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RESUMEN

La resistencia a antibiéticos es un problema de salud publica mundial y el
desarrollo de nuevas alternativas antimicrobianas es un proceso que puede
tardar afios de investigacion. En el ambito hospitalario hay pocas opciones de
control y tratamiento contra las infecciones bacterianas. Klebsiella pneumoniae
es un patdégeno oportunista y multirresistente, debido al uso indiscriminado de
antibidticos y a sus multiples mecanismos de resistencia, es responsable de
infecciones nosocomiales de dificil tratamiento e incluso puede causar la muerte.
Por otro lado, se ha generado un interés significativo por la utilizacion de
probidticos, ya que estos han demostrado tener caracteristicas benéficas en la
salud del huésped y una gran capacidad antimicrobiana. Por ello, se propone en
este proyecto, la utilizacion de Lactobacillus reuteri que es un importante
probidtico, que tiene la capacidad de producir diversos antimicrobianos como lo
son las bacteriocinas y la reuterina un aldehido que ha demostrado su efectividad
como antimicrobiano. Sin embargo, la reuterina se ha empleado como
conservador de alimentos y no existe evidencia del uso de esta sustancia en
cepas de origen nosocomial. Por ello, esta investigacion se centré en evaluar la
efectividad de esta sustancia como antimicrobiano contra Klebsiella pneumoniae.
Para esto, se llevé a cabo la recoleccion de cepas aisladas de hospitales, se les
realizo antibiogramas para evaluar la sensibilidad y la resistencia a los multiples
antibidticos de los cuales algunas cepas presentaron resistencia a tetraciclina,
trombamicina, ampicilina con sulbactam, piperaciclina con tazobactam,
piperaciclina sin combinacion, ciproflaxacina, trimetoprima con sulfametoxazol,
gentamicina y levofloxacina. Asi mismo, se realizo la sintesis y la cuantificacion
de la reuterina y la prueba de susceptibilidad a reuterina de Klebsiella
pneumoniae, por concentracibn minima inhibitoria donde esta sustancia
antimicrobiana no resulto eficaz en una concentracibn maxima probada de 44.7
mM, para inhibir a Klebsiella pneumoniae, debido probablemente a que este
patdgeno presenta capsula la cual le confiere proteccion y resistencia a los
antimicrobianos.
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ABSTRACT

The development of the new antimicrobial alternatives is a process that can take
years of research. In a hospital setting there are a few controled processes and
some treatment options against bacterial infections. Klebsiella pneumoniae is an
opportunistic and multi-resistant pathogen, due to the indiscriminate use of
antibiotics and its multiple resistance mechanisms, it is responsible for
nosocomial infections that are difficult to treat and can even cause death. On the
other hand, a significant interest in the use of probiotics has been generated, since
these have been shown to have beneficial characteristics in the health of the host
and a great antimicrobial capacity. Therefore, it is proposed in this project, that
the use of Lactobacillus reuteri which is an important probiotic, which has the
ability to produce various antimicrobials such as bacteriocins and reuterine, an
aldehyde that has proven its effectiveness as an antimicrobial. However, reuterine
has been used as a food preservative and there is no evidence of the use of this
substance in nosocomial strains. Therefore, this research is focused on
evaluating the effectiveness of this substance as an antimicrobial against
Klebsiella pneumoniae. For this, the collection of isolated strains from hospitals
was carried out, antibiograms were performed to assess the sensitivity and
resistance to multiple antibiotics of which some strains showed resistance to
tetracycline, thrombamycin, ampicillin with sulbactam, piperacicline with
tazobactam, piperacicline without combination, ciproflaxacin, trimethoprim with
sulfamethoxazole, gentamicin and levofloxacin. As well as the synthesis and
guantification of reuterine and the susceptibility test to Klebsiella pneumoniae
reuterine, by minimum inhibitory concentration where this antimicrobial substance
was not effective at a maximum tested concentration of 40 mM, to inhibit
Klebsiella pneumoniae, probably because this pathogen has a capsule which
gives it protection and resistance to antimicrobials.
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INTRODUCCION
En el ambiente existen gran variedad de bacterias, algunas de ellas resistentes
a los antibioticos como Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), la cual es una
bacteria Gram Negativa, multirresistente debido al uso indiscriminado de
antibidticos y a los multiples mecanismos de resistencia que tiene al producir
enzimas que le permiten bloquear el efecto antimicrobiano, asi como la
transferencia del material genético. Ademas, es una bacteria encapsulada que la
protege de fagocitosis y de los factores bactericidas del hospedero. En conjunto
todas estas caracteristicas generan la capacidad de adaptacion a diferentes
ambientes como lo son los hospitales. Debido a que la resistencia a antibiéticos
es un problema de salud publica mundial y en el ambito hospitalario hay pocas
opciones de control y tratamiento, aunado a que el desarrollo de farmacos es un
proceso que puede llegar a tardar afios de investigacion, es indispensable
desarrollar nuevas alternativas antimicrobianas, para evitar y controlar
infecciones de origen nosocomial (Quintana, 2019). Por otro lado, se ha generado
un interés significativo por la ultilizacion de probidticos ya que estos han
demostrado tener caracteristicas benéficas y una gran capacidad antimicrobiana.
Lactobacillus reuteri es un importante probidtico el cual tiene la capacidad de
producir diversos antimicrobianos de caracter peptidico como lo son las
bacteriocinas y la reuterina que es una sustancia aldehica, de bajo peso
molecular, que ha demostrado su efectividad antimicrobiana frente a
microorganismos patégenos, siendo mas eficaz en bacterias Gram negativas que
en Gram positivas (Martin, 2017). La mayoria de los estudios publicados se
enfocan en la efectividad de la reuterina como conservador en alimentos, sin
embargo, no existe evidencia del empelo de la reuterina en cepas de origen
hospitalario; por lo que esta investigacién resulta pertinente para generar
informacion evaluando la efectividad de la reuterina como antimicrobiano contra

Klebsiella pneumoniae en beneficio del sector salud.



1. Antecedentes

1.1. Generalidades de Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es un bacilo Gram negativo, de la familia Enterobacteriaceae,
mide de 2-3 por 0.4-0.6 micras, es anaerobia y anaerobia facultativa, es inmévil
puesto que no posee flagelos, no forma esporas, posee antigenos somaticos O,
antigenos flagelares H y antigenos capsulares, generalmente formados por
polisacéridos. El género fue llamado asi en honor a Edwin Klebs, un microbi6logo
aleméan de finales del siglo XIX; también fue descrito por Karl Friedlander y
durante muchos afios se conocié como el bacilo de Friedlander (Arredondo &
Villacafa, 2007; Carrillo et al., 2013; Cubero, 2016).

Pneumoniae es la principal especie del género Klebsiella muy expandida en la
naturaleza, normalmente se aisla de materia fecal, tanto de humanos como de
animales, pero también de vegetales, alimentos y agua. Ademas, es una bacteria
gue en su estructura morfologica presenta capsula. Dicha capsula esta
compuesta por polisacéaridos, acidos complejos, con subunidades de cuatro a
seis azUcares y acido uronico. Ademas, la capsula es responsable de que sea un
microorganismo altamente patdgeno, puesto que le provee virulencia.
Actualmente, se conocen 78 tipos serologicos de los cuales dos de ellos K1 y K2
son los mas virulentos (Lépez & Echeverri, 2010; Valdiviezo, 2019). Ademas, le
otorga gran capacidad de resistir a la desecacion en el medio, a sobrevivir en la
piel, por lo tanto a permanecer en las manos como vehiculo fundamental de
transmision debido a que su capsula es hidrofila. Asi mismo, la capsula la
protege de la fagocitosis por macrofagos, polimorfonucleares y de los diferentes
factores bactericidas que proporciona el hospedero lo cual hace a K. pneumoniae
un microrganismo altamente adaptado al ambiente hospitalario. Es una bacteria
ampliamente diseminada en el medio ambiente, lo cual facilita su transmision
entre personas, ciudades y paises. No obstante, cabe mencionar que K.

pneumoniae tiene estructuras especializadas que le permiten adherirse a las



células del hospedero (pilis) y sideréforos que son quelantes del hierro, los cuales
le proporcionan el hierro necesario para su desarrollo (L6pez & Echeverri, 2010).
El hierro es un elemento vital para el crecimiento bacteriano, su disponibilidad en
el hospedero es muy escaso (Lépez & Echeverri, 2010) de esta manera asegura
la obtencion de tal nutriente y facilita su permanencia en el tejido afectado
(Echeverri Toro & Catafio Correa, 2010).



