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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto del inhibidor de bombas de eflujo fenilalanina-arginina -
naftilamida (PaBN) sobre la resistencia bacteriana de levofloxacina y tetraciclina en
cepas de Acinetobacter baumannii, aisladas de pacientes hospitalizados en el Hospital
Regional Docente de Cajamarca durante 2018.

Metodologia: Se evalud el efecto del inhibidor de bombas de eflujo fenilalanina-
arginina B-naftilamida (PapN) en la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
levofloxacina y tetraciclina, mediante la técnica de microdilucion en caldo Mueller-
Hinton; se siguieron los estandares dictados por el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (CLSI).

Resultados: Un total de 91.49% (43/47) de las cepas incluidas en el estudio
expresaron medidas que confirman la presencia de bombas de eflujo. Se observé que
un 17.02% (8/47) de las cepas mostraron una reduccion significativa de la CMI con
ambos antibioticos.

Conclusiones: Estos resultados confirman que el mecanismo de bombas de eflujo es
importante para el desarrollo de la multirresistencia de las cepas de A. baumannii

presentes en el Hospital Regional Docente de Cajamarca.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, microbiologia, antibacterianos,

levofloxacino, tetraciclina, farmacorresistencia bacteriana
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of the efflux pump inhibitor phenylalanine-arginine -
naphthylamide (PaBN) on the antibiotic resistance of levofloxacin and tetracycline in
Acinetobacter baumannii strains isolated from hospitalized patients of the Hospital
Regional Docente de Cajamarca from the year 2018.

Methodology: The effect of the efflux pump inhibitor on the minimum inhibitory
concentration (CMI) of levofloxacin and tetracycline was evaluated using the broth
microdilution method using Mueller-Hinton broth, following the guidelines established
by the Institute of Clinical and Laboratory Standrads (CLSI).

Results: A total of 91.49% (43/47) of the strains included in this study expressed
measures that confirm the presence of efflux pumps. It was observed that 17.02%
(8/47) of the strains showed a significant reduction on the minimum inhibitory
concentration with both antibiotics.

Conclusions: These results confirm that the efflux pump mechanism is an important
factor for the development of multidrug resistance of A. baumannii strains present in

the Hospital Regional Docente de Cajamarca.

Key words: Acinetobacter baumannii, microbiology, anti-bacterial agents, levofloxacin,

tetracycline, drug resistance, bacterial



l. INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii es una bacteria nosocomial oportunista, que pertenece al
grupo ESKAPE, comunmente encontrada en el ambito nosocomial en forma de cepas
multirresistentes (1). Esta bacteria suele causar un amplio espectro de infecciones
nosocomiales como neumonia asociada al ventilador, infecciones al tracto urinario, a

heridas abiertas u osteomielitis, endocarditis y meningitis (2—8).

Durante los ultimos afios, se ha observado un incremento de casos de pacientes con
infeccion de A. baumannii; la mayoria de pacientes que han sido hospitalizados en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) a nivel global. Segun la Red Nacional de
Seguridad Sanitaria de Estados Unidos (NHSN en sus siglas en inglés), revelo que, de
2009 a 2010, un 1.8% de infecciones asociadas al sistema de salud eran causadas
por A. baumannii (7). De igual manera, se observa similar tendencia en hospitales de
Espafia, donde se observo que 25 de 28 hospitales (89.2%) que participaron en el
estudio presentaron casos de colonizacion o infeccién de A. baumannii, de los cuales

47% de los casos fueron atribuidos a pacientes internados en la UCI (9).

En Latinoamérica, se ha reportado una distribucion semejante, en donde se detecto
una alta tasa de infecciones en la UCI, con una prevalencia de 24% en los hospitales
de Argentina (10) y 57%, en nosocomios de Brasil (11); A. baumannii es uno de los

tres patdgenos que se encontrd con mayor frecuencia (10,12).

La mayoria de brotes epidemiol6gicos de A. baumanni son causados por cepas
multidrogo resistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR) e inclusive
pandrogo resistentes (PDR) (13-16). En el Peru, se observo en las UCI del Hospital
Nacional Guillermo Almenara Irigoyen que la incidencia de Acinetobacter en
infecciones de vias respiratorias aumentd en un 50% entre los afios 2004-2006 (17).
De igual manera, un estudio conducido el 2016 en la UCI del Hospital Cayetano
Heredia report6 que un 28% de las bacterias aisladas fueron Acinetobacter sp., siendo
el 90% de las cepas MDR (18).



Un estudio ejecutado en la ciudad de Lima, en 2018, reportdé que todas las cepas
aisladas de A. baumannii incorporadas resultaron ser resistentes a al menos un
antibiotico de las tres clases diferentes que se probaron mediante un ensayo de
susceptibilidad antibiotica. De estas cepas, el 1.2% mostro resistencia PDR, el 46.3%
de las cepas aisladas resistencia XDR y el 52.5% restantes fueron consideradas MDR
(19).

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto del inhibidor de bombas de
eflujo PapBN sobre la resistencia bacteriana de cepas de A. baumannii aisladas de
pacientes hospitalizados, en el Hospital Regional Docente de Cajamarca, durante
2018.

