos. Se encontraron genes que codifican betalactamasas, enzimas modificadoras 

de aminoglucósidos y genes de resistencia a otras familias de antimicrobianos 

(sulfonamidas, tetraciclinas y anfenicoles) en 13 de los 37 aislamientos, siendo la 
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betalactamasa de clase D, OXA-2 la más frecuente. Así mismo, se encontraron variantes 

de GES con actividad carbapenemasa ( GES-20 y GES-59). 

Tabla 21. Genes de resistencia a betalactámicos, aminoglucósidos y fluoroquinolonas 

presentes en los aislamientos. 

Betalactamasas 
Enzimas modificadoras 

de aminoglucósidos 
Fluoroquinolonas 

blaOXA-2 (n=9) aac(6')-Ib9 (n=1) 

qnrVC1 (n=1) 

blaGES-9 (n=1) aac(6')-I33-like (n=1) 

blaGES-19 (n=2) aac(6')-33 (n=2) 

blaGES-20 (n=1) aac(6')-Ib4 (n=10) 

blaGES-59 (n=4) 
aac(6')-Ib-Hangzhou-like 

(n=1) 

blaOXA-226 (n=1) 

aph(3')-VIa (n=1) 

ant(2'')-Ia-like (n=1) 

aac(6')-29b-like (n=1) 

 

Tabla 22. Genes de resistencia a otros antimicrobianos presentes en los aislamientos. 

Sulfonamidas Tetraciclinas Anfenicoles 

sul1 (n=12) tet (G) (n=6) 
cmlA9 (n=5) 

catB2 (n=1) 

 

6.7.4  Resistoma mutacional 

En la tabla 23 se presentan las mutaciones presentes en diferentes genes que confieren 

resistencia a antimicrobianos (bombas de eflujo, porinas, genes reguladores, variantes de 

PDC, modificación de sitio diana, etc.). 

Tabla 23. Mutaciones en diferentes genes asociadas con resistencia antimicrobiana en los 

aislamientos. 

Mecanismos de resistencia Gen (n) 
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Porinas oprD (31), oprN (4) 

Proteínas fijadoras de penicilina ponA (5), PBP2 (1), PBP7 (2), dacB (2) 

PDC ampD (5), ampR (1), mpl (3) 

Bombas de eflujo armZ (5), cpxR (1), cpxS (1), nalC (2), 

nalD (12), nfxB (2) mexA (2), mexC (4), 

mexD (12), mexE (1), mexF (2), mexR 

(3), mexS (8), mexT (4), mexX (9), mexY 

(9), mexZ (6), pmrA (1), pmrB (10) 

ADN girasa gyrA (17), gyrB (1) 

Topoisomerasa IV parC (18), parE (2), parR (6), parS (6) 

 

6.7.5  Variantes de PDC 

En la tabla 24 se presentan las diferentes variantes de la cefalosporinasa derivada de 

Pseudomonas (PDC) en los aislamientos. Se encontraron 15 variantes diferentes (3 

nuevas). 

Tabla 24. Variantes de PDC en los aislamientos. 

Variante de PDC (n) 

PDC-1 1 

PDC-3 4 

PDC-5 10 

PDC-6 1 

PDC-8 1 

PDC-23 2 

PDC-34 2 

PDC-35 6 

PDC-39 1 

PDC-62 1 

PDC-80 1 

PDC-113 2 
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Nueva 2 

Nueva 1 

Nueva 3 
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7 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud pública global. La aparición 

de microorganismos resistentes a todas las clases de antibióticos disponibles ha vuelto 

necesario el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos o la búsqueda de nuevas opciones 

para tratarlas. Entre los microorganismos de mayor importancia se encuentra P. 

aeruginosa, un patógeno prácticamente ubicuo involucrado en una gran variedad de 

infecciones. Este patógeno se caracteriza por tener una alta capacidad de adaptación y 

supervivencia y resistencia a muchos antibióticos. Uno de los mecanismos que le permiten 

adaptarse y sobrevivir a ambientes adversos es su capacidad de formar biopelícula, la cual 

dificulta el tratamiento. Es por ello que en este trabajo se buscó evaluar el efecto sinérgico 

de antimicrobianos de uso clínico actual en células de biopelícula de P. aeruginosa.  

Se procesaron un total de 63 aislamientos previamente identificados como P. aeruginosa 

por medio de MALDI-TOF MS. La confirmación por PCR amplificando un fragmento 

del gen gyrB tuvo una concordancia del 77.8% con respecto a la identificación por 

MALDI-TOF. La discrepancia observada no invalida el rendimiento de ninguno de los 

métodos, sino que resalta la importancia de una confirmación con otro método. Mientras 

que MALDI-TOF MS es mucho más rápido y robusto para el cribado de rutina, la 

confirmación por medio de PCR con genes altamente específicos como gyrB aporta la 

especificidad adicional de la que MALDI-TOF MS carece en algunos aislamientos 

atípicos o cuando las librerías de espectros pueden limitar la discriminación final(291–

294).  