1.1.1 Patogenia

K. pneumoniae es un patégeno oportunista, de suma importancia en el &mbito
hospitalario, capaz de colonizar diversas partes del cuerpo humano como lo son:
la piel, la mucosa, la nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Es responsable de
infecciones nosocomiales, infecta principalmente a pacientes hospitalizados vy,
rara vez causa infeccion en huéspedes sanos (Andrade et al, 2004). La gran
mayoria de las infecciones causadas por este microorganismo son adquiridas en
el hospital. Sin embargo, se ha reportado que las infecciones causadas por este
agente también han sido adquiridas en la comunidad (Namikawa et al., 2019).

Se ha sefalado a K. pneumoniae como un patdogeno causal de infecciones de
dificil tratamiento que puede provocar diversos cuadros clinicos en el hombre
como: infecciones en el tracto urinario, tracto respiratorio, neumonias,
bacteriemias, sepsis, infecciones hepatobiliares, peritonitis, meningitis,
infecciones en tejidos blandos, incluso puede causar hasta la muerte. Infecta el
area y el material quirargico (Algorta & Schelotto, 2006). Se transmite por medio
de heces, por contacto con equipo contaminado en los hospitales como
catéteres, equipos de transfusion, aditamentos de terapia respiratoria, sondas
vesicales, agujas, etc. Los pacientes mas susceptibles a contraer una infeccion
bacteriana son los que se encuentran hospitalizados en unidades de cuidados
intensivos (UCI), los neonatos, los inmunocomprometidos ya sea porque portan
VIH o porque se les suministra algun farmaco inmunosupresor en el caso de
pacientes con trasplantes de érganos, los alcohdlicos, los ancianos, pacientes
gue padecen enfermedades como diabetes mellitus o enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) entre otros (OMS, 2018; Bermejo et al., 2006).

La infeccion sistematica es rapida y muy dificil de controlar (Martinez, 2014). La
primera etapa del ciclo infeccioso es la adherencia del patégeno a las células del
huésped por medio de proyecciones filamentosas de la superficie bacteriana,

denominadas pilis. En K. pneumoniae se encuentran dos tipos de pilis



predominantes: el tipo 1 y el tipo 3. El tipo 1 est4 asociado a la patogénesis del
tracto urinario adhiriéndose a células del tibulo proximal y el tipo 3 est4 asociado
con la adherencia a las células endoteliales y los epitelios del tracto urinario y del
tracto respiratorio (LOpez & Echeverri, 2010).

La infeccion del tracto urinario es la mas frecuente con un 6 al 17% de todas las
infecciones hospitalarias, seguida en importancia por sepsis, heumonia,
infecciones de tejidos blandos e infecciones de heridas quirtrgicas. Casi todos
los pacientes con enfermedad pulmonar causada por Klebsiella presentan una
bronconeumonia o una bronquitis frecuentemente adquirida en el hospital,

representando el 7-8 % de las neumonias nosocomiales.



1.1.2 Resistencia a antibi6ticos

Anteriormente, cuando adn no se contaba con el descubrimiento y la utilizacion
de los antimicrobianos, las enfermedades infecciosas causadas por bacterias
eran la principal causa de muerte en los seres humanos (OMS, 2018). Si bien, la
introduccion de los antibidticos en la practica clinica logré6 que enfermedades
bacterianas que antes eran mortales fueran mas faciles de controlar, aumentando
la esperanza de vida de los pacientes. Los antibidticos se han considerado una
panacea para curar infecciones bacterianas, por ello, se han expandido
mundialmente, aunque no de forma equitativa ni correcta, el mal manejo, la
dosificacion inadecuada especialmente en infecciones que no requieren
farmacos antibacterianos (infecciones virales), terapias antibidticas incompletas,
el antibidtico contraindicado para la sensibilidad del microorganismo, hasta el uso
indiscriminado e irracional de estos farmacos, por ejemplo, en la industria
agropecuaria con la finalidad de mejorar la produccién creando grandes
reservorios de resistencia bacteriana en los animales de granja han contribuido
a la pérdida parcial o total de su efectividad. Ademas, han favorecido la aparicion,
seleccion y diseminacion de cepas resistentes a dichos farmacos (Alos, 2015;
(Cavagnaro, 2014; Rosenblatt, 2009).

La resistencia natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano, por
ejemplo, las bacterias Gram negativas son resistentes a la vancomicina y este
caso no es variable. En cambio, la resistencia adquirida es variable y es adquirida
por una cepa de una especie en especifico. La resistencia adquirida es la que
conlleva al fracaso clinico cuando se cree que se utiliza un antibiético activo sobre
el patégeno que esta produciendo la infeccion. Las bacterias son capaces de
crear resistencia en base a su variabilidad genética, estos mecanismos de
resistencia los pueden adquirir por mutacion o por transferencia horizontal de
material genético contenido en plasmidos entre células bacterianas de especies
similares o distintas. Los mecanismos de resistencia a antibioticos se clasifican

en tres grupos que son: la inactivacion enzimatica, la modificacion en el sitio



blanco y la alteracion de la permeabilidad. En la produccién de enzimas
inactivantes o inactivacién enzimatica, el principal mecanismo de resistencia a
betalactdmicos es por hidrélisis. Esto implica la accion de enzimas
betalactamasas, la cuales destruyen por hidrolisis a los antibibticos
betalactdmicos como: penicilinas, cefalosporinas, monobactadmicos y
carbapenemes (Gomez, Garcia & Hernandez, 1982; Vignoli & Seija, 2006). Del
mismo modo, pueden ocurrir modificaciones no hidroliticas como las
acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones inactivantes de aminoglucésidos.
Otra es la modificacion o alteracion en el sitio blanco o en el sitio de accién en el
cual pueden existir modificaciones en el gen que codifica el propio blanco del
antibidtico, y otro es la adquisicion de genes que codifiquen para sustitutos de los
blancos originales. Y como tercera categoria se encuentra la alteracion de la
permeabilidad que se puede catalogar en tres tipos como: las alteraciones de las
membranas bacterianas y modificaciones en el ingreso, o el eflujo de las drogas.
Los cambios de permeabilidad se relacionan con la disminucién de porinas, el
cual no es un mecanismo que proporcione altos niveles de resistencia (Doleyres
et al., 2005).

La resistencia bacteriana es un mecanismo de defensa para los
microorganismos, es un fendmeno que ya existia antes de que los antibiéticos
fueran descubiertos, sin embargo, con su uso y aplicacion en el tratamiento de
enfermedades infecciosas se ha ido intensificando (Rodriguez et al., 2014). Son
las bacterias y no los seres humanos ni los animales, los que se vuelven
resistentes (Serra, 2017). Tanto en personas como en animales es muy comun

gue los antibiéticos se administren sin supervision médica (OMS, 2018 ).

La resistencia a los antimicrobianos constituyen un problema de salud publica
mundial, y el desarrollo de nuevas alternativas para el tratamiento es un proceso
gue puede llegar a tardar afios (Serra, 2017; Quintana, 2019) debido al elevado
costo para desarrollar nuevos farmacos y la dificultad en los criterios de

aprobacion (Rosenblatt, 2009). Asi mismo, la resistencia a los agentes



antimicrobianos va en aumento dia con dia, es un fenébmeno que afecta por igual
a paises de alto y bajo ingreso, apareciendo y propagando mecanismos de
resistencia, haciendo mas dificil la capacidad para controlar infecciones. Con ello,
la neumonia, tuberculosis, septicemia, gonorrea, sifilis, el trasplante de 6rganos,
quimioterapia, cirugias entre otros, son practicas que se vuelven mas dificiles, de
alto riesgo y en ocasiones imposibles de controlar conforme los antibiéticos van
perdiendo su efectividad (OMS, 2018; Serra, 2017). Actualmente, las
enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas mas importantes de
muerte (Alos, 2015). En el mundo mueren mas de 2 millones de personas al afio
por infecciones intratables gracias a la resistencia (Mendoza, 2011). Al mismo
tiempo, muchos paises en desarrollo a nivel mundial no cuentan con
medicamentos efectivos (OMS, 2018). El alto consumo de antibidticos sobre todo
en los hospitales ha generado cepas con mecanismos de resistencia que en
ocasiones nos dejan sin alternativas para su tratamiento. Esta resistencia
disminuye la posibilidad de que el medicamento sea eficaz (Serra,2017,
Solérzano & Miranda,1998) haciendo que las infecciones se vuelven
persistentes, y se prolongue el tiempo de hospitalizacion. Esto, obliga a los
pacientes a utilizar medicamentos de alto costo, en consecuencia, el riesgo a
propagarse entre personas y el riesgo de mortalidad aumentan (OMS, 2018;
Serra, 2017).

La resistencia no es un problema de patogénesis si no una limitacion para las
opciones de control, ya que de cierta forma somos dependientes de los
antibioticos. Si ademas de estos, existieran otros meétodos alternativos la
resistencia persistiria, pero dejaria de ser un problema de salud publica (OMS,
2018).

