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RESUMEN
El flujo activo es un mecanismo antimicrobiano por el cual los patdgenos bacterianos
pueden volverse resistentes a multiples farmacos. Enterobacter aerogenes es una
bacteria nosocomial productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
asociado con altas tasas de mortalidad. Esta cuenta con una bomba de flujo
especifica conocida como AcrAB-TolC, lo cual brinda virulencia y resistencia a los
antibiéticos. Se ha demostrado que un buen inhibidor de esta bomba de flujo es la
fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN) y, aunque los inhibidores de bombas de
flujo son farmacos prometedores, presentan un serio problema de toxicidad en
células humanas. Una alternativa muy eficaz para reducir la toxicidad puede ser
mediante procesos sinérgicos con antibioticos. Mostramos un disefio experimental
basado en el uso combinado del PABN en presencia de antibidtico azitromicina
frente a E. aerogenes. Para el analisis de la actividad antimicrobiana de las
combinaciones, se realizaron pruebas de sensibilidad microbiana determinada por
concentracion minima inhibitoria (CMI) y estudios de cuantificacion de sinergias. Los
resultados obtenidos fueron, que la presencia de tan solo 8ug/ml de PABN (CMI >
512ug/ml) convirti6 a E. aerogenes en sensible al antibidtico azitromicina,
reduciendo 16 veces su CMI (de 32 a 2 pg/ml). Este trabajo demuestra la eficacia
de un inhibidor de bomba de flujo para potenciar al antibiotico frente a E. aerogenes
resistente a mdultiples farmacos. Se concluye que esta estrategia experimental
puede ser una alternativa para ayudar a combatir la resistencia antimicrobiana y
reducir la toxicidad de los inhibidores de bombas de flujo posibilitando su empleo en

terapia humana.

Palabras Clave: Enterobacter aerogenes; Antibacterianos; Infeccion hospitalaria;

Pruebas de sensibilidad microbiana; Farmacorresistencia bacteriana.



ABSTRACT
Active flux is an antimicrobial mechanism by which bacterial pathogens can become
multidrug resistant. Enterobacter aerogenes is a nosocomial bacteria that produces
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), associated with high mortality rates. It
has a specific efflux pump known as AcrAB-TolC, which provides virulence and
resistance to antibiotics. It has been shown that a good inhibitor of this efflux pump
is phenylalanine arginine B-naphthylamide (PABN) and, although efflux pump
inhibitors are promising drugs, they present a serious problem of toxicity in human
cells. A very effective alternative to reduce the toxicity can be through synergistic
processes with antibiotics. We show an experimental design based on the combined
use of PABN in the presence of the antibiotic azithromycin against E. aerogenes. For
the analysis of the antimicrobial activity of the combinations, microbial susceptibility
tests determined by minimum inhibitory concentration (MIC) and synergy
guantification studies were carried out. The results obtained were that the presence
of only 8ug/ml of PABN (MIC > 512ug/ml) made E. aerogenes sensitive to the
antibiotic azithromycin, reducing its MIC 16 times (from 32 to 2 pg/ml). This work
demonstrates the efficacy of an efflux pump inhibitor to potentiate the antibiotic
against multidrug-resistant E. aerogenes. It is concluded that this experimental
strategy can be an alternative to help combat antimicrobial resistance and reduce

the toxicity of efflux pump inhibitors, enabling their use in human therapy.

Keywords: Enterobacter aerogenes; Anti-bacterial agents; Cross infection;

Microbial sensitivity tests; Drug resistance, bacterial.



l. INTRODUCCION

Enterobacter aerogenes resistente a multiples farmacos es predominante
entre las Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), pertenece al grupo ESKAPE y con frecuencia se asocia a infecciones
nosocomiales y altas tasas de mortalidad ya que ocasiona mas facilmente shock
séptico (Silvano & Giuseppe, 2017). En cuanto a los contribuyentes de su
resistencia resaltan los cambios en la permeabilidad de su membrana
consistentemente con la presencia o ausencia de porinas y bombas de flujo
(Philippe et al., 2015).

La secuencia del genoma de E. aerogenes demuestra que la cepa alberga
genes de resistencia a B-lactamicos, aminoglucésidos, sulfonamidas, trimetoprim,
genes que codifican proteinas del sistema de efusion multidrogas, un transportador
de amonio cuaternario, proteinas del sistema de flujo de metales pesados y genes
que codifican diversos factores de virulencia (Moura et al., 2017). Ademas, E.
aerogenes cuenta con una bomba de flujo especifica conocida como AcrAB-TolC,

lo cual brinda virulencia y resistencia a los antibiéticos (Masi, Pagés & Pradel, 2003).

Paulatinamente se ha incrementado la incidencia de infecciones por E.
aerogenes, representando el 11% de las infecciones nosocomiales (Jha et al.,
2016). En Europa desde 1993 se vienen realizando estudios sobre las infecciones
nosocomiales causadas por E. aerogenes. Ya en el 2003 E. aerogenes se considerd
como una bacteria MDR emergente en pacientes con cuidados intensivos. Esta
prevalencia de Enterobacter sp. en infecciones nosocomiales se ve aumentado por
la introduccién en terapias con cefalosporinas de espectro extendido y
carbapenemasas. Solo en Francia desde el 2010 E. aerogenes es la quinta
enterobacteria mas alta y el séptimo bacilo mas alto responsable de infecciones

nosocomiales (Davin & Pages, 2015).