Los objetivos especificos fueron caracterizar molecularmente las cepas aisladas de A.
baumannii por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real,
evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de dos agentes antibioticos en las
cepas aisladas y evaluar el cambio de la CMI en presencia y ausencia del inhibidor de

bombas de eflujo PaBN para los dos agentes antibiéticos.

La hipotesis que se formul6 fue que existe un efecto inhibitorio en el tratamiento con
inhibidor de bombas de eflujo PaBN sobre la resistencia bacteriana en cepas de A.
baumannii aisladas de pacientes hospitalizados, en el Hospital Regional Docente de

Cajamarca, durante 2018.

1.1 Antecedentes

Kanafani Z., especifica en el 2018 que Acinetobacter baumannii tiene la capacidad de
albergar y transferir diferentes genes de resistencia antibiotica, lo que se desenlaza en
cepas MDR, XDR y en algunos casos PDR. Uno de los mecanismos de resistencia
mas comunes y efectivos es la sobreexpresion de bombas de eflujo, el cual esta
basado en la extrusion de los agentes antibiéticos del espacio intracelular al
extracelular de la bacteria. El informe menciona que el mecanismo de bombas de eflujo

es capaz de remover antibidticos B-lactams, quinolonas y tetraciclinas (20).
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Leus I. V. publicé un estudio en el afio 2018 donde evalu6 individualmente la
especificidad del sustrato de cada bomba de eflujo presente en una cepa

estandarizada de Acinetobacter baumannii ATCC 17978.

Mediante la inhibicion de la expresion de cada bomba de eflujo y sometiendo la
bacteria a un estrés antibidtico, se pudo evaluar el cambio en el perfil de resistencia
antibiotica y establecer el impacto de la expresion de las bombas de eflujo en cada
caso. Como producto de estos experimentos, se confirmd que unos de los sustratos
para el complejo de bombas de eflujo AdeABC son antibiéticos de clase

fluoroquinolonas y tetraciclinas (21).

Levy-Blitchtein S. public6 en 2018, un estudio evaluando los mecanismos de
resistencia a carbapenem de Acinetobacter baumannii aislado de dos hospitales
localizados en Lima, Pera. Sus resultados indicaron que un 1.2% mostro resistencia
PDR, el 46.3% de las cepas aisladas resistencia XDR y el 52.5% restantes fueron
considerados MDR. El estudio culmina sugiriendo que los resultados sean de garantia
sobre la problematica surgente frente a las infecciones de A. baumannii
multidrogorresistente, se necesita ejecutar medidas de control frente al patégeno y un

programa de vigilancia en la region (19).

En el afio 2017, Tacconelli E. public6 un exhaustivo andlisis de los patdégenos
presentes en la lista de patdgenos prioritarios para su investigacion y desarrollo, el cual
fue publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Este andlisis sitla a A.
baumannii resistente a carbapenem en el primer lugar de la categoria critica en la lista.
La autora destaca la necesidad e importancia de ejecutar investigaciones tanto en el
ambito epidemioldgico como en el estudio de los mecanismos de resistencia antibidtica
(22).



Zhang T. en el 2017 hallé, mediante la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria y la expresion del gen adeB, que la sobreexpresion de dicho gen en A.
baumannii, y por lo tanto de la bomba de eflujo AdeABC, cumple un rol determinante

en la resistencia antibiotica de la bacteria (23).

Jamshidi S. publicé en el 2017, un estudio computacional donde evalla la interaccion
entre el inhibidor de bombas de eflujo PaBN y la bomba de eflujo AdeABC. Mediante
una simulacion de la unidn del inhibidor a la estructura de la bomba de eflujo, los
autores pudieron concluir que dicha interaccidn incapacita a la bomba de eflujo de
expulsar los sustratos, conduciendo a una inhibicion de la bomba AdeABC (24).

Gholami M. en el 2015, estudi6 el efecto del inhibidor de bombas de eflujo PapN sobre
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de imipenem en cepas de A. baumannii
aisladas de pacientes hospitalizados en hospital de Irdn. Se determind una disminucion
del 96.6% (58/60) al comparar las CMI de las muestras al tratarlas solamente con

imipenem y las CMI de las muestras al afiadir PaBN junto con imipenem (25).

Yoon E. publicé en el 2015, un estudio donde se caracterizd la contribucion de las
bombas RND a la resistencia antibacteriana. En este articulo se hall6 que la
sobreexpresion de la bomba de eflujo AdeABC esta relacionada a la resistencia

antibiotica de la bacteria.

Sometiendo un mutante capaz de sobreexpresar la bomba de eflujo AdeABC a
diferentes tipos de estrés antibiotico, se concluyé que esta bomba posee una amplia
gama de sustratos, dentro de los cuales estan las fluoroguinolonas y tetraciclinas.
Ademas, concluye que la familia de bombas RND actian en union con otros
mecanismos de resistencia, atribuyendo a la bacteria mayor posibilidad de sobrevivir

ante la exposicion a antibiéticos (26).



1.2 Bases tedricas
1.2.1 Aspectos generales

Acinetobacter baumannii es un patdgeno nosocomial oportunista, reconocido por
causar un amplio espectro de infecciones nosocomiales como infecciones al tracto
urinario, infecciones en heridas abiertas u osteomielitis, endocarditis y meningitis (2,4—
7,27). Sin embargo, los casos con mayores tasas de mortalidad son la neumonia
nosocomial y las infecciones al torrente sanguineo (28).