En muchos paises, como en México y el sur del continente americano, en donde
se presenta mayor consumo de antibiéticos sin prescripcion médica, no se han
generado politicas que indaguen la restriccion de los antibioticos. Mientras que

en paises donde si existen estas restricciones no se han llevado a cabo de la



mejor manera para evitar el consumo excesivo de antibioticos, especialmente en

lo que se refiere al crecimiento de animales (Mendoza, 2011).

No es una exageracion visualizar que en un futuro cercano la humanidad se
aproxima a padecer infecciones bacterianas con la misma gravedad que se tenia
antes de que se descubriera el primer antibidtico. Quien posea un buen sistema
inmunolégico podria tener la posibilidad de sobrevivir, en cambio, de no ser asi,
dificilmente se podra sobrevivir a infecciones serias (Mendoza, 2011).



1.1.3 Klebsiella pneumoniae multirresistente

K. pneumoniae es un patégeno de distribucion mundial, reconocido como una
amenaza urgente para la salud humana como consecuencia de la aparicién de
cepas resistentes a multiples antibiéticos asociados con brotes hospitalarios y de
comunidad (Valdiviezo, 2019). La resistencia de K. pneumoniae a los
antimicrobianos ha evolucionado. Actualmente, el gran problema clinico
generado es por su elevada resistencia (Algorta & Schelotto, 2006; Espinal,
Mantilla, Saavedra, 2004; Lopez & Echeverri, 2010). La multirresistencia aparece
como producto de mecanismos codificados en los cromosomas o0 en los
elementos moviles, pues esta Ultima causa, genera mayor preocupacion ya que
la diseminacion de los elementos moviles promueven la aparicion de brotes
nosocomiales (Cano et al., 2008). Ademas K. pneumoniae presenta plasmidos
relacionados con la expresion de proteinas que sirven para la fijacion de este
microorganismo a superficies plasticas, como las de catéteres vasculares y

sondas vesicales. (Paciel, Seija, Prieto, Vignoli, & Medina, 2011).

K. pneumoniae presenta resistencia a las diferentes familias de antibioticos como
los son los aminoglucdsidos, quinolonas y betalactdmicos. Los comunes perfiles
de multirresistencia que se presentan en K. pneumoniae pueden lograr el fracaso
de cualquier tratamiento (Suarez et al., 2015). Se considera que las enzimas
betalactamasas son el principal mecanismo de resistencia presente en los bacilos
Gram negativos en especial las enterobacterias y en los bacilos no
fermentadores. Otros mecanismos importantes que caben resaltar son la
produccion de la pérdida o modificacién de porinas, restandole permeabilidad a
la membrana externa bacteriana, la cual le otorga a K. pneumoniae una alta
resistencia a los antibioticos betalactamicos, por lo que es de suma importancia
ya gque estos antibiéticos son los mas prescritos. La aparicion de cepas
productoras de enzimas betalactamasas que son hidrolasas, promueve la
capacidad de inactivar los antibiéticos de las familias de los betalactamicos, es

decir, penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Morejon
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Garcia, 2013). Entre los mecanismos de resistencia de K. pneumoniae el
principal se encuentra en las enzimas betalactamasas, las cuales inhiben por
hidrélisis enzimatica el anillo betalactdmico de los antibiéticos betalactamicos ya
que actua inactivando las propiedades de la molécula antes de que puedan llegar
a su sitio de accién, es decir, al punto de unién con las proteinas fijadoras de
penicilina PBP (Paciel et al., 2011). Su importancia radica en que el anillo
betalactdmico se encuentra en la estructura de varias familias de antibiéticos. Es
un anillo heterociclico de cuatro atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno y se
diferencian en base a las cadenas laterales complementarias relacionadas con
su actividad antimicrobiana, farmacocinética y toxicidad. El mecanismo de accion
de los antibioticos betalactamicos se centra en inhibir la sintesis de la pared
bacteriana, es decir, las transpeptidasas denominadas PBP. Interfieren en la
ultima etapa de la sintesis de peptidoglicano. No obstante, también actian en la
activacion de la autolisina bacteriana endogena, la cual destruye el
peptidoglicano. Asi mismo, al inhibir la produccion de peptidoglicano, se crea una
pared bacteriana débil y el medio donde se encuentra la bacteria es
hiperosmético, lo cual las sustancias del exterior logran entrar a la célula
bacteriana, esta se hincha y por lo tanto se lisa, esta es otra forma de actuar de

los betalactamicos (Hernandez-Torres, 1982).

En la mayoria de los casos K. pneumoniae es resistente a la ampicilina debido a
la presencia de la enzima betalactamasa SHV-1 y con justa razén puesto que K.
pneumoniae presenta resistencia de manera natural a las penicilinas (Suarez &
Gudiol, 2009). En los afios 80 el uso de nuevos antibioticos eficaces contra la
resistencia por este tipo de enzima origind la apariciéon de cepas resistentes a
dichos farmacos. Con ello, en Alemania en el afio 1983 se reportd por primera
vez la resistencia de K. pneumoniae a cefalosporinas de tercera generacion.
Ademas en el afilo 1985 en Alemania se reporto la mutacion de la enzima SHV-
1 produciendo la enzima SHV-2, causante de la resistencia a las cefalosporinas
de amplio espectro por lo cual se le denominé BLEE (L6pez & Echeverri, 2010).
Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas originadas por
bacilos gramnegativos que hidrolizan las cefalosporinas de amplio espectro y los
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monobactamicos, pero no las cefamicinas ni los carbapenémicos. Habitualmente
son transferidas por plasmidos. La existencia de las BLEE ha obstaculizado la
eficiencia del tratamiento de numerosas infecciones bacterianas debido a que
cepas de K. pneumoniae son responsables de la resistencia a la gran mayoria
de los betalactdmicos y a antimicrobianos de otras familias (Diaz et al., 2009;
Bermejo et al., 2006).

Por otro lado, se ha reportado la aparicién de enzimas betalactamasas del tipo
Klebsiella pneumoniae carbapenemasas (KPC). Estas enzimas fueron
detectadas por primera vez en K. pneumoniae y son propias de esta
enterobacteria. Se le atribuye a K. pnuemoniae el grave problema de salud
publica generado especialmente por la resistencia a los antibioticos
carbapenemicos. Las enzimas carabapenemasas se caracterizan por su
capacidad para hidrolizar antibioticos carbapenémicos, cefalosporinas,
penicilinas y aztreonam pero son débilmente inhibidas por acido clavulanico y
tazobactam pero presentan una elevada inhibicion por acido fenilboronico (Vera-
Leiva et al., 2017). La aparicion de estas enzimas, es sumamente alarmante ya
gue estos antibidticos betalactamicos de elecciéon para el tratamiento de
infecciones causadas por enterobacterias productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEES) son reservados y empleados en casos de
infecciones graves como ultimo recurso efectivo y disponible para el tratamiento
de infecciones donde K. pneumoniae es el agente responsable (Valdiviezo,
2019). Lo cual explica que si estos antibioticos son suministrados en casos
especiales la posibilidad de controlar estas infecciones se ve limitada (Paciel et
al., 2011). La resistencia de Klebsiella pneumoniae a los antibibticos
carbapenémicos como tratamiento de ultimo recurso se ha ido propagando de tal
manera que en muchos paises dichos antibiéticos no presentan efecto en la

mayoria de los pacientes infectados por K. pneumoniae (OMS, 2018).

Por otra parte, el primier inhibidor de las enzimas betalactamasas fue el acido
clavulanico su estructura quimica le permite interactuar con la enzima

betalactamasa secretada por bacterias como K. pneumoniae que le confiere
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resistencia a los antibioticos betalactamicos (Hernandez-Torres, 1982). De
hechos, se ha reportado que la colistina es un antimicrobiano utilizado para tratar
bacterias Gram negativas, resistentes a los medicamentos en especial para los
gue son capaces de inducir resistencia a carbapenémicos. Sin embargo, es
importante destacar que estudios relatan que K. pneumoniae soporta el
tratamiento con colistina y acido clavulanico, esto se ha originado por el uso
inadecuado e imprudente de dosificaciones subdptimas (Breve, 2014).