En los Estados Unidos de América las bacterias resistentes a los antibioticos
causan mas de 2 millones de enfermedades y 23,000 muertes cada afio (Centers
for Disease Control and Prevention, 2017). En el mismo pais un estudio revela que

Enterobacter es el octavo patdbgeno mas comun resistente a los antimicrobianos
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representando el 5% de las infecciones asociadas a la atencién médica (Hidron et
al., 2008).

En América Latina las infecciones bacterianas importantes comienzan a
incrementar su resistencia de manera alarmante. Un estudio publicado en Brasil
durante el 2016, informa que alrededor de los ultimos 30 afios la diseminacion de
BLEE en enterobacterias, es un problema muy serio que requiere acciones urgentes
gue incluyen un cumplimiento mas estricto de las medidas de control (Mello & Gales,
2016).

. En el Peru el Ministerio de Salud a través del Instituto Nacional de Salud
(INS) inici6 la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en el afio 1997 y
desde el 2002 se sumo la vigilancia de las bacterias de origen hospitalario (Instituto
Nacional de Salud, 2016). Segun el INS el género Enterobacter constituye uno de
los principales agentes infecciosos a nivel intrahospitalario y a menudo presentan
mayor probabilidad de resistencia a los antibiéticos. En Enterobacter spp se ha
detectado 1% de resistencia a carbapenemes y se vienen incrementando debido a

la presencia de carbapenemasas tipo KPC (Instituto Nacional de Salud, 2012).

Las bombas de flujo presentes en enterobacterias proporcionan proteccion
de agentes nocivos que estan presentes en el entorno en el que existen. A menudo
una gran proporcidn de pacientes que ingresan a instalaciones de salud para
patologia no infecciosa adquieren una infeccion bacteriana ya que el flujo de salida
sobreexpresado de las bombas hace que la terapia con antibiéticos sea una

problematica (Amaral & Molnar, 2012).

Se ha demostrado que los inhibidores de bombas de flujo pueden ser
utilizados como nuevas alternativas que ayuden a combatir la resistencia bacteriana
como es el caso del inhibidor de bomba de flujo fenilalanina arginina B-naftilamida
(PABN). Por otro lado, aunque los inhibidores de bombas de flujo son farmacos
prometedores, presentan un serio problema de toxicidad en células humanas
(Lamers, Cavallari & Burrows, 2013). Planteamos que una alternativa muy eficaz
para reducir la toxicidad de los inhibidores de bombas de flujo puede ser mediante

procesos sinérgicos con antibidticos.
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En el contexto clinico las enterobacterias presentan una resistencia
intrinseca a los macrdélidos (Instituto Nacional de Salud, 2002). Es por ello que surge
la necesidad de restaurar la susceptibilidad antibacteriana de azitromicina frente a
E. aerogenes.

La siguiente investigacion tuvo como objetivo general determinar el efecto
sinérgico del inhibidor de bombas de flujo fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN)
con el antibidtico azitromicina frente a la resistencia antibidtica de E. aerogenes. Y
los objetivos especificos fueron: 1) Determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de la azitromicina y del inhibidor de bombas de flujo fenilalanina arginina [3-
naftilamida (PABN) frente a E. aerogenes. 2) Calcular el indice de concentracion
inhibitoria fraccionada (ICIF) del inhibidor de bombas de flujo fenilalanina arginina
B-naftilamida (PABN) combinado con el antibiético azitromicina frente a E.

aerogenes.

La hipotesis planteada fue: El inhibidor de bombas de flujo fenilalanina
arginina B-naftilamida (PABN) promueve la penetracion del antibiético azitromicina

al interior de E. aerogenes sensibilizandolo a concentraciones sinérgicas.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

El flujo de salida sobre expresado de las bombas hace que la terapia con
antibiéticos sea una problematica a nivel mundial, estudios de inhibidores se han
desarrollado al pasar del tiempo, como lo investigado por Lamers, Cavallari &
Burrows (2013), cuyo objetivo fue evaluar la eficacia de B-lactamicos en
combinacion con PABN contra el patégeno oportunista, Pseudomonas aeruginosa.
Donde se observo que PABN redujo las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
de varios antibidticos B-lactamicos contra P. aeruginosa. Y que ademas PABN
permeabiliza las membranas bacterianas de una manera dependiente de la
concentracion a niveles inferiores a los que se usan tipicamente en estudios

combinados.

En otro estudio desarrollado por Cortez & Kumar (2011), se analizo la
actividad del inhibidor de la bomba de flujo fenilalanina arginina B-naftilamida
(PABN) contra la bomba de flup RND AdeFGH de Acinetobacter baumannii.
Descubriéndose que PABN inhibe la capacidad de la bomba AdeFGH para emitir
los antibidticos clindamicina, trimetoprima y cloranfenicol probados en la cepa de A.

baumannii.

Una investigacion realizada por Ospina et al., (2014), evaluaron la influencia
de dos inhibidores de la bomba de flujo, fenilalanina arginina 3-naftilamida (PABN)
y 1-(1-naftilmetil)-piperazina (NMP), sobre la expresion génica de tres sistemas de
flujo multidrogas, AcrAB, AcrEF y EmrAB en Escherichia coli aislamientos de
mastitis bovina resistentes a ampicilina y sulfametoxazol / trimetoprima
simultaneamente. Los inhibodores de bomba de flujo contribuyeron a la disminucion
de la expresion de AcrF cuando se usa en combinacion con ampicilina. Sin
embargo, PABN mostré efectos mas fuertes que NMP, de modo que puede servir

como una alternativa para ayudar en la terapia antimicrobiana de la mastitis.