Para la identificación de P. aeruginosa se han utilizado ensayos dúplex ecfX/gyrB que han 

mostrado sensibilidades y especificidades muy altas para (292), y la qPCR dirigida a gyrB 

ha sido validada con límites de detección bajos y excelente especificidad frente a otras 

especies del género (293). Estudios recientes basados en pangenoma reafirman que gyrB 

y ecfX son dianas con alto poder discriminativo a nivel de especie (294). Por su parte, 

MALDI-TOF MS ofrece tasas de concordancia elevadas con métodos moleculares cuando 

las bases de referencia son adecuadas (291).  

Por otro lado, de los 38 aislamientos seleccionados por su resistencia a carbapenémicos 

(todos resistentes a imipenem), se documentó un perfil de resistencia con porcentajes de 
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resistencia altos. Las CMI fueron altas para betalactámicos y fluoroquinolonas, con mejor 

comportamiento en aminoglucósidos, polimixinas y cefiderocol. 

Estos hallazgos son coherentes con reportes internacionales en los que se ha descrito 

históricamente mejor actividad relativa de amikacina y colistina frente a P. aeruginosa 

MDR, con tasas de susceptibilidad que superan globalmente a las de betalactámicos 

tradicionales (295). En Europa, el reporte EARS-Net 2023 indica que la resistencia a 

piperacilina/tazobactam, ceftazidima y carbapenémicos continúa siendo alta y muy 

heterogénea por país (296). A escala nacional, la red INVIFAR ha descrito datos relevantes 

de resistencia a carbapenémicos en P. aeruginosa, lo que sitúa los resultados de este 

trabajo dentro de una tendencia epidemiológica nacional (297,298). Las diferencias 

claramente observables en cuanto a resistencia a carbapenémicos se explican por el sesgo 

de selección de cepas resistentes a carbapenémicos. Es relevante que ningún aislamiento 

fue Carba NP positivo, sugiriendo mecanismos no enzimáticos como pérdida/alteración 

de OprD, sobreexpresión/variantes de AmpC y bombas de eflujo como mecanismo de 

resistencia a carbapenémicos, lo cual fue posteriormente confirmado mediante el análisis 

del resistoma (299–301).  

En el caso de las combinaciones de betalactámicos con nuevos inhibidores de 

betalactamasas, los porcentajes de resistencia a ceftazidima/avibactam (26.32%) y 

ceftolozano/tazobactam (26.32%) fueron menores que las observadas en reportes de 

aislamientos MDR europeas (302). El cefiderocol mostró una actividad destacada (MIC50 

0.25 μg/mL; MIC90 2 μg/mL; 7.89% de resistencia), en concordancia con reportes 

internacionales donde su potencia frente a P. aeruginosa MDR/XDR es alta (302,303).  

Se ha demostrado que imipenem puede inducir AmpC incluso en ausencia de OprD (300), 

comprometiendo la actividad de otros betalactámicos si la presión selectiva es constante; 

a la inversa, relebactam restaura la actividad de imipenem frente a cepas con AmpC y 

pérdida parcial de OprD (299). Con los datos obtenidos, se puede mencionar que el uso 

de CZA, CT y cefiderocol es más adecuado en aislamientos resistentes a carbapenémicos 

siempre y cuando la resistencia no esté mediada por carbapenemasas, en concordancia con 

estudios recientes (301,304). 
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Aplicando el método de cristal violeta en microplaca, todos los aislamientos resistentes a 

los carbapenémicos formaron biopelícula: 55.3% fuertes, 18.4% moderados y 26.3% 

débiles. Este hallazgo subraya la elevada capacidad de persistencia de los aislamientos de 

P. aeruginosa y concuerda con estudios donde los aislamientos resistentes presentan la 

capacidad de formar biopelículas (305). 

En el análisis de asociación, se observó que la producción fuerte de biopelícula se 

relacionó significativamente con la resistencia a ceftazidima, ceftolozano/tazobactam y 

ceftazidima/avibactam (p < 0.05). Esto sugiere que, aun en ausencia de carbapenemasas, 

la matriz extracelular, los gradientes de nutrientes/oxígeno, el enlentecimiento metabólico 

y la subpoblación de células persistentes promueven una clara tolerancia a los 

betalactámicos, fenómeno que ha sido ampliamente descrito en P. aeruginosa (268,306).  

La evaluación de MBIC mediante el Calgary Biofilm Device (CBD) en diez aislamientos 

seleccionados (productores fuertes y con perfiles de MDR) mostró un incremento 

significativo de la concentración requerida para inhibir el crecimiento respecto al estado 

planctónico, ya que todos los aislamientos presentaron un fenotipo resistente frente a los 

15 antibióticos probados bajo condiciones de biopelícula. Esto es consistente con la 

literatura, donde las MBIC/MBEC superan las CMI entre 1–3 diluciones de acuerdo al 

antibiótico evaluado, y dependiendo del tipo de cepa hasta 1000 veces (85,144,268,286). 