Ademas, de los betalactamicos otro grupo de antibiéticos son las quinolonas que
son antibiéticos sintéticos, su espectro se amplié con la introduccién de un atomo
de fluor (fluoroquinolonas), su mecanismo de accién es mediante la inhibicion de
las enzimas topoisomerasa Il o ADN girasa asi como la topoisomerasa IV
indispensables para la sintesis de ADN. Entre las quinolonas se encuentran:
norfloxacino, ciprofloxacino, y levofloxacino (Valdiviezo, 2019). Por otro lado, los
aminoglucosidos son antimicrobianos frecuentemente empleados y eficaces, por
lo general son utilizados en sinergia con betalactamicos, su mecanismo de accion
se lleva a cabo en la interaccion de la superficie de la membrana y en la union en
la subunidad 30s de los ribosomas impidiendo la sintesis de proteinas,
promoviendo la muerte del microorganismo. En este grupo se encuentran

antibidticos como amikacina, gentamicina y kanamicina (Valdiviezo, 2019).
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1.1.4 Epidemiologia

En los paises desarrollados se piensa que las principales causas de muerte son
las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Sin embargo, estudios en Europa
indican que las enfermedades infecciosas representan la segunda causa de
mortalidad. En el mundo 16 de cada 53 millones de personas mueren a causa de
enfermedades infecciosas (Suarez et al.,, 2015). Los agentes infecciosos
responsables de la mortalidad del hombre han ido evolucionando al mismo
tiempo que las medidas higiénicas y las técnicas médicas han evolucionado
(Lasa, Del Pozo, Leiva, & Penadés, 2005). Después de las infecciones
respiratorias, las infecciones urinarias son las mas frecuentes en el ambito
hospitalario y en la comunidad motiva millones de consultas médicas
ambulatorias y hospitalizaciones. Dichas infecciones atribuibles al uso de
dispositivos invasivos como los catéteres urinarios y complicaciones como la
bacteriemia y la septicemia (Vargas-Alzate, Higuita-Gutiérrez, & Jiménez-
Quiceno, 2019). Sin embargo, se ha reportado que los paises latinoamericanos
son los que presentan mayor problema de resistencia a los antibidticos en
comparacion con Estados Unidos y Europa (Paciel et al.,, 2011), lo cual es
aceptable ya que en estos paises existe mayor control en cuanto al consumo de
estos farmacos. Sin embargo, en paises latinoamericanos como es el caso de
México, los antibidticos estan al alcance de todos, en ocasiones estos se
encuentran a la venta sin receta y el personal del sector salud recetan antibioticos
de una manera inconsciente, del mismo modo, la falta de educacién en cuanto a
su consumo por parte de la poblacién deja mucho que desear. Por otro lado, la
aparicion de cepas multirresistentes son cada vez mas frecuentes en
Latinoamérica y representa un grave problema de salud relacionado a la
morbilidad y a los altos costos (De La Vega, Benadof, Veas, & Acufia, 2017).

Entre el 3y 7% de todas las infecciones bacterianas nosocomiales son causadas
por K. pnuemoniae, situacion que la ubica como uno de los ocho patégenos
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hospitalarios més importantes. El Grupo de Estudio de la Resistencia Microbiana
de Medellin reporté que de 14 hospitales de esta ciudad durante los afios 2007-
2008 hacen responsable a K. pneumoniae como el tercer microorganismo
frecuentemente aislado con un 8 % del total de microorganismos cultivados en
los hospitales. Asi mismo, el grupo de estudio de resistencia de Bogotad (GREBO)
en 14 hospitales de tercer nivel de esa ciudad entre los afios 2001 y 2003
sefialaron que K. pneumoniae ocupé el cuarto lugar en prevalencia con un
porcentaje del 5,7%, como causante de infeccion nosocomial (Suéarez et al.,
2015). Ademas, se reveld que K. pneumoniae es el agente etiolégico del 8%
causal de todas las infecciones bacterianas adquiridas en los hospitales en los
EE. UU y Europa (Lopez & Echeverri, 2010). No obstante, se han detectado
cepas de K. pneumoniae denominada hipervirulenta en el este y sureste de Asia
desde hace dos décadas. Este tipo de cepas se detectaron por primera vez en
el afio 1980, en un paciente taiwanés que adquirio la infeccion por este agente
patdgeno en la comunidad, si bien, las infecciones por K. pneumoniae
hipervirulentas aparecieron en Asia y se extendieron a otras zonas geograficas
hasta actualmente considerarse como un grave problema clinico mundial con un
incremento en incidencia. De hecho se reporté que estas cepas hipervirulentas
son una amenaza incluso para jovenes sanos con el peligro de adquirir la
infeccion en la comunidad (Namikawa et al., 2019).

La facilidad con la que K. pneumoniae se dismina en el ambiente hospitalario y
su alta estabilidad en los plasmidos que contienen genes que codifican para [3-
lactamasas ha generado un acumulo de mudltiples resistencias en una misma
cepa y asi serios brotes epidémicos (Martinez, 2014). Algunos brotes o
epidemias nosocomiales han estado asociados con cepas de K. pneumoniae
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, debido a la produccién de
betalactamasas de espectro expandido (BLEE) (Barreto, Zambrano, & Araque,
2009). De hecho en el afio 1983, se informd por primera vez la aparicion de
betalactamasas mediadas por plasmidos capaces de inactivar cefalosporinas de
expectro extendido. El hecho de que los antibiéticos carbapenémicos sean las
drogas de eleccion para infecciones graves por agentes responsables de producir
BLEE crea una mayor dependencia para el uso de carbapenémicos en la practica
clinica (Arnold et al., 2011).
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Ademaés de las BLEE, K. pneumoniae es la principal especie productora de otro
tipo de enzima denominada KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa), lo
cual, genera una mayor preocupacion por que es capaz de hidrolizar e inactivar
los Unicos antibidticos efectivos para las infecciones por bacterias productoras
de BLEE. Peor aun, la enzima KPC se ha ido diseminando y se ha encontrado
en otras bacterias de la familia enterobacteriaceae como E. coli, S. aureus, K.
oxytoca, Salmonella enterica, E. coli, Proteus spp., Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Raoultella ornithinolytica, Morganella morganii,
Pantoea spp., Providencia spp. Yy S. marcescens, A. baumannii, P.
aeruginosa y Flavobacterium odoratum (Vera-Leiva et al., 2017). Las infecciones
causadas por K. pneumoniae productora de KPC son un problema mundial que
se ha ido agravando desde su primera deteccion hace mas de una década
(Arnold et al., 2011). En el afio 1996, en Carolina del Norte se report6 el primer
primer aisalado de K. pneumoniae productora de KPC, desde esa fecha hasta la
actualidad ya se ha expandido por el mundo y se han identificado y reportado
aislados productores de KPC en Europa, Asia, Medio Oriente, América Central y
del Sur, Brasil, Uruguay, Ecuador y Argentina, Africa y Oceania. En ese afio
cuando se hallaron cepas resistentes a los carbapenemes se clasific6 como
“super bacteria” o multirresistente (Arnold et al., 2011; Cordova et al., 2012; Vera-
Leiva et al., 2017). No obstante, Colombia es un pais que ha sido reportado a
nivel mundial como endémico de K. pneumoniae productora de KPC (Bustos-
Moya et al., 2016). En el afio 1994, en Japon se detectdé otra enzima
carbapenemasa la cual se denomind metalobetalactamasa también capaz de
hidrolizar antibiéticos carbapenémicos, sin embargo, son menos comunes que
las enzimas KPC (Arnold et al., 2011).

Antes de presentarse los primeros brotes hospitlarios de K. pneumoniae en
Nueva York, la resistencia a los carbapenémicos era una nueva incidencia en los
Estados Unidos, estos brotes causaron una gran preocupacion ya que estos
agentes patdégenos presentaban resistencia a todos los betalactamicos y en
hospitales de Brooklyn durante el 2003 y 2004 la mitad de estas bacterias
presentaban susceptibilidad a los aminoglucoésidos y a las fluoroquinolonas.
Después de los primeros brotes en Nueva York las bacterias productoras de KPC
fueron endémicas en muchos hospitales de esta ciudad y de Nueva Jersey, 10
afios mas tarde ya se habian detectado cepas productoras de KPC en todo
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Estados Unidos y en el mundo. El primer aislamiento que se detect6 en Francia
fue en el 2005 en un paciente que habia estado previamente hospitalizado en
un Hospital en New York (Arnold et al., 2011). Asi mismo, se ha encontrado que
tanto en Israel como en EE.UU. una alta tasa de mortalidad ha sido atribuida a
las infecciones causadas por K. pneumoniae productora de KPC, con un 38 a un
57% y en Grecia un 22,2 % (Paciel et al., 2011). En el afio 2014, la OMS informo
gue las cepas de K. pneumoniae resistentes a los carbapenémicos ya se habia
diseminado a nivel mundial y que el principal mecanismo de resistencia a estos
antibidticos es la enzima KPC (Vera-Leiva et al., 2017).