Gomes et al.,, (2013), desarrollaron in vitro mutantes resistentes a la
azitromicina en Escherichia coli y Shigella spp en presencia de PABN para observar

gué mecanismos de resistencia a azitromicina distintos de las bombas de expulsion
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fueron inhibidos por PABN. La frecuencia de mutacion oscilé entre <6,32 x 107"y
5,22 x 1077 para E. coli y entre <5,32 x 107"° y 1,69 x 107" para Shigella spp. Los
mutantes de E. coli mostraron un aumento en la CMI de azitromicina de hasta 128
veces, mientras que Shigella spp los mutantes presentaron aumentos en los niveles
de CMI de hasta 8 veces. En un mutante, se encontro la insercién de nucledtidos
gue codifican la secuencia de aminoacidos IMPRAS en el gen rplV. Se observaron
aumentos en la expresion de OmpW en todos los mutantes de E. coli en
comparacién con sus respectivos aislados parentales. Lograron concluir que la
combinacion de antibidticos e inhibidores de la bomba de expulsion parece ser una

buena opcion para reducir la frecuencia de mutacion en aislados clinicos.

Kuan et al., (2020), evaluaron la eficacia del isotiocianato de bencilo (BITC)
en combinacién con inhibidores de bombas de flujo y quelantes de metales contra
Escherichia coli multirresistente. BITC solo exhibié actividad antibacteriana
moderada contra cepas de E. coli con valores CMI y CMB de 0,625-1,25uM y 1,25-
2,5uM, respectivamente. Por el contrario, las combinaciones dobles y triples de
BITC, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y fenilalanina-arginina p-naftilamida
(PABN) dieron como resultado actividades sinérgicas con valores de ICIF entre 0,18
y 0,5. Los datos demuestran que el posible uso de agentes adyuvantes, como el
agente quelante EDTA y el inhibidor de bomba de flujo PABN mejoran el potencial
antibacteriano del isotiocianato de bencilo y pueden ayudar a desarrollar una

estrategia alternativa para reducir la aparicion de resistencia a multiples farmacos.

Nanmeni et al., (2021), investigaron la actividad antibacteriana del extracto,
las fracciones y los fitoquimicos de Plectranthus glandulosus (Lamiaceae) contra
fenotipos gramnegativos MDR que expresan bombas de flujo. Se llevaron a cabo
ensayos antibacterianos de muestras solas y en presencia de un inhibidor de la
bomba de flujo PABN. El estudio fitoquimico del extracto de P. glandulosus
proporciond siete fracciones principales (A-G) que condujeron al aislamiento de
diecisiete compuestos. El extracto etandlico de P. glandulosus no fue activo hasta
1024pg/ml, mientras que sus fracciones mostraron CMI que variaban de 32 a
512ug/ml en las bacterias estudiadas. La fraccion C de P. glandulosus mostro la
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CMI mas baja (32ug/ml) en la cepa E. coli ATCC8739. La fraccién D presento el
mayor espectro de actividad al inhibir el crecimiento del 90% (9/10) de las bacterias
estudiadas. Concluyendo que la presencia de PABN mejora la actividad del extracto

y de todas las fracciones.

Estudio realizado por Plasencia (2019), estudiaron la expresiéon de bombas
de flujo en cepas de Acinetobacter baumannii obtenidas de un hospital en Lima,
Perd entre 2014 y 2016. La susceptibilidad a fluoroquinolonas y aminoglucésidos
fueron evaluadas mediante ensayos de microdiluciéon en caldo y la actividad del
sistema de bombas de flujo mediante la adicién del inhibidor de bomba de flujo
PABN. Como resultado encontraron que, ocho cepas (42,1%) demostraron un
aumento en las tasas de susceptibilidad y dieciséis (84,2%) expresaron bombas de
flujo. Concluyeron que las tasas de resistencia antimicrobiana para quinolinas y
aminoglucosidos disminuyeron tras la adicion del inhibidor de la bomba de flujo
PABN.

Investigacion realizada en Cajamarca, Peru por Pefia (2021), evalud el efecto
del inhibidor de bombas de flujo 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. Los resultados indicaron que un total de 91.49% (43/47) de las cepas incluidas
en el estudio expresaron la presencia de bombas de flujo y se observé que un
17.02% (8/47) mostraron una reduccién significativa de la CMI con ambos
antibioticos. Concluyo que las bombas de flujo es un mecanismo importante para el
desarrollo de la multirresistencia y que el inhibidor de bomba de flujo PABN ayuda

a combatir este mecanismo y a reducir la resistencia antibi6tica.

2.2. Baseteorica
2.2.1. Enterobacter aerogenes
Enterobacter aerogenes perteneciente al género Enterobacter es un bacilo
gramnegativo anaerobio facultativo de 2 micras de largo aproximadamente, son
méviles mediante flagelos peritricos y pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.

E. aerogenes se asocia frecuentemente con un fenotipo de resistencia a multiples
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farmacos (MDR), principalmente debido a su adaptacion al entorno hospitalario y su
capacidad para adquirir facilmente numerosos genes de resistencia y virulencia.
Esta especie tiene una resistencia intrinseca a la ampicilina, amoxicilina,
macrolidos, cefalosporinas de primera generacion y cefoxitina debido a la expresion
de una B-lactamasa AmpC constitutiva (Davin & Pagés, 2015). Ademas, E.
aerogenes es productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),

asociado con altas tasas de mortalidad (Philippe et al., 2015).

E. aerogenes cuenta con una bomba de flujo especifica conocida como
AcrAB-TolC, donde AcrA es una lipoproteina periplasmatica trimérica anclada en la
membrana interna, AcrB es un transportador de membrana interna y TolC es un
canal de membrana externa, por lo que genera mayor virulencia y resistencia a los
antibioticos (Masi, Pagés & Pradel, 2003).