Este patrón puede deberse a la difusión limitada a través de la matriz, la quelación con 

compuestos de esta, la adsorción del fármaco, la disminución del potencial de membrana 

y la expresión de bombas de eflujo que reducen la eficacia en biopelícula (307). Los 

resultados de la prueba t de Student confirman diferencias significativas entre MIC 

(planctónica) y MBIC (biopelícula) para los 15 antibióticos (p < 0.05); lo anterior, plantea 

la necesidad de evaluar el perfil de susceptibilidad sobre biopelícula en aislamientos 

clínicos. Esto remarca la importancia de que la susceptibilidad planctónica no es adecuada 

para establecer tratamientos donde la formación de biopelícula esté involucrada. En 

infecciones de este tipo las MIC planctónicas pueden subestimar la concentración 

necesaria para controlar el crecimiento, y, por ende, las decisiones terapéuticas deberían 

considerar datos como la MBIC/MBEC o estrategias de combinación y optimización con 

parámetros PK/PD (268,286,307,308). 
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En cuanto a las combinaciones sobre biopelícula, aquellas basadas en IMR y CZA-FEP 

fueron las más activas. Esto es coherente con los datos fenotípicos ya que relebactam 

inhibe AmpC y puede restaurar la actividad de imipenem cuando va acompañada de la 

pérdida de OprD y sobreexpresión de AmpC (299), un fenotipo que posiblemente sea muy 

frecuente dados los resultados de la prueba de Carba NP donde ninguno de los 

aislamientos fue positivo. Además, se ha reportado sinergia entre imipenem y 

CZA/avibactam en cepas XDR no productoras de MBL, asociada a 

sobreexpresión/mutaciones de AmpC y defectos de OprD (270). En modelos de decisión 

terapéutica basados en pruebas fenotípicas personalizadas, combinaciones de 

betalactámicos + polimixinas o cefepime mostraron actividad bactericida frente a P. 

aeruginosa resistente a carbapenémicos (309). 

Por el contrario, se observó indiferencia en las combinaciones con CT y CZA (a excepción 

de FEP). La literatura reporta que no todas las combinaciones entre 

betalactámicos/inhibidores de betalactamasas y polimixina son aditivas; la 

permeabilización de membrana inducida por polimixinas, cambios del potencial 

transmembrana y efectos sobre la matriz pueden interferir con la entrada y cinética de 

unión del betalactámico/inhibidor especialmente en biopelículas maduras (266,306). 

Asimismo, una revisión de CZA en monoterapia vs combinación no encontró beneficio 

clínico consistente de añadir otro agente, pese a reportes in vitro de sinergia con 

aztreonam, aminoglucósidos o polimixinas (265). 

En biopelícula, las combinaciones con IMR y CZA-FEP representan estrategias 

prometedoras, mientras que las combinaciones con CT y CZA (a excepción de la 

combinación con FEP) presentan efectos de indiferencia. Estas diferencias entre los 

aislamientos hace necesaria la validación de combinaciones por cada aislamiento 

(266,309). 

En P. aeruginosa, la resistencia a antimicrobianos rara vez depende de un solo mecanismo 

de resistencia; con frecuencia es el resultado de un conjunto de mecanismos adquiridos y 

un resistoma mutacional altamente versátil que modula permeabilidad, eflujo, afinidad 

por PBPs y sensibilidad a fluoroquinolonas (310,311). Esto demuestra que aun dentro de 

un mismo linaje clonal, pueden observarse perfiles fenotípicos diferentes por mutaciones 
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adicionales y fenómenos como perdida de codones de terminación, inserciones y 

deleciones que pueden cambiar el fenotipo de cada aislamiento (311,312). 

Desde una perspectiva poblacional, la presencia clonas de alto riesgo, como ST235, 

ST244 y ST308 así como ST no descritas, demuestra que ciertos linajes tienden a 

seleccionar múltiples determinantes de resistencia tanto adquiridos como mutaciones 

cromosomales, dificultando la predicción entre el genotipo-fenotipo (311,312). En P. 

aeruginosa, los mecanismos cromosomales clave (PDC, OprD y bombas de eflujo) no 

solo confieren resistencia individualmente, sino que también se ven involucrados en 

procesos de corregulación que derivan en fenotipos MDR/XDR (310,313). 

En el resistoma de los aislamientos se observó una elevada frecuencia de alteraciones en 

oprD, principalmente deleciones, inserciones y codones de terminación prematuros, un 

mecanismo de resistencia a carbapenémicos por pérdida de permeabilidad que se ha 

reportado con frecuencia (310).  

De la misma manera, los aislamientos presentaron numerosas mutaciones en bombas de 

eflujo tipo y sus reguladores, incluyendo mexR, nalC, nalD, mexZ, mexS y mexT, así 

como cambios en mexD, mexC, mexX y mexY. Se ha demostrado que mutaciones en estos 

reguladores conducen con frecuencia a la sobreexpresión de MexAB-OprM y MexXY-

OprM, contribuyendo a resistencia a la mayoría de betalactámicos, aminoglucósidos y 

fluoroquinolonas  (310,311). En el caso de cefiderocol, el eflujo suele desempeñar un 

papel menos relevante, sin embargo, dada la permeabilidad reducida y truncamiento de 

los mecanismos de captación de hierro, la combinación de ambos mecanismos pueden 

aumentar las CMI hacia rangos de resistencia (314). 

En cuanto a betalactámicos,  se identificó una diversidad de variantes de PDC, incluyendo 

alelos previamente descritos y variantes no catalogadas. Es importante resaltar que no 

todas las variantes de PDC confieren necesariamente resistencia a nuevos betalactámicos, 

y que algunas sustituciones pueden representar polimorfismos naturales sin impacto 

funcional evidente. Por ello, la interpretación del resistoma debe integrar no solo la 

variante, sino también la presencia de mutaciones en genes reguladores como ampD, 

ampR y dacB, así como el contexto de permeabilidad y eflujo (187,310,315,316). Se ha 

observado que la inactivación aislada de ampD no necesariamente represente un 
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incremento de forma marcada en la CMI de cefiderocol, mientras que la pérdida de 

sistemas de captación de hierro sí produce aumentos significativos, reforzando el hecho 

de que PDC actúa como un agregado dentro de un contexto donde se incluyan varios 

mecanismos de resistencia (187,314,317). 