Uno de los factores frecuentemente estudiados en los casos de neumonia nosocomial
es la neumonia asociada a ventilador. Estudios indican que es un resultado directo de
la aspiracion de A. baumanni por el establecimiento de biofilms en los tubos
endotraqueales y ventiladores mecanicos (8,29,30). De la misma manera, las
infecciones sanguineas se muestran como consecuencia de la colonizacion de un
catéter venoso o debido a una neumonia extendida, facilitando la diseminacion de la
bacteria (4).

Se ha descrito que las infecciones por A. baumannii ocurren comiunmente en pacientes
que sufren enfermedades secundarias o que han pasado por procedimientos
quirurgicos mayores, ademas de estar altamente asociadas a periodos extensos de
hospitalizacion y la edad avanzada de los pacientes (31-33).

1.2.2 Bombas de eflujo

Actualmente, Acinetobacter baumannii se encuentra ubicado en el primer lugar dentro
de la lista de patdgenos priorizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para su investigacion y desarrollo (22). Esto se debe a la capacidad del patégeno para
acumular diferentes mecanismos de resistencia a la mayoria de antibioticos
disponibles en la actualidad incluyendo aminoglicosidos, quinolonas y B-lactamicos de
amplio espectro (27,34,35). Como consecuencia se ha observado el surgimiento de
cepas multidrogo y pandrogo resistentes, volviéndose un problema cada vez mas

frecuente en el ambiente clinico a nivel mundial (36,37).



La sobreexpresion de bombas de eflujo es uno de los mecanismos que mas atribuye
a la resistencia antibiotica de A. baumannii. Este mecanismo permite extruir farmacos
antibioticos y compuestos toxicos desde el espacio intracelular hacia el espacio

extracelular de la bacteria (38).

Existen cuatro categorias de bombas de eflujo codificadas cromosdmicamente en A.
baumannii. La superfamilia de division-nodulacién de resistencia (RND en sus siglas
en inglés), la familia de extrusion de farmacos y compuestos toéxicos, la superfamilia
de facilitacion mayor, y la familia de los transportadores pequefios de resistencia
antibiotica (39).

Dentro de la superfamilia RND, se encuentran catalogados los complejos de bombas
de eflujo AdeABC, AdeFGH y AdelJK, cuya sobreexpresion esta fuertemente asociada

a la disminucion de la susceptibilidad de A. baumannii frente a los antibiéticos (24,40).

Tradicionalmente, se conoce que la sobreexpresion del complejo AdeABC atribuye a
las cepas de resistencia a diferentes agentes antibiéticos, incluyendo B-lactamicos.
aminoglicésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrélidos, lincosamidas

y clorafenicol (26,41).

Sin embargo, recientes estudios sefialan un incremento en la susceptibilidad
antibiética cuando sucede una inactivacion del complejo AdelJK a la mayoria de los
antibioticos previamente mencionados. De igual manera, al ejecutar una delecién del
gen que codifica el complejo AdeFGH, se observé una disminucion significativa en la

concentracion minima inhibitoria de azitromicina, ciprofloxacina y gentamicina (21).



1.2.3 Inhibidores de bombas de eflujo

Debido a la facilidad de A. baumannii para desarrollar una no susceptibilidad a gran
namero de antibiéticos disponibles en la actualidad, los investigadores han recurrido a
buscar tratamientos alternativos para lidiar con la infeccion de la bacteria. Uno de estos
consiste en el tratamiento con inhibidores de bombas de eflujo en combinacién con

antibioéticos.

Experimentos de susceptibilidad antibitica mediante la inhibicion del complejo
AdeABC han sido previamente ejecutados. Mediante la adicion de farmacos como
carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP), reserpine, 1-(1-naftilmetil)-piperazina
(NMP) vy fenil-arginina-B-naftilamida (PaBN), se han observado reducciones
significativas en la concentracién minima inhibitoria de los antibiéticos, demostrando
gue dicho tratamiento es una opcion viable para combatir la infeccion de A. baumannii
multirresistente (24,42—-44).

Uno de los inhibidores que ha demostrado eficacia en incrementar la susceptibilidad
antibiotica de A. baumannii es PapN. Estudios ejecutados in-vitro buscando evaluar la
actividad del inhibidor en conjunto con antibiéticos como fluoroquinolonas, tetraciclinas
y algunos carbapenem han evidenciado la reversion parcial del perfil de resistencia
antibidtica (25,45,46).

Esta interaccion entre el inhibidor PaBN y el complejo AdeABC se ha confirmado
mediante simulaciones in-silico. Investigaciones a nivel molecular indican que PaN
exhibe una buena afinidad a la union hacia la rejilla receptora de AdeABC (47), lo que

impide la extrusion de antibidticos y otros sustratos a través de la bomba de eflujo (48).



1.3Definicién de términos basicos

e PCR: Reaccion en cadena de polimerasa para obtener un gran numero de
copias de un fragmento de ADN en particular.

e Acinetobacter baumannii: Bacteria Gram negativa que causa neumonia
nosocomial y una amplia variedad de infecciones.

e OXA-51: Oxacilinasa de clase D, enzima que atribuye a la resistencia
antibiotica de Acinetobacter baumannii.

e Biomarcador: Marcador biolégico que puede medir e indicar la presencia de una
enfermedad. Se puede usar desde una molécula hasta el mismo ADN.

e Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): Definida como la minima concentracion
necesaria para que un antibiotico inhiba el crecimiento de un microorganismo.

e MDR: La bacteria es no susceptible a al menos un agente en 3 0 mas clases de
antibioticos.