En México existen reportes que demuestran que K. pneumoniae es uno de los
principales agentes causantes de infecciones intrahospitalarias con niveles
significativos de morbilidad y mortalidad (Andrade et al., 2004; Suarez & Gudiol,
2009). En México en el 2001 se describio a K. pneumoniae como una bacteria
productora de enzimas betalactamasas de espectro extendido (BLEE) como un
importante agente patdgeno en pediatria, asi mismo, se identificaron
aislamientos provenientes de un brote en 1996 como productores de BLEE tipo
SHV-5. En abril del afio 2014, la OMS publicé su primer informe mundial con
datos de 114 paises sobre la resistencia a antimicrobianos, en el caso de las
Américas sefialo la resistencia de K. pneumoniae a las cefalosporinas, en el caso
de México se sefialaron las cuatro causas mas frecuentes de infeccion
nosocomial: de vias urinarias, de herida quirtrgica, neumonias y bacteriemias;
segun una guia de practica clinica (GPC), los Gram negativos como K.
pneumoniae se encuentra en la flora mas prevalente en infeccién nosocomial de
vias urinarias relacionada a la sonda vesical. En ese mismo afio se dieron a
conocer bacteriemias causadas por K. pneumoniae productora de BLEE
causando infeccion en neonatologia (Rodriguez noriega et al., 2014). En México
entre el 2004 y 2008 la problemética ocasionada por bacterias productoras de
BLEE se abord6 en varios hospitales mexicanos en los cuales existié evidencia
de bacteriemias e infecciones urinarias, asi mismo se reporto la propagacion de
un clon de K. pneumoniae productora de SHV-5 (Rodriguez et al., 2014). En el

Hospital General Regional 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social de
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Chihuahua, Chihuahua, México, en el afio 2013, se detectoé un total de 1042
infecciones nosocomiales, principalmente relacionadas con: lineas vasculares
(25 %), de sitio quirtrgico (24 %), neumonia (14 %) y de vias urinarias (12 %),
causadas por diferentes patégenos del cual K. pneumoniae ocupa el (5.1 %) de
las infecciones nosocomiales, asi mismo, durante el afio 2014, se reportd que
de 13527 egresos hospitalarios, 1079 presentaron Infecciones nosocomiales (8
por 100 egresos) identificadas de lineas vasculares, quirargicas, neumonia y de
vias urinarias de las cuales se observo que K. pneumoniae es una de las 7
principales bacterias multirresistentes mostrando resistencia a 34 antibidticos
(Holguin et al., 2005). La mayor problematica se encuentra asentada a nivel
intrahospitalario donde las cepas pasan de paciente en paciente y las enzimas
de microorganismo en microorganismo, lamentablemente en los ultimos afos no
se han desarrollado nuevas drogas antimicrobianas para el tratamiento de
infecciones por bacilos Gram negativos lo que ha limitado fuertemente las
posibilidades terapéuticas (Paciel et al., 2011). Es por ello que debido a la multiple
resistencia y a la falta de antimicrobianos que proporcionen una solucion efectiva
para la intervencion de las infecciones es necesario desarrollar nuevas opciones
de control como la utilizacion de probidticos, tal es el caso de Lactobacillus reuteri
un probidtico capaz de producir multiples antimicrobianos, que en diversos
estudios se ha demostrado que dichos antimicrobianos tienen un alto potencial

para inhibir el crecimiento de agentes patégenos (Ortiz et al., 2017).
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1.2 Lactobacillus reuteri como opcion de control del crecimiento
microbiano

En 1965 se defini6 inicialmente a los probiéticos haciendo referencia a sustancias
que eran segregadas por microorganimsos que favorecian el crecimiento de
otros. Actualmente, el término probidtico hace referencia a microorganismos
viables, principalmente bacterias, no patdgenas, utilizadas como suplemento
alimenticio que en dosis apropiadas contribuyen en beneficio de la salud del
huésped (Estupiiian, Manzano & Poveda, 2012; Mu et al., 2018; Olveira &
Gonzalez, 2007).

En los dltimos afios se ha generado un interés significativo por la ultilizacion de
probidticos, debido su gran potencial para producir antimicrobianos ya sean
bacteriocinas o acidos que puedan inhibir la proliferacion de patdgenos (Fierro et
al., 2017). Y, en gran medida a la resistencia a antibiéticos y a las propiedades
saludables sobre su consumo, especificamente en el tratamiento de
enfermedades en el tracto gastrointestinal ya que estos han demostrado tener
caracteristicas benéficas, lo que ha promovido en gran medida su uso, como una
terapia prometedora y segura en diferentes casos clinicos (Estupifian, Manzano
& Poveda, 2012; Mu et al., 2018; Olveira & Gonzéalez, 2007). Los probibticos
previenen los problemas de salud, enriquecen la microiflora con bacterias que
actian de manera positiva, es decir, a favor de la vida del huésped (Fernandez,
2005).

En 1980, el Lactobacillus reuteri (Lb. reuteri) se identifico y se le asigno el
nombre de reuteri en honor a su descubridor, Gerhardt Reuter (Ledn et al., 2015).
El Lb. reuteri es una bacteria Gram positiva, heterofermentativa, anaerobia
facultativa, no forman esporas, y tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de
35-38 °C. Ademas, cumple con las caracteristicas de ser un probiético ya que
resiste al pH acido del estbmago, intestinos y a las sales biliares y a diversos
entornos de pH, siendo capaz de crecer a un pH entre 5y 7.5 (Martin, 2017).
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Lb. reuteri es una cepa probidtica colonizadora de humanos y animales. En
humanos es comun encontrarlo en diferentes sitios del cuerpo como lo son el
tracto gastrointestinal y urinario, en la vagina, via oral, la piel e incluso en la leche
materna (Hernandez & Millones, 2016; Mu et al., 2018). Tiene diversos efectos
beneficos como la prevencion y mejora de diferentes trastornos (Mu et al., 2018).
Asi mismo, propiedades funcionales contra infecciones en el cuerpo humano
(Ceylan et al., 2019; Hernandez & Millones, 2016). Actia como probiédtico a través
de mecanismos como la exclusion y la competencia con patégenos por los
nutrientes (Hernandez & Millones, 2016). Incluso tiene la capacidad de adherirse
a las paredes del intestino reduciendo la posibilidad de que otros
microorganismos se adhieran en la pared intestinal. Es capaz de inhibir
microorganismos patdégenos, regenerar la microbiota comensal del huésped y
fortalecer la berrera intestinal. Ademas, entre los numerosos beneficios de Lb.
reuteri se destaca que reduce las infecciones, promueve la salud, mejora la
tolerancia de los alimentos, la absorcién de nutrientes, minerales y vitaminas,
reduce la traslocacion bacteriana y actta en beneficio del sistema inmunologico
(Mu et al., 2018).

Por otro lado, cabe destacar que el Lb. reuteri es un importante probidtico capaz
de producir multiples antimicrobianos. Su accion probidtica se debe a la
capacidad de inhibir con éxito microorganismos patégenos combinando
diferentes mecanismos de accién (Martin, 2017; Mu et al., 2018). Presenta
efectos de inhibicion contra bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Hernandez & Millones, 2016). Lb. reuteri coloniza de forma natural el tracto
gastrointestinal, al estar en contacto con el patdogeno, actia produciendo altas
cantidades de antimicrobiano con el fin de eliminar al agente oportunista y
proteger al hospedero (Lopez, Garcia, Lopez-Malo, & Santiago, 2008). Ademas,
con la sintesis de sus diferentes sustancias antimicrobianas se ha demostrado
gue el Lb. reuteri es eficaz contra la infeccion causada por Helicobacter pylori,
principal responsable de ulceras y gastritis (Ceylan et al., 2019). Lb. reuteri
erradica a este patdgeno sin causar los efectos secundarios comunes en
comparacién con las reacciones que causan los antibiéticos. También, se ha
demostrado que es efectivo contra una amplia variedad de bacterias como lo es
la E. coli, Clostridium y Salmonella. Asi mismo, se ha reportado que Lb. reuteri
actla contra hongos y virus, por ejemplo, contra neumaovirus, circovirus, rotavirus,
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virus coxsackie y papilomavirus. De igual manera se ha reportado que Lb. reuteri
tiene propiedades antifungicas donde detiene el crecimiento y mata varias
especies de Candida (Mu et al., 2018).