Por otro lado, se identificaron mutaciones en proteínas fijadoras de penicilina (PBP), 

particularmente en ftsI (PBP3) y ponA, las cuales pueden contribuir al fenotipo de 

resistencia frente a betalactámicos. Se ha descrito que PBP3 es un gen sometido a fuerte 

presión selectiva y que determinadas sustituciones pueden modificar la afinidad por 

diferentes betalactámicos, especialmente en combinación con la desrepresión de AmpC y 

pérdida de porinas (317,318). 

En cuanto a fluoroquinolonas, las mutaciones detectadas en gyrA (T83I, D87N y D87H) 

y parC (S87L, S87W, E91K) corresponden a cambios que generan resistencia a quinolonas 

(310,312,319). El agregado de estas mutaciones con alteraciones en bombas de eflujo 

refuerza el hecho de que ciertas clonas se encuentran altamente adaptadas a la presión por 

el uso de antimicrobianos, y que en algunos casos, facilitan la emergencia de resistencia a 

fármacos de reciente uso. 

Si bien OprD no constituye la principal vía de entrada de cefiderocol, su inactivación 

refleja un trasfondo MDR/XDR que reduce el margen terapéutico y favorece que 

reducciones relativamente pequeñas en la captación de hierro tengan un impacto 

clínicamente relevante sobre la actividad del antibiótico (311,313). 

Tres aislamientos presentaron resistencia a cefiderocol y, de manera consistente con lo 

descrito previamente para P. aeruginosa, el análisis del resistoma sugiere un conjunto de 

mecanismos más que uno aislado, en el cual el componente más específico para 

cefiderocol se asocia a alteraciones en los sistemas de captación de hierro y síntesis de 

sideróforos, más que a la presencia de un único gen de resistencia adquirido. A diferencia 

de los nuevos betalactámicos (ceftazidima/avibactam, ceftolozano/tazobactam e 

imipenem/relebactam), se ha demostrado que la resistencia a cefiderocol requiere de 

modificaciones en los sistemas de transporte de hierro, como piuA/D, PiuC o pirA/pirR, 

debido al mecanismo de entrada de este antimicrobiano conocido como “caballo de 

Troya”, mimetizando sideróforos para atravesar la membrana externa (314,315,320). 
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Los aislamientos resistentes a cefiderocol presentaron múltiples sustituciones en genes 

implicados en la captación y transporte de hierro, así como en la biosíntesis y regulación 

de sideróforos. En uno de los aislamientos se observaron mutaciones en pirR, junto con 

cambios en pvdP, pvdN y pvdR, además de sustituciones en piuB, piuC y piuD, genes 

asociados a sideróforos como pchD/pchE/pchF y deleción en fepG. En los otros 

aislamientos resistentes se detectaron mutaciones en cirA, pvdP, variantes en pchE, pchF 

y sustituciones en piuD, también asociadas a una deleción en fepG. Este perfil genómico 

es coherente con el fenotipo de los aislamientos representando un conjunto de mecanismos 

de resistencia. Algunos estudios han demostrado que la inactivación de componentes del 

sistema piu puede incrementar la CMI de cefiderocol en varias diluciones (315). 

No obstante, la resistencia a cefiderocol no ocurre de forma aislada, sino que se superpone 

a la resistencia cromosómica clásica característica de P. aeruginosa. Aunque cefiderocol 

fue diseñado para evadir parcialmente mecanismos como la sobreexpresión de AmpC, la 

pérdida de OprD o la acción de bombas de eflujo, se ha documentado que la resistencia 

puede emerger mediante acumulación de mutaciones cromosómicas, incluyendo cambios 

estructurales en PDC, modificaciones en reguladores de eflujo y, el principal; las 

alteraciones en los sistemas de transporte de hierro (314,317,320). 

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la resistencia a cefiderocol y a otros 

antimicrobianos en los aislamientos se debe a un resistoma complejo, donde la 

combinación de pérdida de permeabilidad, sobreexpresión de bombas de eflujo, variantes 

de PDC y, de forma distintiva para cefiderocol, alteraciones en sistemas de captación de 

hierro y sideróforos, representan la razón de los fenotipos observados. Los datos del 

resistoma refuerzan la necesidad de interpretar la resistencia antimicrobiana en P. 

aeruginosa desde un enfoque tanto fenotípico como genotípico. 
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8 CONCLUSIONES 

• La identificación molecular mediante PCR dirigida al gen gyrB evidenció la 

necesidad de métodos moleculares complementarios a MALDI-TOF MS para la 

correcta identificación a nivel de especie. 

• El perfil de susceptibilidad en células planctónicas evidenció altos niveles de 

resistencia frente a carbapenémicos, monobactámicos y fluoroquinolonas, lo que 

refleja la distribución de cepas MDR en nuestro país. 