¢ XDR: La bacteria es no susceptible a al menos un agente en todas menos dos
0 menos clases de antibitticos.

e PDR: La bacteria es no susceptible a todos los agentes antibiéticos.

e adeABC: Complejo de bombas de eflujo perteneciente a la familia RND en A.
baumannii.

¢ Fenil-arginina-B-naftilamida (PapN): Inhibidor de bomba de eflujo que

demuestra afinidad.



II. METODOLOGIA

2.1 Tipos y disefio
Es un estudio observacional, debido a que no existe exposicidbn al riesgo; es
descriptivo, ya que se describe el comportamiento de las variables en un grupo de

muestras.

2.2 Disefio muestral

Poblacién universo

Pacientes hospitalizados en el Hospital Regional Docente de Cajamarca.

Poblacion de estudio

Muestras microbiologicas de Acinetobacter spp. provenientes de pacientes
hospitalizados en el Hospital Regional Docente de Cajamarca durante 2018. El
Hospital Regional Docente de Cajamarca es el nosocomio referencial de mayor

complejidad de la Region Cajamarca, que pertenece a la categoria II-2.

Tamafio de muestra
Siguiendo los criterios de inclusién, se ingresé al estudio la totalidad de 47 cepas
aisladas de A. baumannii provenientes de pacientes hospitalizados, en el Hospital

Regional Docente de Cajamarca.

Muestreo
Se realizé un muestreo no probabilistico; se recolectando las cepas aisladas

identificadas morfolégicamente como Acinetobacter spp.



Criterios de seleccion

De inclusion
Cepas aisladas identificadas morfolégicamente como Acinetobacter spp.

Cepas aisladas confirmadas molecularmente como A. baumannii.

De exclusion
Aquellas cepas aisladas que no fueron confirmadas morfolégicamente ni

molecularmente como A. baumannii.

2.3 Técnicas y procedimiento de recoleccion de datos

Disefio de primers

Para la deteccidén de A. baumannii, se us6 como secuencia especifica el gen OXA-51,
uno de los genes responsables de la resistencia antibiética del patbgeno. Dado que la
oxacillinasa de clase D OXA-51 se encuentra normalmente codificada en el
cromosoma del patdgeno, se usa como biomarcador para la deteccion del gen

resistente a carbapenem (19,49).

Para la deteccion y amplificacion de la secuencia OXA-51 en las muestras clinicas a
evaluar, se usaron primers previamente disefiados; se tomd como referencia un

estudio anterior (49).

Tabla 1. Secuencias de nucledtidos de los cebadores usados para la identificacion del gen
OXA-51.

Nombre Secuencia (5’-- 3’) Referencia

OXA-51-F | TTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGA
OXA-51-R | CGGAGAAGGACCCACCAGCCAAAA
OXA-51-

Sonda

(49)

FAM-TGGCAATGTAGATATCGGTACCCAAGTC-TAMRA
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Sembrado de cepas aisladas de Acinetobacter baumannii en agar

Para el correcto almacenamiento de las cepas aisladas de A. baumannii, se usaron
placas petri de 6 cm de diametro. Se prepard en una botella de vidrio 300 mL de agar
Tripticasa Soya (TSA), el cual luego fue autoclavado a 120°C por 15 minutos y se vertié
dentro de las placas petri.

Una vez que el agar dentro de las placas Petri se solidificd, se sometio a un control de
calidad a 37°C durante 24 a 48 horas. Pasado este tiempo, se comprob0 si existe

contaminacion alguna de las placas.

Luego de comprobar la ausencia de contaminacion en las placas, se sembro la cepa
mediante estriado con un aza descartable y se dejo incubar a 37°C por 24 horas.
Finalmente, se observo si hubo crecimiento bacteriano, para luego envolver las placas

en parafilm y almacenarlas a 4°C.

Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion del ADN bacteriano se retir6 con ayuda de un aza de siembra una
sola colonia de la placa Petri. Esta se resuspendio en 100 uL de agua free en un tubo
eppendorf de 1.5mL y se calent6 en un thermoblock a 100°C por cinco minutos. Luego,
se centrifugé a 12 000 rpm por cinco minutos y se almacend a -80°C. EI ADN
bacteriano se encontrd en el sobrenadante del producto.

PCR atiempo real para la deteccién de Acinetobacter baumannii

La reaccion se realiz6 usando el producto LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
(Roche Applied Science, Alemania). Para lo cual se prepar6 una mezcla que contiene:
10.6 pL de agua libre de DNAsa/RNAsa, 2.4 L de solucion Mg+2 a una concentracion
de 25 mM, 2.0 uL de enzima Faststart, 1puL de cada uno de los cebadores y sonda
para OXA-51 a una concentracion de 10 mM y 2 pL de la muestra de ADN obtenida

previamente.
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Como control positivo, se usd ADN extraido de una cepa estandar de A. baumannii
(ATCC 19606). Como control negativo se us6 agua ultrapura de calidad PCR, la cual

carece de ADN extraido.