2.2.2. Fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN)

Fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN, también llamada MC-207,110) se
descubrié como tal mediante el analisis empirico de una biblioteca de moléculas
pequefas. Fue originalmente identificado como un inhibidor de bomba de flujo en
1999, al actuar como un potenciador eficiente de fluoroquinolonas (en particular,
levofloxacina) en P. aeruginosa. Los informes sugieren que el PABN puede inhibir
el flujo de salida de manera competitiva, al desplazar otros sustratos de bombeo
(Lomovskaya et al., 2001).

La actividad de permeabilizacion de la membrana de PABN podria
considerarse un activo, ya que promoveria su propia entrada en las células donde
puede acceder a sus objetivos de bombeo de flujo de salida. Se ha evidenciado que
las moléculas pequefas como PAPBN, tienen un potencial excelente como
adyuvantes antibidticos que pueden reducir las dosis efectivas de los farmacos
actuales. También pueden ampliar el rango de antibiéticos utilizables a aquellos que
hasta ahora tienen una efectividad limitada contra los patdégenos gramnegativos
debido a una incapacidad para romper la barrera de la membrana externa. La
cristalizacion de AcrB de E. coli con PABN mostré union a sitios especificos que

podrian causar la exclusién de algunos sustratos al tiempo que permiten que otros
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se unan y obstruyan (Yu et al., 2005). Demostrando que un buen inhibidor de bomba
de flujo es la PABN vy, aunque los inhibidores de bomba de flujo son farmacos muy
prometedores, presentan un serio problema de toxicidad en células humanas

(Lamers, Cavallari & Burrows, 2013).

2.2.3. Azitromicina

La azitromicina es un antibiético macrolido semisintético derivado de la
eritromicina con actividad bacteriostatica frente a bacterias grampositivas vy
gramnegativas, su accion se ve involucrada con la unién a la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano y, por lo tanto, inhibe la traduccion del ARNm interfiriendo en
la sintesis de proteinas y evitando el crecimiento bacteriano. La azitromicina es
usada para tratar ciertas infecciones bacterianas como faringitis estreptocdcica,
neumonia, fiebre tifoidea, bronquitis, sinusitis y del oido medio. También ha sido
utilizado para prevenir infecciones bacterianas en bebés y en personas con

sistemas inmunitarios débiles (Ahmed, Badraddin & Ahmed, 2014).

2.3. Definicion de términos y conceptos

e Antibiotico: Agente biologico o quimico que inhibe el crecimiento biolégico
(Instituto Nacional de Salud, 2002).

e Betalactamasas de espectro extendido (BLEE): Son enzimas producidas
por bacilos gran negativos fundamentalmente enterobacterias (Instituto
Nacional de Salud, 2002).

e Bombas de flujo: Son proteinas de membrana encargadas del transporte
de distintos compuestos desde el interior de las bacterias al exterior,
contribuyendo de esta forma a la resistencia bacteriana (Xian, Plésiat &
Hiroshi, 2015).

e Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo
aislamiento (Instituto Nacional de Salud, 2002).

e Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sélidos,
originada por la multiplicacion de una sola bacteria preexistente (Instituto
Nacional de Salud, 2002).
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Concentracién minima inhibitoria (CMI): Corresponde a la concentracion
mas débil de un antibibtico capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa
bacteriana de 18 a 24 horas de incubacion (Instituto Nacional de Salud,
2002).

Incubacion: Mantenimiento de cultivos bacterianos en condiciones
favorables para su desarrollo y multiplicacion (Instituto Nacional de Salud,
2002).

Infeccion Nosocomial: Del latin nosocomium «hospital», son infecciones
adquiridas durante la estancia en un hospital y que no estaban presentes ni
en el periodo de incubacion ni en el momento del ingreso del paciente. Las
infecciones que ocurren mas de 48h después del ingreso suelen
considerarse nosocomiales (Fu & Wang, 2016).

Inoculo: Alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un medio de cultivo
(Instituto Nacional de Salud, 2002).

Medio de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser
sélido, semisolido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion

bacteriana in vitro (Instituto Nacional de Salud, 2002).
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[l DISENO METODOLOGICO
Esta investigacion se clasificd segun al fin que persigue como aplicada y de

acuerdo a la técnica de contrastacién como experimental y estimulo creciente.

3.1. Poblacion
Estuvo constituido por cepas de Enterobacter aerogenes (ATCC® 13048™)
de la casa comercial ATCC Product Sheet (Anexo 1), proporcionada por el
Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de

la Facultad de Medicina de la Universidad de Navarra. Pamplona - Espaa.

3.2. Muestra
El tamafio de la muestra estuvo constituido por 1 especie bacteriana
proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Navarra, 2 cepas de la especie; 1 antibiotico macrélido y 1 inhibidor

de bomba de flujo a 10 concentraciones diferentes.

3.3. Materiales
3.3.1. Material Microbioldgico.
Estuvo constituido por 1 cepa de Enterobacter aerogenes (ATCC® 13048™)
de la casa comercial ATCC Product Sheet. Recomendada para ensayos y pruebas

de resistencia bacteriana, y como control de calidad (Anexo 1).

3.3.2. Material Bioquimico.
Estuvo conformado por 1 antibiético macrolido azitromicina y 1 inhibidor de

bomba de flujo Fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN). Proporcionados por la
biblioteca peptidica y farmacologica del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Navarra. Pamplona -

Espafia.