• La ausencia de carbapenemasas detectables por la prueba Carba NP sugiere la 

participación de mecanismos no enzimáticos en la resistencia a carbapenémicos. 

• Existe una asociación entre la producción fuerte de biopelícula y la resistencia a 

betalactámicos de última generación como ceftazidima/avibactam y 

ceftolozano/tazobactam, lo que refuerza el papel de la biopelícula como 

determinante de persistencia clínica. 

• En condiciones de biopelícula, las CMI para todos los antibióticos se incrementa 

significativamente, lo que demuestra la marcada tolerancia asociada al estado de 

biopelícula y la limitada eficacia de las terapias convencionales. 

• Las combinaciones con imipenem/relebactam y ceftazidima-cefepime presentan 

sinergia , mientras que aquellas que involucraron polimixinas con 

ceftazidima/avibactam o ceftolozano/tazobactam presentan indiferencia. 

• El fenotipo de resistencia presente en cada uno de los aislamientos está asociado a 

la presencia de genes de resistencia y mutaciones determinadas mediante el 

análisis del resistoma.  

• Las combinaciones de antimicrobianos son una opción terapéutica que tiene 

potencial para el tratamiento de infecciones producidas por P. aeruginosa en las 

que se vea involucrado un fenotipo productor de biopelícula.  
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9 PERSPECTIVAS 

• La caracterización genómica mediante WGS sugiere la necesidad de estudios 

funcionales que permitan confirmar el papel específico de genes y mutaciones 

asociados tanto a la resistencia como al fenotipo de biopelícula.  

• La elevada diferencia entre la susceptibilidad en células planctónicas y de 

biopelícula resalta la importancia de desarrollar metodologías estandarizadas que 

permitan evaluar combinaciones terapéuticas en condiciones que reflejen mejor 

los escenarios clínicos. 

• Los patrones de sinergia observados hacen necesario el análisis genotipo–fenotipo, 

integrando herramientas bioinformáticas y modelos experimentales más 

complejos que permitan predecir combinaciones óptimas según el resistoma de 

cada aislamiento. Además, validar estas combinaciones en modelos in vivo 

aportaría evidencia más sólida para su posible aplicación clínica. Para ello, y 

teniendo en cuenta que algunas combinaciones mostraron sinergia in vitro, se 

podrían optimizar para regímenes farmacodinámicos específicos mediante 

modelos como PK/PD. 

• La integración de datos genómicos en estrategias de vigilancia y diagnóstico 

podría contribuir a la detección temprana de clones de alto riesgo y al diseño de 

terapias dirigidas, optimizando el manejo de infecciones por P. aeruginosa 

MDR/XDR/DTR con fenotipo productor de biopelícula. 
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ANEXOS  

Anexo 1. Resultados de la combinación Imipenem/Relebactam— Polimixina B. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

IMR—PB 
FIC % de crecimiento 

21-105 16—0.03125 0.13 2.71 

21-128 8—0.0625 0.13 18.47 

21-259 2—0.03125 0.02 1.19 

21-269 1—0.03125 0.0049 1.16 

21-660 4—0.03125 0.04 3.51 

21-661 4—0.03125 0.07 3.98 

21-662 16—0.0625 0.06 12.62 

21-663 4—0.03125 0.02 3.51 

21-674 2—0.5 0.02 1.79 

21-788 2—0.03125 0.02 3.05 

 

Anexo 2. Resultados de la combinación Imipenem/Relebactam— Colistina. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

IMR—CL 
FIC % de crecimiento 

21-105 8—1 0.13 6.27 

21-128 16—0.03125 0.25 4.00 

21-259 2—0.03125 0.02 1.27 

21-269 1—0.03125 0.0059 1.65 

21-660 4—0.03125 0.04 13.3 

21-661 2—0.25 0.06 3.71 

21-662 1—1 0.02 8.37 

21-663 2—0.25 0.02 2.34 

21-674 2—0.125 0.01 5.84 

21-788 2—0.015625 0.02 1.23 

 

Anexo 3. Resultados de la combinación Imipenem/Relebactam— Cefepime. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

IMR—FEP 
FIC % de crecimiento 

21-105 8—8 0.07 3.20 

21-128 4—8 0.07 19.56 

21-259 2—8 0.03 7.43 

21-269 1—0.125 0.004 9.77 

21-660 0.5—8 0.02 2.99 
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21-661 0.25—8 0.01 6.78 

21-662 0.25—64 0.02 4.99 

21-663 0.5—0.125 0.0022 11.88 

21-674 0.5—8 0.01 4.67 

21-788 1—0.0625 0.01 8.91 

 

Anexo 4. Resultados de la combinación Ceftazidima/Avibactam— Polimixina B. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CZA—PB 
FIC % de crecimiento 

21-105 64—4 0.56 2.1 

21-128 64—05 0.16 13.76 

21-259 16—4 0.63 0.63 

21-269 32—8 0.28 0.36 

21-660 16—2 0.38 5.98 

21-661 8—4 0.56 2.10 

21-662 64—8 0.31 1.21 

21-663 4—0.015625 0.03 16.52 

21-674 4—8 0.26 2.07 

21-788 64—8 1.06 7.01 

 

Anexo 5. Resultados de la combinación Ceftazidima/Avibactam— Colistina. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CZA—CL 
FIC % de crecimiento 