Para la deteccion de la amplificacion del material genético, se utilizo el equipo Light
Cycler 2.0 (Roche Diagnostic). Para ello, se utilizaron las siguientes condiciones: 95°C
durante 10 minutos, seguidos de 55 ciclos que constan: desnaturalizacion a 95°C por
cinco segundos, hibridacion a 60°C durante cinco segundos y elongacién a 72°C
durante 15 segundos. Posteriormente, se procedié automaticamente con el protocolo
de curva de melting, el cual se aplicd bajo las siguientes condiciones: 95°C por 20
segundos y luego se ejecutaron incrementos de 0.2°C/segundo entre 40°C a 85°C. La
adquisicion de datos fue habilitada durante la etapa de hibridacion y en cada

incremento de temperatura de la curva de melting.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El perfil de resistencia antibidtica de las cepas fue determinado mediante la
metodologia de microdilucion de caldo.

Se obtuvo la suspension bacteriana a partir de las placas de cultivo. Se dejé incubar
en un shaker a 37°C durante 18 horas. Se ajusto la turbidez a 0.5 estandar McFarland.
Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se uso6 el método
de microdilucién en caldo. Se adquirieron los antibiéticos levofloxacina y tetraciclina en
su presentaciéon en polvo de la casa comercial Sigma-Aldrich. Los antibioticos en polvo
se disolvieron en un solvente apropiado o en agua desionizada estéril; se siguieron las

recomendaciones del fabricante.

Las concentraciones antibidticas que se usaron para el experimento fueron de
256ug/mL, 128ug/mL, 64pg/mL, 32ug/mL, 16pg/mL, 8ug/mL, 4ug/mL, 2ug/mL,
1pg/mL, 0.5pug/mL y 0.25ug/mL (50). Se usaron microplacas de 96 pocillos de fondo

plano de poliestireno provenientes de la casa comercial Corning.
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Cada pocillo conté con un volumen de 10uL de indculo bacteriano y un volumen final
de 100pL de la dilucién antibittica y caldo Muller-Hinton. Se dejé la 12.2 columna de la
microplaca sin ninguna concentracion antibiética a modo de control de crecimiento de

la muestra.

Las placas se incubaron a 37°C por 18 horas. Se ejecutaron las lecturas de las

microplacas en un espectrofotometro y se usaron un filtro de 630 mm.

Tratamiento con inhibidor de bombas de eflujo

Se analiz6 el cambio en la susceptibilidad de los antibiéticos en la presencia de
100ug/mL de PaBN y se siguid el protocolo de concentracion minima inhibitoria (CMI).
Se afiadié 2uL de solucion stock de PaBN 5mg/mL al indculo bacteriano antes de

anadirlo a la placa.

2.4 Procesamiento y analisis de datos

Interpretacion de resultados de la CMI

Los valores de densidad Optica se registraron en una base de datos en Excel. Se
identific6 la CMI mediante una grafica, cuyos ejes fueron las concentraciones
antibioticas versus las concentraciones en presencia y ausencia del inhibidor. Se

interpretd el CMI siguiendo los estandares de la CLSI (50).

Analisis estadistico

El andlisis de datos se llevé a cabo mediante el paguete estadistico IBM SPSS v26.0.
Se uso la prueba de U de Mann-Whitney para identificar diferencias entre los grupos
de tratamiento en presencia y ausencia del inhibidor de bombas de eflujo.
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2.5 Aspectos éticos

El proyecto se desarroll6 bajo el Convenio de Cooperacidon en Actividades de
Diagnostico, Investigacion, Transferencia Tecnologica y Docencia en Servicio en el
Campo de la Salud y Ciencias afines establecido entre la Direccion Regional de Salud
— Cajamarca (DIRESA Cajamarca) y la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas
(UPC).

El proyecto cuenta con la autorizacién de DIRESA Cajamarca, para la caracterizacion
y publicacién de los resultados provenientes del estudio (ver anexo 3).
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lll. RESULTADOS

La muestra estuvo constituida por 47 cepas de A. baumannii aisladas de pacientes
hospitalizados en el Hospital Regional Docente de Cajamarca en 2018. Todas las
muestras resultaron positivas en la identificacion del gen blaOXA-51 por PCR Tiempo

Real, confirmando molecularmente la especie (figura 1y 2).

Samples Call | Results |
1.|C.|P..| Name Target CF | Scoe

Amplification Curves

Fluorescence (530)

2 4 6 & 1012 14 16 15 20 22 24 26 25 30 32 34 36 35 40 42 44 46 45 50 52 54
Cycles

Figura 1. Resultados de la PCR tiempo real de las cepas aisladas de A. baumannii de las
muestras ACC1 — ACC25
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Samples

Call

Results

Negalive

Fluorescence (530)

Amplification Curves

2 4 6 & 1012 14 16 15 20 22 24 26 25 30 32 34 36 38 40 42 44 45 45 50 52 54
Cycles

Figura 2. Resultados de la PCR tiempo real de las cepas aisladas de A. baumannii de las

muestras ACC26 — ACC49

La taza de resistencia fue la siguiente: levofloxacina (21, 44.7%) y tetraciclina (18,

38.3%). Posterior a la adiciéon de PapN, las tazas de susceptibilidad cambiaron de
25.5% (12/47) a 51.1% (24/47) para levofloxacina y de 53.2% (25/47) a 70.2% (33/47)

en tetraciclina (tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria de las cepas aisladas de A.

baumannii
Antibioético Resistente Intermedio Susceptible p-valor
Levofloxacina 21 (44.7%) 14 (29.8%) 12 (25.5%) 0.000
Levofloxacina + PABN 3 (6.4%) 20 (42.6%) 24 (51.1%)
Tetraciclina 18 (38.3%) 4 (8.5%) 25 (53.2%) 0.059
Tetraciclina + PABN 9(19.1%) 5(10.6%) 33 (70.2%)
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En el caso de tetraciclina (tabla 3), la adicion de PaBN llevé a una reduccion de mas
de 4 diluciones en la CMI de 17.02% (8/47).