3.4. Métodos

3.4.1. Activaciéon y conservacion de la cepa
La cepa de E. aerogenes se cultivé en 2 placas con medio de cultivo Agar
Tripticasa Soya (TSA) a 37°C durante 24 horas. Posterior a la incubacion se

tomaron todas las colonias de una placay se colocaron en un vial conteniendo leche
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descremada estéril al 10% “stock” y se almacend a -80°C. Una segunda placa se

coloco a 4°C para su uso continuo.

3.4.2. Preparacion y estandarizacion del inoculo bacteriano

Con un asa estéril se tomo unas colonias de E. aerogenes de la placa de
agar TSA y se mezcldo en 1.5ml de medio en caldo Mueller-Hinton (MHB),
posteriormente se ajustd en el espectrofotdmetro con D.0.600nm = 55 a 75nm
aproximadamente de absorbancia hasta obtener una densidad poblacional
semejante al tubo N° 0.5 del Nefelometro de Mc Farland equivalente a 1.5 x 108
UFC/mL. A continuacion, se logré diluir 1:100 afiadiendo 100pl del inoculo en 9,9ml
de MHB para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
antimicrobianos. De igual manera se logré diluir 1:50 afiadiendo 200ul del inoculo a
un tubo falcon conteniendo 9.8ml de MHB para determinar la CMI en combinacion

de 2 antimicrobianos.

3.4.3. Preparacién de soluciones stock del antibiotico azitromicina
Se prepard una solucion stock de 10mg/ml del antibi6tico, utilizando como
diluyente agua destilada estéril, de manera que al agregar 20ul de antibiético en el
primer pocillo de 180ul de MHB se obtuvo una concentracién de 1024ug/mi (1:10).
La preparacion de las soluciones se realiz0 utilizando la siguiente formula:
Vi=CfxVfICi, donde Vi es el volumen inicial, Cf es la concentracion final, Vf es el
volumen final y Ci la concentracion inicial (teniendo en cuenta la pureza del

antibiético). Las soluciones se pudieron conservar a -20°C para su uso continuo.

3.4.4. Preparacion de soluciones stock del inhibidor de bomba de flujo
PABN

Se prepar6é una solucion stock de 10mg/ml de PABN utilizando como
diluyente dimetil sulfoxido (DMSO), de manera que al anadir 20ul de PABN en el
primer pocillo de 180ul de MHB se obtuvo una concentracién de 1024ug/ml (1:10).
También se prepar6 una solucion intermedia de 5mg/ml del inhibidor de bomba de
flujo, de modo que se pudo trabajar volimenes mas altos a concentraciones mas
reducidas para las combinaciones con el antibiético. De igual manera la preparacion

de las soluciones se realiz6 utilizando la siguiente formula: Vi=CfxVf/Ci, donde Vi
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es el volumen inicial, Cf es la concentracion final, Vf es el volumen final y Ci la
concentracion inicial (teniendo en cuenta la pureza de la PABN). Estas soluciones

también se conservaron a -20°C para su uso continuo.

3.4.5. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se determind segun el método de microdilucién en caldo de acuerdo con las
normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2011). Se
utilizé el medio de cultivo MHB y el protocolo descrito por (Sanchez et al., 2008). Se
realizaron diluciones dobles seriadas de los antimicrobianos en placas multipocillos
(TPP) de 96 pocillos con fondo “U”, que consta de 12 columnas y 8 filas. Estas
diluciones se mezclaron con 100ul del inéculo de la cepa E. aerogenes de manera
gue se redujo la concentracion de 1024ug/ml a 512ug/ml en el primer pocillo. Las
placas se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas y posteriormente se procedio a
realizar la lectura visual de los resultados. También se realiz6 controles de
crecimiento (inoculo sin antimicrobiano) y de esterilidad (medio sin inoculo) en la
misma placa. La CMI se defini6 como la concentracién de antimicrobiano mas baja

gue impidio la formacion de turbidez en el pocillo.

A manera de referencia y complemento se realizé un estudio de la CMI del

antibiético eritromicina y del péptido nonapéptido de polimixina B (PMBN).

3.4.6. Cuantificacidon de sinergia en combinacion de 2 antimicrobianos

Para estudiar la existencia de actividad sinérgica entre dos compuestos, se
utilizé el método del tablero checkerboard test. Los estudios se realizaron para
combinar antibiético azitromicina con inhibidor de bomba de flujo PABN, en cuyo
ensayo se utilizd6 las mismas placas que para el célculo de la CMI, con la
particularidad de que, en este caso, ademas de generar un gradiente de
antimicrobiano horizontal (de izquierda a derecha de la placa), se incluyé en los
pocillos un segundo compuesto diluido de forma que se gener6 un gradiente vertical

(de arriba a abajo) (Figura 1).

Los rangos de concentraciones de los antimicrobianos se seleccionaron

sobre la base de sus CMis previamente descritos:
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¢ Afadiendo 2.56pl de azitromicina en los pocillos de la primera columna
de 197.44ul de MHB, se realizaron diluciones seriadas generando un
gradiente de concentraciones horizontal (64ug/ml, 32ug/ml, 16ug/mi,
8ug/ml, 4pg/ml, 2pg/ml, 1pg/ml, 0.5pug/ml, 0.25pg/ml, 0.125ug/ml)
(Columna 1 - 10).

e En 6 viales se prepard las diluciones afadiendo 7.68ul de PABN en el
primer vial de 1192.32ul de MHB, se realizaron diluciones seriadas y se
mezclaron con 600ul del inéculo de la cepa E. aerogenes.
Posteriormente se agreg6 100ul de diluido con inoculo preparado a cada
pocillo en forma ordenada de la columna 1 a 10, generando un gradiente
de concentraciones vertical (16pg/ml, 8ug/ml, 4pg/ml, 2ug/ml, 1pg/ml,
0.5ug/ml) (Fila 1 - 6).

e También se logré reafirmar la CMI de los antimicrobianos (Fila 7-8) y los

controles de esterilidad (Columna 11) y crecimiento (Columna 12).