21-105 64—8 0.56 1.63 

21-128 64—2 0.25 4.67 

21-259 32—4 1.25 1.29 

21-269 64—8 0.56 1.45 

21-660 8—4 0.56 1.57 

21-661 8—8 1.06 2.23 

21-662 64—4 0.13 1.05 

21-663 8—8 0.56 1.99 

21-674 64—2 0.19 4.64 

21-788 32—8 0.28 1.87 

 

Anexo 6. Resultados de la combinación Ceftazidima/Avibactam— Cefepime. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CZA—FEP 
FIC % de crecimiento 
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21-105 0.5—64 0.06 13.15 

21-128 0.5—128 0.13 4.21 

21-259 1—4 0.02 10.53 

21-269 0.5—32 0.03 2.90 

21-660 1—8 0.02 15.95 

21-661 2—16 0.03 8.11 

21-662 0.5—128 0.03 4.46 

21-663 0.5—2 0.0078 7.72 

21-674 4—16 0.02 8.87 

21-788 0.5—32 0.03 6.39 

 

Anexo 7. Resultados de la combinación Ceftolozano/Tazobactam— Polimixina B. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CT—PB 
FIC % de crecimiento 

21-105 0.5—16 2 2.99 

21-128 0.5—16 1 15.67 

21-259 1—0.03125 0.16 12.18 

21-269 32—1 0.19 4.83 

21-660 32—4 0.66 14.72 

21-661 32—4 0.66 2.66 

21-662 32—8 0.41 11.76 

21-663 2—0.03125 0.011 16.78 

21-674 32—4 0.29 9.51 

21-788 64—8 1.32 6.34 

 

Anexo 8. Resultados de la combinación Ceftolozano/Tazobactam— Colistina. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CT—CL 
FIC % de crecimiento 

21-105 0.5—16 1 1.21 

21-128 0.5—16 1 1.63 

21-259 1—0.015625 0.16 8.70 

21-269 64—0.0078125 0.32 1.17 

21-660 16—4 0.58 2.88 

21-661 16—2 0.21 8.27 

21-662 2—8 0.14 2.55 

21-663 2—0.03125 0.012 9.44 

21-674 16—8 0.33 2.97 

21-788 64—8 0.57 10.99 
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Anexo 9. Resultados de la combinación Ceftolozano/Tazobactam— Cefepime. 

 

Aislamiento 
MBIC µg/mL 

CT—FEP 
FIC % de crecimiento 

21-105 64—128 >.45 51.58 

21-128 64—128 0.45 15.82 

21-259 1—2 0.16 18.29 

21-269 1—1 0.01 13.74 

21-660 0.5—64 0.13 9.41 

21-661 4—32 0.05 14.19 

21-662 64—128 >.35 51.92 

21-663 4—0.25 0.02 14.48 

21-674 64—128 0.45 16.94 

21-788 2—128 0.14 6.76 

 

Anexo 10. Calidad del ADN extraído. 

 

Aislamiento 
Concentración 

ADN (ng/µL) 

Relación 

A260/280 

Relación 

A260/230 

Concentración 

ADNbc (ng/µL) 

681 141.584 1.952 2.093 4.42 

684 430.121 2.024 2.238 5.58 

694 816.558 1.933 2.214 11.4 

936 1007.638 1.926 2.202 3.7 

21-105 249.219 2.001 2.052 3.72 

21-128 1282.933 1.964 2.223 7.68 

21-220 452.399 2.077 2.334 4.88 

21-221 490.658 2.028 2.221 6 

21-249 410.225 1.943 2.121 10.2 

21-255 628.656 1.957 2.246 4.48 

21-259 720.102 1.957 2.215 5.18 

21-269 1203.05 2.049 2.305 5.58 

21-282 497.87 1.973 2.194 10.6 

21-283 159.225 2.05 1.99 4.04 

21-322 940.901 2.063 2.331 4.6 

21-429 916.287 1.994 2.261 5.42 

21-447 734.136 2.036 2.341 8.94 

21-449 534.714 1.956 1.88 4.36 

21-474 187.755 2.092 2.23 3.82 

21-618 571.539 2.016 2.217 4.56 

21-629 985.443 1.966 2.19 6.54 

21-631 745.869 1.938 2.089 4.18 

21-632 922.646 1.931 2.186 11.6 
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21-634 711.162 1.945 2.207 5.56 

21-650 1013.667 1.95 2.193 3.66 

21-659 757.8 1.956 2.188 9.52 

21-660 997.501 1.942 2.174 11.2 

21-661 563.921 1.941 2.149 9.88 

21-662 682.629 1.944 2.219 8.3 

21-663 500.676 1.945 2.155 6.66 

21-667 1035.859 1.924 2.157 9.76 

21-674 738.502 1.952 2.146 5.86 

21-788 518.718 1.933 2.156 8.7 

21-805 436.905 1.94 2.111 7.02 

21-807 1164.516 1.939 2.162 11.4 

21-808 654.089 1.974 2.248 8.16 

21-811 79.004 1.939 2.056 11.6 

21-817 94.243 1.934 2.019 11.8 

 

Anexo 11. Resultados de tipificación de secuencias multilocus (MLST). 