Se observé una reduccion de hasta 3 diluciones en un 40.43% (19/47) de los casos,

ademas de un incremento de la CMI de hasta 3 diluciones en un 8.51% (4/47).

El 34.04% (16/47) de las cepas no demostraron ningin cambio en la CMI. Tabla 3.

Tabla 3. Cambios en la resistencia de tetraciclina después de la aplicacién de PABN en 47

cepas aisladas de A. baumannii

_ PaBgN
Cambios en la CMI _ : p-valor
Numero de cepas Porcentaje
Reduccion de 24 diluciones 8 17.02
Reduccion de <3 diluciones 19 40.43
Sin cambios 16 34.04
0.002
Incremento de <3 diluciones 4 8.51
Incremento de 24 diluciones 0 0.00
Total 47 100
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De igual manera, en el caso de levofloxacina (tabla 4), la adicién de PaN llevé a una

reduccion de mas de cuatro diluciones en la CMI de 17.02% (8/47).

Al contrastar los grupos de levofloxacina en presencia y ausencia de PapN, se obtuvo
una reduccion de hasta tres diluciones en un 48.94% (23/47), un incremento de hasta
tres diluciones en un 8.51% (4/47) y un incremento significativo en 4.26% (2/47) de los

casos.

El 21.28% (10/47) de las cepas no exhibieron ningin cambio en la CMI (tabla 4).

Tabla 4. Cambios en la resistencia de levofloxacina después de la aplicacion de PaBN en 47

cepas aisladas de A. baumannii

Cambios en la CMI Pa@N p-valor
Numero de cepas Porcentaje
Reduccion de 24 diluciones 8 17.02
Reduccion de <3 diluciones 23 48.94
Sin cambios 10 21.28
0.46
Incremento de <3 diluciones 4 8.51
Incremento de 24 diluciones 2 4.26
Total 47 100
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IV. DISCUSION

Segun el objetivo general, evaluar el efecto del inhibidor de bombas de eflujo PapN
sobre la resistencia bacteriana de cepas de A. baumannii aisladas de pacientes
hospitalizados en el Hospital Regional Docente de Cajamarca, durante 2018, los
resultados de la tabla 2 muestran que existe una diferencia significativa (p=0.000) entre
el grupo bajo el tratamiento de solamente levofloxacina y el grupo con tratamiento de
levofloxacina y Pa3N, datos comparados con lo publicado, en 2017, por Zhang T en el
articulo titulado Active efflux pump adeB is involved in multidrug resistance of
Acinetobacter baumannii induced by antibacterial agents, quien concluy6 que la bomba
de eflujo adeABC cumple un rol significativo en la farmacorresistencia de A. baumannii
inducida por agentes antibacteriales como la levofloxacina; estos resultados sugieren
que el tratamiento de levofloxacina y el inhibidor PaBN es mas efectivo que con el
antibiético por si solo en cepas farmacorresistentes de A. baumannii, al inhibirse el
complejo adeABC (23).

Jamshidi S, en 2017, publicé en el articulo titulado Computational study reveals the
molecular mechanism of the interaction between the efflux inhibitor PaBN and the adeB
transporter from Acinetobacter baumannii, en el cual afirma que el inhibidor PaN se
une con afinidad a la bomba de eflujo adeABC, lo que resultdé en una inhibicion y
prevencion de la extrusion hacia fuera de la bacteria de farmacos como la levofloxacina
(48).

Por otro lado, no se observé ninguna diferencia significativa (p=0.059) entre el grupo
bajo tratamiento de tetraciclina y el que se trata con tetraciclina y PapN, resultado que,
al ser comparado con lo publicado en 2006 por Pannek S. en el articulo titulado
Multidrug efflux inhibition in Acinetobacter baumannii: Comparison between 1-(1-
naphthylmethyl)-piperazine and phenyl-arginine-B-naphthylamide, se concluye que no
existe un efecto significativo en la susceptibilidad de tetraciclina de cepas de A.

baumannii farmacorresistentes tras la adicion de PapN (51).
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Ambos resultados insintan la existencia de otro mecanismo de accién, adicional a la
bomba de eflujo adeABC, que toma un rol significativo en la resistencia antibiética de
tetraciclina. Ribera A manifesté que la resistencia a tetraciclina en A. baumannii esti

dominada principalmente por otro complejo de bomba de eflujo llamado TetA (52).