Puesto que Lb. reuteri consigue producir moléculas antimicrobianas como los
acidos orgénicos, acido lactico, perdxido de hidrogeno, etanol, bacteriocinas,
reuteraciclina y la reuterina (Mu et al., 2018; Diaz, 2016) los cuales son
antimicrobianos hidrosolubles de amplio espectro efectivos a pH variables y son
resistentes a enzimas proteoliticas y lipoliticas (Hernandez & Millones, 2016).
Ademas de reuterina y reutericiclina, Lb. reuteri consigue producir otro
antimicrobiano designado como reutericina 6 0 gassericina A, la cual es una
bacteriocina hidr6foba, pequefia y circular de amplio espectro de accion contra
patdogenos presentes en los alimentos (Martin, 2017). La reuteraciclina es un
antimicrobiano el cual se caracteriza por ser un acido tetramico y ha demostrado
su accion en los alimentos, contra bacterias Gram positivas. Las bacteriocinas
son péptidos biolégicamente activos que tienen propiedades inhibidoras y son
sustancias naturales para conservar alimentos mas admisibles que los
conservadores quimicos (Ramirez, 2005). La habilidad de Lb. reuteri para
sintetizar reuterina es dependiente de la temperatura, el pH, la concentracion de
oxigeno, la edad celular y la biomasa. Lb. reuteri produce cantidades suficientes
de reuterina que se ha utilizado en el ambito de los alimentos donde se ha
comprobado su eficiencia como antimicrobiano, con una gran capacidad de
inhibicion bacteriana es por ello que se propone la reuterina como una opcién en
el control y tratamiento de bacterias oportunistas y multirresistentes en el
ambiente hospitalario.
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1.2.1 Generalidades de reuterina

Entre los compuestos no proteicos producidos por lactobacillus reuteri se
encuentra la reuterina (Milena et al., 2009), o 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA)
es una sustancia neutra, soluble en agua y de naturaleza aldehidica, con un bajo
peso molecular de 74,0817 g/mol, producida por Lb. reuteri durante el
metabolismo anaerdébico del glicerol (Martin, 2017). La reuterina es una molécula
de cadena corta que si no se utiliza como antimicrobiano esta puede ser

facilmente metabolizada (Lépez et al., 2008).

Lb. reuteri es el probiético que produce mayor cantidad de 3-HPA en solucién de
glicerol (Doleyres, Beck, Vollenweider & Lacroix, 2005), este, metaboliza el
glicerol para generar 3-HPA en una reaccion mediada por la coenzima B12 (Mu
et al., 2018), siendo la glicerol deshidratasa (GDH) la enzima responsable de la

produccion de 3-HPA, que transforma el glicerol a 3-HPA (Baeza et al., 2011).

Estudios describen la estructura de la reuterina que disuelta en agua se
encuentra en equilibrio compuesta en sus tres formas: monomérica, hidratada y
dimérica ciclica (Baeza et al., 2011). La reuterina es efectiva en un intervalo de
pH de 2 a 8, siendo mas estable a pH acido, mientras que a pH basico en un
rango de 11 se degrada rapidamente y de manera irreversible. Otro factor
importante que contribuye para la estabilidad de la reuterina es su concentracion,
cuando la concentracion de reuterina esta por encima de los 4.9 M se presenta
en forma de dimero, en solucibn acuosa experimenta una dimerizacion e
hidratacion reversible formando un equilibrio de 3-HPA, hidrato de HPA y HPA
dimero llamado reuterina. Cuando la concentracion es baja de 1,4 M prevalece
el HPA hidratado, incluso a menores concentraciones de 0,03 M, son las
empleadas en la mayoria de las investigaciones en las que la reuterina se utiliza
como antimicrobiano. La reuterina de acuerdo con su composicién quimica es

resistente a enzimas proteoliticas y lipoliticas (Martin, 2017).
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1.2.2 Reuterina como antimicrobiano

La reuterina es un potente inhibidor bacteriano, tiene una amplia efectividad y es
activa contra numerosos microorganismos patdgenos relacionados al deterioro
de alimentos (Martin, 2017) y ha demostrado Inhibir bacterias Gram positivas y
Gram negativas siendo mas eficaz en Gram negativas, incluyendo otros
microorganismos como Vvirus, levaduras, mohos y protozoos (Doleyres et al.,
2005; Milena & Suarez, 2009; Talarico & Dobrogosz, 1989). Por sus
caracteristicas antimicrobianas la hace atractiva como conservante natural de
amplio espectro en la mejora de la calidad y seguridad de los alimentos
refrigerados asi como agente auxiliar terapéutico (Doleyres et al., 2005). Se cree
gue la accion antimicrobiana de la reuterina es debida en gran parte a la
conversion espontanea de 3-HPA a acroleina que esta ultima es una sustancia
citotoxica (Mu et al., 2018). Su actividad antimicrobiana es extraordinariamente
amplia, se describe que la reuterina actia sobre la sintesis de ADN inhibiendo
las enzimas sulfhidrilo implicadas en la actividad ribonucledtido reductasa, donde
el dimero de reuterina se sitia en el lugar de reconocimiento de la ribonucleotido
reductasa e inhibe la actividad de la enzima ribonucledtido reductasa involucrada
en la sintesis del DNA, lo cual determina su amplio espectro antimicrobiano
(Milena & Suarez, 2009; Talarico & Dobrogosz, 1989). No obstante, se le atribuyo
la accién antimicrobiana de la reuterina por su capacidad para reaccionar con
los grupos sulfhidrilo de las ribonucleétido reductasa y de las tiorredoxinas. Por
altimo se determind que la reuterina genera estrés oxidativo en las células
modificando el grupo tiol en ensayos in vitro. Al afiadir un aminoacido con un
grupo tiol como lo es la cisteina al medio, se demostr6 que la reuterina
Unicamente actla en alta concentracidon, mientras que adicionando otros
aminoacidos sin grupo tiol como valina o serina el aldehido de reuterina actla
sobre su actividad antimicrobiana desde muy bajas concentraciones (Martin,
2017). Por otro lado, cabe destacar que no hay suficiente evidencia que respalde

la utilizacion de la reuterina como tratamiento terapéutico por ello se pretende
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utilizar la reuterina como una opcion para el control de infecciones causadas por

patdgenos multirresistentes como lo es K. pneumoniae.
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1.3 Hipotesis
La reuterina es un antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de Klebsiella

pneumoniae

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General
Evaluar la efectividad de reuterina como antimicrobiano contra Klebsiella

pneumoniae
1.4.2 Objetivos especificos

o Recolectar cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de hospitales
e Probar resistencia a antibioticos de las cepas aisladas

e Producir y cuantificar reuterina proveniente de Lactobacillus reuteri

e Determinar la susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae a reuterina
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2. Materiales y métodos

2.1 Antibiogramas

Se probd la resistencia a antibiéticos por medio de antibiogramas y se determiné
a cudles de estos antibioticos las cepas aisladas de K. pneumoniae son sensibles
y resistentes. Esto consisti6 en sembrar el microorganismo de interés sobre la
superficie de agar contenido en una placa de Petri y sobre este in6culo se
colocaron discos de papel secante impregnados con diferentes antibioticos.
Posteriormente, se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas. Una vez transcurridas
las 24 horas de incubacién se observa si los discos aparecen rodeados por una
zona ausente de colonias bacterianas, al cual se le denomina halo de inhibicion.
Esto significa que el microorganismo es sensible al antimicrobiano, de lo contrario
cuando no aparece un halo de inhibicion el microorganismo es resistente al

antimicrobiano (Alarcon et al.,2016).

2.2 Sintesis de reuterina

La sintesis y cuantificacion de reuterina se realizé en el Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo CIAD A. C. en la unidad de Cuauhtémoc,
Chihuahua, México. La metodologia que se utilizo para llevar a cabo la sintesis y
obtencién de reuterina fue de acuerdo a lo reportado por (Ortiz-Rivera et al.,
2017).

Para llevar a cabo la sintesis de reuterina fue necesario preparar soluciones como
el buffer fosfato de potasio 0.1 M a pH 7 del cual se pesaron 5.44 g y se
disolvieron en 400 mL de agua. Asi mismo, la solucién de glicerol 200 mM donde
se tomaron 7.3 mL de glicerol y se aforaron en un matraz de 500 mL.

La reuterina se obtuvo a partir del Lb. reuteri en condiciones anaerobias. Se
preparé un caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe). Se pesaron 2.55 g del polvo del
caldo MRS y se disolvieron en 50 mL de agua. Para disolver se coloc6 en un vaso
de precipitados con un agitador magnético sobre una patrrilla eléctrica. Una vez
preparado el caldo, se transfirieron 5 mL de caldo en 10 tubos con su respectiva
tapadera, sin cerrar totalmente (no se le agregd Tween 80) y se esterilizaron en
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autoclave. Una vez estéril se dejo enfriar a temperatura ambiente. Después se
realizo el pre-cultivo en un tubo con caldo estéril y se inocularon 100 pL de la
cepa de Lb. reuteri, se incubé a 37°C de 15 a 24 horas.

Para la preparacion del medio de cultivo
se pesaron 25.5 g de polvo del caldo MRS, los cuales se disolvieron en un frasco
con 500 mL de agua, sobre una parrilla eléctrica con un agitador magnético y se
le agregaron 729 pL de glicerol.