 

Aislamiento Secuencia tipo 

681 3428 

684 360 

694 4409 

936 3426 

21-105 235 

21-128 235 

21-220 3205 

21-221 235 

21-249 235 

21-255 235 

21-259 1930 

21-269 Nueva 

21-282 Nueva 

21-283 308 

21-322 293 

21-429 275 

21-447 3428 

21-449 Nueva 

21-474 244 

21-618 253 

21-629 253 

21-631 235 

21-632 260 



148 

 

21-634 2235 

21-650 235 

21-659 309 

21-660 3045 

21-661 3045 

21-662 309 

21-663 2281 

21-667 2281 

21-674 3045 

21-788 1284 

21-805 3579 

21-807 3579 

21-808 2130 

21-811 2734 

21-817 2281 

 

Anexo 12. Genes de resistencia a betalactámicos, aminoglucósidos y 

fluoroquinolonas presentes en los aislamientos. 

 

Aislamiento Betalactamasas EMA’s Fluoroquinolonas 

21-105 blaGES-19 (2X), 

blaOXA-2  

aac(6')-Ib9, aac(6')-

I33-like  

21-128 blaGES-19, 

blaOXA-2  aac(6')-33, aac(6')-Ib4   

21-221 blaOXA-2 aac(6')-Ib4   

21-249 blaOXA-2 aac(6')-Ib4   

21-255 blaOXA-2 aac(6')-Ib4   

21-283 blaOXA-226, 

blaGES-59  

aac(6')-Ib-Hangzhou-

like qnrVC1  

21-629 blaOXA-2 aac(6')-Ib4   

21-634 blaOXA-2 aac(6')-Ib4   

21-659 blaGES-59  aac(6')-Ib4  

21-660 blaGES-59  aac(6')-Ib4  

21-661 blaGES-20(2X), 

blaOXA-2 aac(6')-33, aac(6')-Ib4   

21-667 blaGES-59  aac(6')-Ib-4  

21-674 blaOXA-2, 

blaGES-9 

aph(3')-VIa, ant(2'')-Ia-

like, aac(6')-29b-like  

EMA’s (Enzimas modificadoras de aminoglucósidos) 
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Anexo 13. Genes de resistencia a otros antimicrobianos presentes en los 

aislamientos. 

 

Aislamiento 

Genes de 

resistencia a otros 

antimicrobianos 

21-105 aadA1b , aph(6)-Ic , 

aph(3')-IIa , sul1  

21-128 aph(6)-Ic , aph(3')-

IIa , aadA1b , sul1  

21-221 aadA6 , cmlA9-like, 

sul1 , tet(G)  

21-249 aadA6 , cmlA9-like, 

sul1 , tet(G)  

21-255 aadA6 , cmlA9-like, 

sul1 , tet(G)  

21-283 aadA-like 

21-629 aadA6 , cmlA9-like, 

sul1 , tet(G)  

21-634 aadA6 , cmlA9-like, 

sul1 , tet(G)  

21-659 sul1  

21-660 sul1  

21-661 aadA-like, sul1, 

tet(G)-like 

21-667 sul1  

21-674 aadA6 , aadA1b , 

catB2 , sul1  

 

Anexo 14. Mutaciones en diferentes genes asociadas con resistencia antimicrobiana 

en los aislamientos. 

 

Aislamiento Mutaciones 

681 oprD (nt472del13), mexY (D236E), ponA 

(H334Y), armZ (R320C) 

684 oprD (nt627del2) 

694 oprD (WT), parS (A345T,R383C), mexZ 

(D64E), gyrA (V671A) 

936 oprD (Q158X), mexZ (G46S), mexS 

(A28_V31del), mexT (T92P), mexF 

(L425_K428del), mpl (nt111dupC), ampR 

(A194S) 
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21-105 oprD (W138X), gyrA (T83I), parC (S87L) 

21-128 oprD (W138X), gyrA (T83I), parC (S87L) 

21-220 oprD (D43N), mexY (L954M), mexX 

(S118G), dacB (K298R,V32L), nalD 

(nt31del), ampD (G46S), ponA (V369L), 

armZ (L174F) 

21-221 oprD (T284Stop), gyrA (T83I), nalD 

(Ter213Tyrext*53), parC (E91K) 

21-249 oprD (T284Stop), gyrA (T83I), nalD 

(Ter213Tyrext*53), parC (E91K) 

21-255 oprD (T284Stop), gyrA (T83I), nalD 

(Ter213Tyrext*53), parC (E91K) 

21-259 oprD (D43N), mexY (L954M), mexX 

(S118G), dacB (K298R,V32L), nalD 

(nt31del), ampD (G46S), ponA (V369L) 

21-269 oprD (S325F), gyrA (D87N), ftsI 

(A139S),mexD 

(N775S,nt2560dupG,S915A), mexC 

(nt1020_1021del), nfxB (nt161_174del), 

pmrB (A4I), parC (T147A), parE (N5S) 

21-282 oprD (W277X), gyrA (D87N), mpl (L64M), 

ftsI (A139S), mexD (nt2560dupG,S915A), 

mexC (nt1020_1021del), nfxB 

(nt161_174del), pmrB (A4I), parC (T147A) 

21-283 oprD (Q301X), mexX (nt976dupG), mexZ 

(nt118_128del), gyrA (T83I), cpxS 

(H97insArgHisArg), parC (S87L), parE 

(D419A) 