Siguiendo lo establecido por Valentine S. en el 2008, en el estudio nombrado
Phenotypic and molecular characterization of Acinetobacter baumannii clinical isolates
from nosocomial outbreaks in Los Angeles county, California, se interpret6 en los
resultados una disminucion en la CMI de 4 a mas diluciones como una reduccion
significativa (53). Los resultados observados en la tabla 3 muestran que hubo una
reduccion significativa en la CMI de levofloxacina en un 17.02% (8/47) después de la
adicién de PaBN, que al ser contrastado por lo publicado, en 2006, por Pannek S, en
el articulo titulado Multidrug efflux inhibition in Acinetobacter baumannii: Comparison
between 1-(1-naphhthylmethyl)-piperazine and phenyl-arginine-B-naphthylamide, en el
cual se observan porcentajes similares de reduccion significativa en la CMI de
levofloxacina (14%) tras una adicion de PaBN (51). Gracias a estos resultados se
puede inferir que la adicion de PapfN aumenta la susceptibilidad a levofloxacina;
ademas, Coban confirma que mediante la adicion de un inhibidor de bombas de eflujo
aumenta la susceptibilidad de fluoroquinolonas en cepas de A. baumannii (54).

El incremento en la susceptibilidad de A. baumannii frente al tratamiento de
levofloxacina en conjunto con un inhibidor de bombas de eflujo no se reduce
exclusivamente al inhibidor PaBN. Coban A. en el 2011 public6, mediante un test
usando discos antibidticos en presencia y ausencia del inhibidor 1-(1-naftilmetil)-
piperazina (NMP), un aumento en el diametro del halo de inhibicibn al usar

levofloxacina en conjunto con NMP (43).
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Los resultados obtenidos en la tabla 4 demuestran que, a pesar que no existido un
cambio significativo en la farmacorresistencia de tetraciclina en las cepas de A.
baumannii, existié una reduccion significativa en la CMI de tetraciclina en un 17.02%
(8/47) después de la adicion de PaBN, porcentajes que al ser comparados con lo
publicado por Pannek S en el articulo titulado Multidrug efflux inhibition in
Acinetobacter baumannii: Comparison between 1-(1-naphhthylmethyl)-piperazine and
phenyl-arginine-B-naphthylamide, quien concluyé que la adicion de un inhibidor de
bombas de eflujo incrementé la susceptibilidad de tetraciclina en cepas clinicas de A.
baumannii (51). Magnet S demostré que antibidticos como la tetraciclina eran sustratos
para la bomba adeABC (55).

Inhibidores como PaBN han sido ampliamente estudiados en la clase antibidtica de las
tetraciclinas, incluyendo en farmacos como tetraciclina, tigeciclina y minociclina entre
otros. Peleg A. en el afio 2006 reportd que, al someter unas cepas de A. baumannii
provenientes de una infeccion del torrente sanguineo a un tratamiento de tigeciclina
con PaBN, se redujo el CMI de las cepas, incrementando su susceptibilidad a
tigeciclina (56). De igual manera, Bowers D. en el 2015 revel6 un incremento de
susceptibilidad al exponer cepas de A. baumannii a un tratamiento de minociclina en

presencia y ausencia de PaN (57).

Se conoce que el complejo de bombas de eflujo adeABC atribuye resistencia a la
bacteria mediante la expulsién de antibiéticos, dentro de ellos las fluoroquinolonas y
tetraciclinas (58). En un estudio realizado por Lin F. en el 2017, se detectd un
incremento relativo en la expresion del gen adeB en las cepas no susceptibles a
levofloxacina y tetraciclina, asi como para otros antibioticos y biocidas (59). Los
resultados observados en este estudio implican que el complejo de bombas de eflujo
adeABC es el mecanismo que atribuye en mayor parte a la resistencia antibiética de

levofloxacina, determinando la excepcion con tetraciclina.
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CONCLUSIONES

1. El efecto del inhibidor de bombas de eflujo PaBN sobre la resistencia a
levofloxacina de cepas de A. baumannii aisladas de pacientes hospitalizados
en el Hospital Regional Docente de Cajamarca, en 2018, fue estadisticamente
significativo.

2. Se encontrd que no hubo un efecto inhibitorio significativo en la susceptibilidad
antibiotica de las cepas de A. baumannii al afadir tetraciclina junto con el
inhibidor de bombas de eflujo PaBN.

3. Al comparar el cambio en las CMI, se observaron reducciones significativas en

ambos antibidticos, al afadirlos junto con PaBN.
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RECOMENDACIONES

El Hospital Regional Docente de Cajamarca necesita incentivar la vigilancia cercana
de los perfiles de susceptibilidad antibidtica de las bacterias ESKAPE circundantes
dentro de la poblacién de sus pacientes hospitalizados, para conocer el tratamiento
adecuado para las infecciones nosocomiales ocurriendo en el ambiente de la Unidad

de Cuidados Intensivos.

Ademas, se sugiere que se estimule la ejecucion de estudios clinicos, en busqueda de

nuevas alternativas para tratamientos contra bacterias de resistencia PDR.

Es necesario la identificacién de la fuente de infeccion y los métodos de propagacion

de las cepas en las areas de Hospitalizacion y Unidad de Cuidados Intensivos.
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ANEXOS

1. Instrumento de recoleccién de datos

Se uso6 un espectrofotdmetro para la medicion de Absorbancia de las muestras durante

el experimento de concentracion minima inhibitoria.

Como control de calidad del experimento, se usaran cepas ATCC, cuyos valores se

encuentran estandarizados en el manual M100 perteneciente a la CLSI.