Para cuantificar la actividad sinérgica de los dos compuestos en combinacion
se utilizé el indice de concentracion inhibitoria fraccionada (ICIF), calculado del

siguiente modo:

ICIF CIM antimicrobiano 1 en la combinacién CIM antimicrobiano 2 en la combinacion

CIM antimicrobiano 1 CIM antimicrobiano 2

Este indice relaciona las CMIs de dos compuestos antimicrobianos por
separado y en combinacién, siguiendo las recomendaciones de (Odds, 2003;
Sanchez et al., 2008). Los valores del ICIF se interpretaran de la siguiente manera:
ICIF 0,5, efecto sinérgico; ICIF entre 0,5 y 4, efecto aditivo o indiferente; ICIF > 4,
efecto antagonico.

Se realiz6 un ensayo complementario donde se determiné la cuantificacion
sinérgica entre el antibiotico azitromicina combinado con el péptido nonapéptido de

polimixina B (PMBN) frente a la resistencia de E. aerogenes.
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Figura 1. Método del tablero checkerboard test para combinacion de 2
antimicrobianos. A. Las concentraciones de cada antimicrobiano disminuyen en la
direccion de la fecha. B. Combinacion de azitromicina y PABN frente a E. aerogenes.

C. Proceso de lectura visual de la formacion de turbidez en presencia de luz.
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V. RESULTADOS

4.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de Azitromicina y PABN frente
a E. aerogenes.

El resultado de la investigacion determind que la cepa de E. aerogenes
después de tener interaccion con diluciones en las 10 primeras columnas de los
antimicrobianos respectivamente (512ug/ml, 256ug/ml, 128ug/ml, 64ug/ml,
32ug/ml, 16pg/ml, 8ug/ml, 4ug/ml, 2ug/ml, 1ug/ml), la CMI del antibibtico
azitromicina fue de 32ug/ml y el inhibidor de bomba de flujo PABN alcanzé una CMI
mayor a 512ug/ml. También se observo el control de esterilidad (medio sin inoculo)
en la columna 11 y de crecimiento (inoculo sin antimicrobiano) en la columna 12 de

la misma placa (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la observacion directa de la CMI de

azitromicina y PABN frente a E. aerogenes.

En el ensayo previo se determind la CMI del antibiético eritromicina siendo
512ug/ml y del péptido nonapéptido de polimixina B (PMBN) alcanzando también
512ug/ml.

4.2. Sinergia en combinacion del inhibidor de bomba de flujo PABN y el
antibiético azitromicina frente a E. aerogenes.

La actividad del antibidtico azitromicina resulté potenciada en combinacion
con el inhibidor de bomba de flujo PABN, siendo la ICIF < 0,5 de 3 calculos de
combinaciones dando como resultado efecto sinérgico (0.063, 0.078, 0.258).
También se determiné efecto aditivo o indiferente en 3 céalculos de combinaciones

donde la ICIF oscil6 entre 0,5 y 4. Segun los datos obtenidos no se encontro efecto
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antagonico. La ICIF se calcul6 en las 6 filas para considerar todas las
concentraciones mas bajas en las combinaciones que fueron posibles de
sensibilizar a E. aerogenes (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemética de la observacion directa de la actividad
sinérgica entre el inhibidor de bomba de flujo PABN y el antibiético azitromicina

frente a E. aerogenes mediante el método checkerboard.

El resultado de la sinergia mas representativa fue, que la presencia de tan
solo 8ug/ml de PABN (CMI > 512ug/ml) convirtié a E. aerogenes en sensible al
antibiotico azitromicina, reduciendo 16 veces su CMI (de 32 a 2 pg/ml) (Fila 2)
(Tabla 1). El esquema de sensibilizacibn de E. aerogenes mediante el uso

combinado de los antimicrobianos se representa en la figura 4.
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Tabla 1. Cuantificacién del ICIF del inhibidor de bombas de flujo PABN combinado

con el antibidtico azitromicina frente a E. aerogenes.

Azitromicina PABN ICIF Efecto
(ng/ml) (ng/ml)
1 16 0.063 Sinérgico
2 8 0.078 Sinérgico
8 4 0.258 Sinérgico
32 2 1.004 Aditivo
32 1 1.002 Aditivo
32 0.5 1.001 Aditivo
Antibiético
+* o Azitromicing
@' s
&4 @'
> . * fl‘“
& _
LI Bomba de
¢ (; EQ\ fujo + N
\ - inhibidor |
Ve A* : 1’
Bomba de .-* ot 3
flujo *
|
PARN
Inhibidor

g/

Figura 4. Representacion grafica del proceso de sensibilizacion de E. aerogenes

mediante el uso combinado de azitromicina y PABN.

Fuente: Elaboracion propia



Adicionalmente se determiné que el péptido PMBN combinado con el
antibidtico azitromicina reduce su CMI de ambos antimicrobianos frente a E.
aerogenes, como consecuencia la ICIF fue menor a 0,5 de 3 calculos de
combinaciones resultando efecto sinérgico (0.252, 0.129, 0.094). Los otros 3
céalculos de combinaciones dieron efecto aditivo o indiferente oscilando la ICIF entre
0,5y 4 (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion del ICIF del péptido PMBN combinado con el antibiético

azitromicina frente a E. aerogenes.