21-322 oprD (W277X), ftsI (V442A), mexC 

(A221V),pmrA (T31I) 

21-429 oprD (nt906del1), gyrB (K371R), mexR 

(D89A), mexX (E254K), oprN (R80H), 

gyrA (T83I), ponA (R292S), 

21-447 oprD (nt1037ins5), mexY (M574I), mexZ 

(E157Stop), oprN (V402I,P259S,V84E), 

nalD (nt321_327del), PBPB2 (M495I), 

pmrB (G131S), armZ (V368M) 

21-449 oprD (WT) 

21-474 oprD (nt575del2), mexD (S915A) 

21-618 oprD (nt571del2), mexD (S915A) 

21-629 oprD (T284Stop), gyrA (T83I), nalD 

(Ter213Tyrext*53), parC (E91K) 

21-631 oprD (Q327X), parR(V55I,I80L), mexY 

(G1002A), mexS (E205V), nalD (L85R), 

ampD (G46S) 
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21-632 PBP7 (V61A), oprD (Q19X), oprN 

(D102N), nalC (G12D), armZ (V283L) 

21-634 oprD (T284Stop), gyrA (T83I), nalD 

(Ter213Tyrext*53), parC (E91K) 

21-650 oprD (nt135IS (4-like)), mexA (K76Q), ftsI 

(N117S) 

21-659 oprD (nt406del41), parR (V55I,V221I), 

mexS (V308I), gyrA (T83I), nalD (W49C), 

mexD (T306I), parC (S87L) 

21-660 oprD (nt406del41), parR (V55I,V221I), 

mexS (V308I), gyrA (T83I), nalD (W49C), 

mexD (T306I), parC (S87L) 

21-661 oprD (nt123IS (256-like)), mexA (K76Q), 

mexX (S54G), mexZ (E189_A194del), gyrA 

(T83I), ftsI (N117S), parC (S87L) 

21-662 oprD (WT), parS (Q237_V238insLeu), 

mexY (Q1039H), mexT (P28L), mexD 

(I970V), pmrB (K442E), parC (A283V) 

21-663 oprD (WT), parS (Q237_V238insLeu), 

mexY (Q1039H), mexT (P28L), mexD 

(I970V), pmrB (K442E), parC (A283V) 

21-667 oprD (nt406del41), parR (V55I,V221I), 

mexS (V308I), gyrA (T83I), nalD (W49C), 

mexD (T306I), pmrB (G123S), parC (S87L) 

21-674 oprD (WT), mexR (N86T,A110T), parS 

(P320T), mexX (K354N), mexZ (nt531del), 

gyrA (T83I,D87H), mpl (T210A), ftsI 

(A244S), ampD (Q131Stop), mexD 

(S915A), mexC (A361P), pmrB (V427A), 

parC (S87W) 

21-788 oprD (nt849del21), parS (A345T), parR 

(L90I), mexX (R231H), mexS (V149M) 

21-805 oprD (nt462del13), parS (A345T), parR 

(L90I), mexX (R231H), mexS (V149M) 

21-807 oprD (G317D), PBP7 (A29T,G30R,A73V), 

mexY (G652D,I1040T), mexX (V322L), 

mexS (V308I), mexE (E396D), oprN 

(K366N), cpxR (V142L), ampD (V10I), 

mexD (V687L,S915A,H953N), pmrB 

(S416C,E69A), ponA (V524A,V18L), 

 armZ (A87V) 

21-808 oprD (nt250del1), mexR (G58E), mexF 

(F512L), nalC (P81S,R17C), pmrB (A67T) 

21-811 oprD (WT), parS (Q237_V238insLeu), 

mexY (Q1039H), mexT (P28L), mexD 

(I970V), pmrB (K442E), parC (A283V) 
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21-817 oprD (nt472del13), mexY (D236E), ponA 

(H334Y), armZ (R320C) 

 

Anexo 15. Variantes de PDC en los aislamientos. 

 

Aislamiento Variante de PDC (RefSeq protein ID) 

681 PDC-23 (WP_034071670.1) 

684 PDC-5 (WP_003119095.1) 

694 PDC-5 (WP_003119095.1) 

936 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-105 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-128 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-220 PDC-3 (WP_003121934.1) 

21-221 PDC-62 (WP_033998317.1) 

21-249 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-255 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-259 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-269 PDC-3 (WP_003121934.1) 

21-282 Nueva 

21-283 Nueva 

21-322 Nueva 

21-429 PDC-80 (WP_058169253.1) 

21-447 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-449 PDC-6 (WP_023130930.1) 

21-474 PDC-1 (WP_003101289.1) 

21-618 PDC-34 (WP_003137570.1) 

21-629 PDC-34 (WP_003137570.1) 

21-631 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-632 PDC-3 (WP_003121934.1) 

21-634 PDC-3 (WP_003121934.1) 

21-650 PDC-35 (WP_003093423.1) 

21-659 Nueva 

21-660 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-661 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-662 Nueva 

21-663 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-667 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-674 PDC-5 (WP_003119095.1) 

21-788 PDC-39 (WP_023091031.1) 

21-805 PDC-113 (WP_063864569.1) 

21-807 PDC-113 (WP_063864569.1) 
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21-808 Nueva 

21-811 PDC-8 (WP_003118203.1) 

21-817 PDC-5 (WP_003119095.1) 

 