Una vez terminado el periodo de incubacion y si hubo crecimiento celular en el
pre-cultivo de Lb. reuteri, este se transfirié al frasco del medio de cultivo al 1%,
es decir, 5 mL del pre cultivo en 500 mL de caldo MRS con glicerol y se procedio
a incubar entre 37°C a 41°C por 15 a 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion
del cultivo al 1%; se transfirieron 50 mL del cultivo en 10 tubos Falcon de 50 mL.
Se procedio a centrifugar todos los tubos con el cultivo a 1500 rpm a 20°C por 10
minutos. Al centrifugarse se formo un sedimento de células de Lb. reuteri, y el
sobrenadante se desechd. Después se realizaron los lavados de Lb. reuteri con
10 mL del buffer de fosfatos 0.1 M a pH de 7 y se desecho el sobrenadante. Asi
mismo, se peso un tubo falcon vacio con su respectiva tapadera y sobre ese peso
se le agregd 1g del sedimento de Lb. reuteri. Se obtuvieron 2 g totales del
sedimento de Lb. reuteri colocando cada gramo en 2 tubos.

Para la produccion de reuterina, a cada tubo Falcon con 1 g de sedimeto, se le
agrego 30 mL de glicerol para disolver totalmente y se incub6 2 horas a 37°C-
41°C a bafio Maria. Una vez terminado el periodo de incubacion se retiraron los
tubos de la incubadora y se procedi6 a centrifugar a 4°C por 20 minutos a 7197
rcf. Una vez separadas las fases se formd una vez mas un sedimento de Lb.
reuteri, el sobrenadante se recupero y se filtro; este filtrado se consideré como el

extracto acuoso de reuterina.
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2.3 Cuantificacién de reuterina

Para la cuantificacién de reuterina fue necesario cuantificar por duplicado. Se
utilizé un bafio de arena a 40°C, se colocd un termOémetro, y se colocaron a
incubar en el bafio de arena, Liebisch, por 50 minutos 5 tubos de ensayo que
contenian: 945 pyL de HCI concentrado, 150 pL de etanol al 95%, 75 pL de la
solucién de triptéfano, 297 yL de agua y los 33 pL de reuterina. Para la
preparacion del blanco la Unica diferencia es que no se le agrego6 reuterina. Como
contenian triptéfano y es sensible a la luz se taparon los tubos con papel aluminio
con excepcion del blanco. Pasado el tiempo de incubacion se paso la mezcla a
unas celdillas para leer en el espectrofotdmetro a 560 nm.

2.4 Prueba de susceptibilidad de K. pneumoniae a reuterina

Una vez obtenidas las cepas aisladas de K. pneumoniae, se prepardé y se
esterilizd el medio de cultivo (caldo nutritivo) y con un asa bacteriologica se
tomaron colonias bacterianas de K. pneumoniae y se sembraron en 5 mL del
caldo, se incubd en agitacion a 37 °C por 24 horas en condiciones anerobias.
Pasado el tiempo de incubacion se procedié a medir la densidad 6ptica del cultivo
en un espectrofotometro, JENWAY 7315 Spectrophotometer, a una longitud de
onda de 595nm, el crecimiento bacteriano se dejo proceder hasta obtener una
densidad o6ptica de 0.6 de absorbancia. Asi mismo, se realizaron diluciones a
diferentes concentraciones de reuterina: 4, 6, 8, 10, 20 y 40 mM vy se realiz6 la
prueba de susceptibilidad en una micro placa de 96 pozos con el método de
concentracion minima inhibitoria (MIC) por microdilucién. Con una micro pipeta
se colocaron en varios pozos de la microplaca 150 pL del cultivo de K.
pneumoniae y a cada pozo con el cultivo bacteriano se le agregé 150 uL de
reuterina a diferentes concentraciones, asi mismo, para el control positivo en un
pozo se colocd 150 pL del cultivo de K. pneumoniae y se le afiadié 150 pL de
agua y se procedio a incubar a 37 °C por 24 horas. se utilizé un control positivo
de cepas de Pseudomonas aeruginosa generado con el mismo procedimeinto

anterior.
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No obstante, también se realizé la prueba de susceptibilidad de las cepas de K.
pneumoniae con reuterina concentrada, se comparo con el control positivo, y a
su vez, se le agreg6 un control negativo de 150 pL de agua y 150 pL de caldo.
Después se procedio a incubar a 37°C por 24 horas. Se analizd la placa en

espectrofotometro.
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3. Resultados y discusion

3.1 Determinacion de la sensibilidad y resistencia a antibiéticos de
Klebsiella pneumoniae

Se determind la sensibilidad y la resistencia a los diferentes antibidticos por
medio de antibiogramas como se muestra en el Cuadro |.

Cuadro 1. Antibiogramas de las cepas aisladas

K1l K2 K3 K4 K5
Amp\ Sensible Sensible Resistente | Resistente | Resistente
sulbactam
Amicacina Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Ciprofloxacina Sensible Sensible Resistente | _ Resistente
Cefepima Sensible Sensible _ _ _
Cefotetan Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Ertapenem Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Gentamicina Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
Imipenem Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Levofloxacina Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
Meropenem Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
pip\Tazobactam | Resistente | Sensible Resistente | Resistente | Sensible
Piperaciclina Resistente | Resistente | _ _ _
Trimet\Sulfa Sensible Sensible Sensible Resistente | Resistente
Tetraciclina Sensible Sensible Resistente | Resistente | Resistente
Tigeciclina Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Trobamicina Sensible Sensible Resistente | Resistente | Resistente

Segun los antibiogramas realizados las cepas aisladas presentan resistencia a
algunos antibioticos de eleccion para el tratamiento contra infecciones producidas

por K. pneumoniae. El 60% de las cepas presentaron resistencia ante

antibidticos como: la tetraciclina, trombamicina y las combinaciones de ampicilina

con sulbactam y la combinacion de piperaciclina con tazobactam. Asi mismo,
presentaron resistencia a piperaciclina sin combinacién. Por otro lado, el 40% es

resistente a ciprofloxacina y a la combinacién de trimetoprima con sulfametoxazol

y el 20% presento resistencia a gentamicina y levofloxacina.
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Generalmente, en el tratamiento contra infecciones generadas por K.
pneumoniae se emplean antibidticos tales como: carbapenémicos,
cefalosporinas de tercera generacion, fluoroquinolonas y trimetoprima con
sulfametoxazol. Sin embargo, la resistencia a estos farmacos, genera retrasos en
la terapia y con ello, un incremento de morbilidad y mortalidad en los pacientes
(Valdiviezo, 2019). Los carbapenemes como el imipenem y ertapenem son los
antibioticos betalactamicos de mas amplio espectro, actividad y resistencia a las
enzimas betalactamasas, incluidas BLEE (Hernandez-Torres, 1982). En los
antibiogramas realizados se muestra que las cepas presentan sensibilidad a
ambos antibiéticos carbapenemicos, por lo tanto estas cepas no son productoras
de enzimas KPC y son efectivos para el control de infecciones causadas en estas
cepas de K. pneumoniae.

Se ha utilizado cefepima, un antibiotico perteneciente a las cefalosporinas de
cuarta generacion como eleccion para bacterias Gram negativas. Las cepas de
K. pneumoniae productoras de BLEE pueden ser resistentes pero activas frente
a betalactamasas AmpC (Hernandez-Torres, 1982). Segun un estudio realizado
en un brote de neumonia aguda en liebres en la provincia de Hebei, China
identificaron a K. pneumoniae resistente a imipenem, meropenem, penicilina y
vancomicina, pero muy sensible a cefepima, cotrimoxazol y enrofloxacina (Du et
al., 2014). La combinacion de piperaciclina con un inhibidor de las
betalactamasas, tazobactam, es activa contra enterobacterias y anaerobios. Al
unirse el tazobactam restablece su actividad contra Klebsiella. Ademas, esta
combinacién no induce la produccion de enzimas betalactamasas (Luster et al.,
1982). Se reporto en el hospital pediatrico de chile que K. pneumoniae presenta
un 79.4% de susceptibilidad a piperacillina/tazobactam (PIP/TAZO) (De La Vega
et al., 2017).
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3.2 Cuantificacion de reuterina

La concentracion de reuterina se calculd comparando la absorbancia de las
muestras con una curva de calibracion construida con acroleina, asumiendo que
un mol de reuterina se deshidraté de la misma manera que un mol de acroleina
gue reaccioné con triptéfano en presencia de HCI, como se muestra en la Figura
1.

Curva de calibracion de acroleina

o o 2o
o 0 Rk NP O N
1

Absorbancia (uA)

y=0.0132x - 0.091
R?=0.9989

O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracién (ug/mL)

Figura 1. Curva de calibracion de acroleina (CsH4O) utilizada para calcular la
concentracion de reuterina (C3zHsO32).