Azitromicina PMBN ICIF Efecto
(ng/ml) (ng/ml)
64 1 2.002 Aditivo
32 1 1.002 Aditivo
16 1 0.502 Aditivo
1 0.252 Sinérgico
2 0.129 Sinérgico
16 0.094 Sinérgico
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V. DISCUSION
La resistencia a los antibiéticos es un desafio importante en el tratamiento de
infecciones nosocomiales causadas por E. aerogenes, como se observa también en
varias otras especies de bacterias gramnegativas. La bomba de flujo es un
importante contribuyente a la resistencia a multiples farmacos entre los patégenos
bacterianos. Siendo el descubrimiento y desarrollo de inhibidores de bombas de

flujo una estrategia importante.

Inhibidores de bombas de flujo como PABN han sido empleados en
determinar la presencia de bombas de flujo en diferentes bacterias gramnegativas.
Demostrando que las bombas de flujo tienen un papel muy importante en la
resistencia antibiética tanto para E. aerogenes y otras bacterias (Masi, Pages &
Pradel, 2003; Plasencia, 2019)

Deseando lograr una eliminacion bacteriana efectiva, se desarrollé la
combinacion de dos agentes antimicrobianos frente a E. aerogenes. Considerando
gue la fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN) es un inhibidor especifico de la
bomba de flujo AcrAB-TolC perteneciente a la familia de resistencia nodulacion
division (RND), se puede aplicar como agente adyuvante para compuestos
antibacterianos. Las bombas de flujo multifarmaco tipo RND son un contribuyente
critico para la resistencia intrinseca a los antibioticos en Enterobacteriaceae. De
modo que el uso de PABN promueve la acumulacion intracelular de los compuestos
antibacterianos y reduce efectivamente la concentracidbn requerida para la
erradicacion bacteriana (Yu et al., 2005; Cortez & Kumar, 2011; Ospina et al., 2014;
y Kuan et al., 2020).

Segun los datos obtenidos en esta investigacion, se determiné que el
inhibidor de bomba de flujo fenilalanina arginina B-naftilamida (PABN) combinado
con el antibidtico azitromicina generd efecto sinérgico frente a E. aerogenes
sensibilizandolo con ICIF de 0.063, 0.078 y 0.258. Demostrando que la presencia
de tan solo 8ug/ml de PABN convirti6 a E. aerogenes en sensible al antibiotico
azitromicina, reduciendo 16 veces su CMI alcanzando 2 pg/ml. Sin embargo, la
actividad antimicrobiana de la azitromicina por si sola alcanz6 una CMI de 32 pg/ml

28



y la CMI del PABN fue mayor a 512ug/ml. De modo que el PABN empleado por si
solo no cuenta con actividad antimicrobiana, pero si se emplea como agente
adyuvante puede potenciar la actividad antibi6tica y reducir su propia concentracion,
del mismo modo reducir su toxicidad para ser empleado en células humanas. La
azitromicina por otro lado, mediante este enfoque experimental volveria a ser un
farmaco prometedor para combatir las infecciones causadas por enterobacterias

resistentes a multiples farmacos.

Informes anteriores sugieren que PABN puede inhibir el flujo de salida de
manera competitiva, al desplazar otros sustratos de bombeo. La cristalizacion de
AcrB de E. coli con PABN mostré union a sitios especificos que podrian causar la
exclusion de algunos sustratos al tiempo que permiten que otros se unan y
obstruyan (Yu et al., 2005). Ademas, en una investigacion se reporté que PABN
mostré efectos mas fuertes que el inhibidor de bomba de flujo 1-(1-naftilmetil)-
piperazina (NMP), sobre la expresion génica de tres sistemas de flujo multidrogas,
AcrAB, AcrEF y EmrAB en E. coli (Ospina et al., 2014).

Cuando PARBN fue originalmente identificado como un inhibidor de bomba de
flujo en 1999, se determiné como un potenciador eficiente de fluoroquinolonas (en
particular, levofloxacina) en P. aeruginosa (Lomovskaya et al.,, 2001). Lamers,
Cavallari & Burrows (2013), descubrieron que PABN reduce la CMI de B-lactamicos
incluyendo aquellos que sobreexpresan AmpC frente a cepas de P. aeruginosa.
También se ha demostrado que PABN inhibe la capacidad de la bomba AdeFGH
como una de las bombas RND para potenciar los antibidticos clindamicina,

trimetoprima y cloranfenicol frente a la cepa A. baumannii (Cortez & Kumar, 2011).

En aislados clinicos, las bombas de flujo juegan un papel destacado en la
resistencia a los antibioticos. En aislamientos de E. aerogenes investigados por
Malléa, et al., (2002), identificaron un mecanismo de resistencia debido a la
presencia de bombas de flujo que contribuyen a la resistencia al cloranfenicol. Se
determind que estas bombas de flujo fueron inhibidas en presencia de PAPBN,
consistente con la disminucion de la CMI de cloranfenicol. Estos hallazgos son

consistentes con la capacidad que tuvo PABN para unirse con afinidad a las bombas

29



de flujo RND de E. aerogenes obstruyendo y resultando en una inhibicion. Del
mismo modo, potencia la actividad del antibidtico azitromicina reduciendo sus

concentraciones a niveles sinérgicos.