Para el analisis estadistico de los resultados, se uso el paquete estadistico IBM SPSS

Statistics version 26.0.



2. Tablas adicionales

Tabla 5. Perfiles de susceptibilidad de las cepas de Acinetobacter baumannii incluidas en el

estudio®.

CMI (pug/ml) (perfil de susceptibilidad) para el
antibidtico indicado

Cizpe Antibi6tico Antibiotico + PapN
TET LEV TET LEV
Accl 64 (R) 4() 32 (R) 40)
Acc2 32 (R) 2(S) 4(S) 4(1)
Acc3 4(S) 2(S) 1(S) 0.25(S)
Accd 4(S) 4() 1(S) 4())
Acc5 64(R) 4() 2(R) A(1)
Acch 8(1) 8(R) 4(S) 1(S)
Acc? 2(R) 4() 4(S) 2(3)
Acc8 2(S) 8(R) 0.5(S) 4()
Acco 8(1) 8(R) 4(S) 0.5(S)
Accl0 0.5(S) 8(R) 16(R) 2(S)
Accll 0.5(S) 8(R) 4(S) 8(R)
Accl2 4(S) 8(R) 2(S) 4()
Accl3 64(R) 8(R) 4(S) 4()
Accld 1(S) 4() 2(S) A1)
Accl5 64(R) 4() 2(R) A(1)
Acc16 8(1) 4() 8(1) A(1)
Accl? <0.25(S) 8(R) 0.25(S) 2(S)
Acc18 16(R) 4() 0.25(S) A(1)
Acc19 32(R) 2(S) 8(1) A(1)
Acc20 0.25(S) 4() <0.25(S) 4()
Acc2l 16(R) | <0.25(S) 4S) | <025 (S)
Acc22 32(R) | <0.25(S) | 16(R) | <0.25(S)
Acc23 32(R) | <0.25(S) 4(S) 0.25(S)
Acc24 32(R) 8(R) 8(1) 4()
Acc25 16(R) 8(R) 8(1) 4()
Acc26 2() 8(R) 4(S) A(1)
Acc27 2(3) 8(R) 2(3) A(1)
Acc28 16(R) 4() 16(R) 2(3)
AcC29 32(R) 8(R) 16(R) A(1)
Acc30 <0.25(S) 4() <0.25(S) 2(S)
AcC32 8(1) 16(R) 4(S) 2(S)
Acc33 32(R) 8(R) 16(R) 1(S)
Acc3d 16(R) 8(R) 8(1) 2(S)
Acc35 05(S) | <0.25(S) | <0.25(S) | <0.25(S)
AcC36 <0.25(S) | <0.25(S) | <0.25(S) | <0.25(S)
Acc37 <0.25(S) | 0.5(S) | <0.25(S) | <0.25(S)
Acc38 2(S) 4() 05(S) | 0.25(S)
Acc39 0.25(S) | <0.25(S) | <0.25(S) | =0.25 (S)
Accdl 4(S) 8(R) 05(S) | 0.25(S)
Accd2 <0.25(S) 8(R) <0.25(S) 2(S)




Acc43 64(R) 2(S) 16(R) 0.25(S)
Accdd <0.25(S) 8(R) <0.25(S) 4(1)
Accd5 128(R) 4(1) 16(R) 4(1)
Acc46 2(S) 2(S) 0.25(S) 0.5(S)
Acc47 <0.25(S) 8(R) <0.25(S) 8(R)
Acc48 <0.25(S) 4(1) <0.25(S) 8(R)
Acc49 0.5(S) 8(R) 2(S) 4(1)

aTET, tetraciclina; LEV, levofloxacina; R, resistente; S, susceptible; I, intermedio

Tabla 6. Prueba estadistica U. de Mann Whitney entre los grupos de levofloxacina y
levofloxacina + PapN

Estadisticos de prueba?
RESISTENCIA
ANTIBIOTICA
U de Mann- | 633.500
Whitney
W de Wilcoxon 1761.500

Z -3.797
Sig. 0.000
asintotica(bilateral)

a. Variable de agrupacion:
GRUPOS




Tabla 7. Prueba estadistica U. de Mann Whitney entre las CMI de los grupos de levofloxacina

y levofloxacina + Pa3N

Estadisticos de prueba?

CMI-LEV
U de Mann-Whitney 581,000
W de Wilcoxon 1401,000
Z -3,081
Sig. 0,002
asintotica(bilateral)

a. Variable de agrupacion:
Levofloxacina

Tabla 8. Prueba estadistica U. de Mann Whitney entre los grupos de tetraciclina y tetraciclina
+ PapN.

Estadisticos de prueba?
RESISTENCIA
ANTIBIOTICA
U de Mann- 889.500
Whitney
W de Wilcoxon 2017.500
Y4 -1.889
Sig. 0.059
asintética(bilateral)
a. Variable de agrupacion: GRUPOS




Tabla 9. Prueba estadistica U. de Mann Whitney entre las CMI de los grupos de tetraciclina y

tetraciclina + PaN

Estadisticos de prueba?

CMI-TET
U de Mann-Whitney 627,500
W de Wilcoxon 1488,500
Z -1,999
Sig. 0,046
asintética(bilateral)

a. Variable de agrupacion:
Tetraciclina
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