La bomba de flujo multidrogas AcrAB-TolC presente en E. aerogenes es un
mecanismo de resistencia que evita la actividad antibiética de la azitromicina al
interior de la célula bacteriana. La subunidad AcrB tiene poliespecificidad de
multiples farmacos para la translocacion de protones que impulsa el movimiento del
sustrato; si se inhibe AcrB, se inhibira todo AcrAB-TolC. AcrB tiene una trampa
hidrofébica lo que permite que los inhibidores de bomba de flujo como PABN se
unan con la fenilalanina que se encuentra dentro de esta trampa, conduciendo su
inhibicion del cambio conformacional y, por lo tanto, impidiendo el mecanismo de
rotacion funcional. La trampa hidrofébica tiene un aminoacido clave que es Phe 178,
gue juega un papel importante en la unién del inhibidor. Este mecanismo de unién
e inhibicién de la bomba de flujo AcrAB-TolC fue descrito por Venter et al., (2015) y
Alenazy, (2022).

Nuestros resultados demostraron céalculos de ICIF menor a 0.5, lo que nos
permitié observar la disminucion de la concentracion del PABN a niveles sinérgicos
frente a E. aerogenes. Estos niveles de concentracion también permitirian su
empleo en la terapia humana teniendo en cuenta la toxicidad de este farmaco en
células humanas (Lomovskaya & Zgurskaya, 2011). A diferencia del estudio
realizado por Pefia (2021), donde muestra la eficacia del PABN para potenciar a los
antibioticos levofloxacina y tetraciclina contra A. baumannii, no considerd los
calculos de ICIF donde se demuestre el empleo del inhibidor a niveles sinérgicos,
siendo este un pardmetro importante para evaluar el nivel de citotoxicidad de PABN.
Para los procesos combinados de 2 antimicrobianos segun Odds, (2003); Sanchez
et al., (2008) y Venter et al., (2015), se deben tener en cuenta los célculos de ICIF
para valorar el posible efecto sinérgico y de este modo se posibilite su empleo futuro

en el campo clinico.

Aunque el potencial del PABN para restaurar la susceptibilidad a la

azitromicina frente a E. aerogenes depende de la presencia de mecanismos
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adicionales de resistencia, como la impermeabilidad y degradacion enzimatica, los
hallazgos obtenidos aqui son prometedores debido al efecto sinérgico encontrado
entre los antimicrobianos reduciendo sus concentraciones y posibilitando su empleo
en el campo clinico. Los datos disponibles respaldan el desarrollo de inhibidores de

la bomba de flujo para su uso en combinacion con antibiéticos.

Con respecto al péptido nonapéptido de polimixina B (PMBN) combinado con
el antibidtico azitromicina se determiné efecto sinérgico frente a E. aerogenes
sensibilizdndolo con ICIF de 0.252, 0.129, 0.094. La actividad antimicrobiana del
PMBN por si solo alcanzo una CMI de 512ug/ml y en la combinacién se redujo a
2ug/ml. Sin embargo, la azitromicina se redujo de 32ug/ml a 4pug/ml. Cabe
mencionar que el péptido PMBN tiene la capacidad de permeabilizar la membrana
externa de las bacterias gramnegativas. Huang et al., (2022), también mostré datos
donde PMBN potenciaba sinérgicamente a un antibidtico frente a la resistencia de
una enterobacteria. Concordando que esta estrategia proporciond una mejora de la
actividad antibacteriana de los antibiéticos y representa una potente alternativa para
superar la resistencia a los antibiéticos en el futuro. Estos hallazgos se relacionan
al combinar dos agentes antimicrobianos capaces de potenciarse y generar un
efecto sinérgico, semejante con los resultados obtenidos de la combinacion de

PABN con azitromicina frente a la resistencia de E. aerogenes.

Este estudio es el primer reporte de efecto sinérgico que demuestra que el
PABN restaura la susceptibilidad antibidtica de azitromicina frente a E. aerogenes.
Por otro lado, se necesitan estudios de la secuencia del genoma para identificar las
mutaciones que causaron la aparicion de bombas de flujo como un mecanismo de
resistencia a multiples farmacos. Ademas, es necesario superar los obstaculos que
se interponen en el uso de inhibidores como ayudas terapéuticas y liberarlos de la

citotoxicidad.

Estos resultados resaltan la importancia de la utilizacion de los inhibidores de
bombas de flujo en procesos combinados con antibidticos frente a la resistencia

bacteriana.
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VI.  CONCLUSIONES

. Se concluy6é que el PABN por si solo inhibe a E. aerogenes a elevadas
concentraciones; sin embargo, en proceso combinado con el antibiotico
azitromicina redujo su CMI a niveles sinérgicos.

El efecto sinérgico del inhibidor de bombas de flujo PABN restaurd la
actividad antibacteriana de azitromicina frente a la resistencia de E.
aerogenes.

El ensayo complementario demostré que el péptido PMBN combinado con el
antibiético azitromicina también tuvo efecto sinérgico frente a E. aerogenes.
Esta estrategia experimental puede ser una alternativa para ayudar a
combatir la resistencia antimicrobiana y reducir la citotoxicidad de los

inhibidores de bomba de flujo posibilitando su empleo en terapia humana.
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Vil.  RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios automatizados de comprobacion de la cinética de

crecimiento mediante Bioscreen C del inhibidor de bomba de flujo PABN
combinado con el antibiético azitromicina frente a E. aerogenes, debido a que
los ensayos por método checkerboard mostraron efecto sinérgico.

. Combinar PABN con otros antibioticos frente a diferentes enterobacterias de
importancia clinica que expresen bombas de flujo. Del mismo modo probar
otros inhibidores de bombas de flujo o péptidos antimicrobianos.

Utilizar el método experimental para buscar nuevas alternativas
farmacéuticas y para devolver la eficacia a los antimicrobianos
convencionales que estan siendo desplazados debido a la resistencia

bacteriana.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Inserto de la cepa Enterobacter aerogenes (ATCC® 13048™) empleada

en la investigacion.
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