La determinacién de la concentracion de reuterina se realizd a partir de la
ecuacion de la recta con una absorbancia de 2.2 y 2.1 diluida 10 veces

obteniendo absorbancias de 22.2y 21.1
Donde la ecuacion de la recta se muestra a continuacion:

Y=mx + b Ecuacion 1
Y=0.0132x+ (-0.091)

Se calculd la concentracion final despejando X a una absorbancia de 22.2
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_222+0.091

00132 - 1688.7 pg/mL

Se calculé la concentracion inicial de reuterina con la siguiente férmula:
Ci1Vi= CaV2 Ecuacion 2

C1= (6887 u/mb) A500ul) _ 7675 95 11/ mL
330 uL

Donde:

V1= Volumen de reuterina

V2= Volumen de la celdilla

Co= Concentracion obtenida de la ecuacion

Con la concentracion que se obtuvo de reuterina, se calculo la concentracion

COMO se muestra a continuacion:
C=(7675.95 pg/mL) (1000mL) = 7675909.095 ug = 7.67595 g
Finalmente se determind la concentracion de reuterina en mM con la féormula de

molaridad que se expresa a continuacion:

M= pn?EV) Ecuacion 3

Donde:

m= masa (Q)
pm= peso molecular (g/mol)

v=volumen (L)

7.67595
M= =%
74m (1L)

= 0.104 Molar X 1000= 104 mM (1 Mol= 1000 mM)
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Del mismo modo siguiendo el procedimiento anterior se determind la
concentracion de reuterina con una absorbancia de 21.1 de la cual se obtuvo una
masa de 7.33161 g y una concentracion de 99.075 mM como se muestra a

continuacion:

M—232819 _ _ 099 Molar (1000) = 99. 075 mM (1Mol= 1000 mM)
74 g/mol(1L)

Mediante dos repeticiones se obtuvo la concentracion de reuterina; en donde se
determiné el promedio entre las dos concentraciones obtenidas anteriormente:
104 mMy 99.095 mM, asi mismo, se calculo la desviacion estandar.

A continuacion, se muestran los calculos correspondientes:

104 mM+99.075mM _ 401.5375 mM Ecuacion 4

Promedio

Desviacion estandar = 3.48

Concentracion de reuterina= 101.5375 mM + 3.48
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3.3 Determinacion de la susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae a
reuterina

Se probd la susceptibiidad de Klebsiella pneumoniae a diferentes
concentraciones de reuterina con el método de concentracion minima inhibitoria
(MIC) utilizando como referencia una cepa de Pseudomonas aeruginosa como
control positivo.

P2
P3
K1
K2

K3

K4

Figura 2. Prueba de la susceptibilidad a reuterina de K. pneumoniae en microplaca de
96 pozos, comparada con pseudomonas aeruginosa.

De manera experimental se probobaron cuatro cepas de Klebsiella
pneumoniae (K1, K2, K3 y K4), donde se observa que desde una
concentracion de reuterina de 0 hasta una concentracion de 40 mM, el
tamafo del sedimento formado es el mismo, no disminuye conforme
aumenta la concentracién, es decir, no presenta inhibicion. Mientras tanto,
en las cepas de referencia de Pseudomonas aeruginosa (P2, P3) el cual
es otro patogeno oportunista a nivel nosocomial, se aprecia que a mayor
concentracion mayor inhibicién, determinando que la concentracién
minima inhibitoria de Pseudomonas se presenta a partir de 4 mM.
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Es por ello, que al no observar inhibicion en las cepas de Klebsiella
pneumoniae a una concentracién de 40 mM en comparacion con las cepas
de referencia de Pseudomonas areuginosa, se realizaron las pruebas de
MIC con una nueva sintesis de reuterina para corroborar que la reuterina
gue se habia estado utilizando anteriormente no haya perdido su
estabilidad y por lo tanto su efectividad. Se realizé la prueba de
susceptibilidad con reuterina en su maxima concentracién de 44.7 mM.
Los valores de las lecturas se muestran a continuacién el Cuadro II.

Cuadro |Il. Lecturas de la prueba de susceptibilidad con reuterina a una concentracion
maxima de 44.7 mM.

Control Control Control
Cepa | positivo Muestra Cepa | positivo Muestra Negativo
K1 0.99 0.129 | K5 0.076 0.111 0.01
K1 0.146 0.096 | K5 0.115 0.162 0.002
K1 0.077 | K5 0.09 0.002
Promedio 0.568 0.1006 0.0936 0.1365 0.0046
Desviacion
estandar 0.59679 0.02631 0.01975 0.03606 0.00461
K2 0.049 0.07 | K6 0.085 0.173
K2 0.068 0.074 | K6 0.089 0.149
K2 0.05 0.086 | K6 0.088
Promedio 0.0556 0.07666 0.0873 0.161
Desviacion
estandar 0.01069 0.00832 0.00208 0.01697
K3 0.08 0.094 | K7 0.125 0.096
K3 0.093 0.084 | K7 0.07 0.083
K3 0.078 | K7 0.056 0.089
Promedio 0.0865| 0.085333 0.0836 0.0893
Desviacion
estandar 0.00919 0.00808 0.03647 0.00650
K4 0.067 0.101
K4 0.072 0.108
K4 0.079 0.1
Promedio 0.0726 0.103
Desviacion
estandar 0.00602 0.00435

Los datos del Cuadro Il muestran las lecturas en microplaca del control negativo,
control positivo y de los MICs de reuterina frente a K. pneumoniae donde se
puede observar que los valores de las lecturas del control positivo y de la muestra

gue contiene reuterina y cultivo de K. pneumoniae no varian de manera
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significativa e indican que aun en presencia del antimicrobiano hay crecimiento,
en comparacion con los datos del control (donde no hay reuterina), por lo tanto
se determina que no presenta inhibicion. Asi mismo, se sospecha que K.
pneumoniae no es susceptible a reuterina probablemente por que es una bacteria

encapsulada y a su vez que tiene la capacidad de formar biopeliculas.

Cabe resaltar que K. pneumoniae es un patégeno importante que incrementa su
virulencia no solo por la capacidad que tiene para causar infecciones
relacionadas al nosocomio y a la comunidad, sino, por el empleo de estrategias
para crecer y evadir la respuesta inmune del huésped, los mecanismos de
resistencia y factores de virulencia que posee como producir sideroforos,
fimbrias, adhesinas, pilis, biopeliculas (exopolisacaridos) y capsula (Bansal, Soni,
Harjai, & Chhibber, 2014; Barreto et al., 2009; Lazaro, 2003; Valdiviezo, 2019).
La capsula es el principal factor de virulencia para K. pneumoniae puesto que el
material capsular forma haces gruesos de estructuras fibrilosas que rodean la
superficie bacteriana en capas masivas, de este modo protege a la bacteria de la
fagocitosis por polimorfonucleares y de la muerte intracelular por neutrdfilos, evita
la lisis de la bacteria, Incluso la capsula de K. pneumoniae dificulta la acciéon
bactericida de los péptidos antimicrobianos y tambien la protege de la actividad
bactericida del suero (Cubero, 2016; Lazaro, 2003; Namikawa et al., 2019;
Valdiviezo, 2019). Por otro lado, la aparicion de cepas de K. pneumoniae
hipervirulentas ha promovido que las infecciones causadas por este patdégeno
sean potencialmente mas peligrosas, debido a la sobreproduccion de su capsula
de polisacaridos y con ella los antigenos de superficie: polisacarido capsular y
lipopolisacéarido (Lopez & Echeverri, 2010; Suarez et al., 2015; Valdiviezo, 2019).
El lipopolisacéarido que se encuentra presente en la membrana externa es
fundamental para la estructura e inmunidad de K. pneumoniae ya que es a través
de este que le confiere proteccion contra los antibidticos (Cubero, 2016;
Valdiviezo, 2019). Es posible que la capsula de K. pneumoniae esté protegiendo

a la bacteria contra la accion antimicrobiana de la reuterina, logrando a su vez
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gue esta sustancia no penetre al interior de la bacteria, puesto que en
experimetos realizados (aun no publicados) en cepas de Pseudomonas
areuginosa y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRS) presentan
sensibilidad ante la reuterina. Pseudomonas aeruginosa es sensible a reuterina
en una concentracion minima de 4 mM mientras Staphylococcus aureus MRS es
sensible a 2 mM. Ademas, estudios han reportado que la reuterina ha sido eficaz
para inhibir diversos microorganismos como bacterias Gram negativas, Gram
positivas, virus y protozoos (Doleyres et al., 2005; Milena & Suarez, 2009;
Talarico & Dobrogosz, 1989). Por otro lado, se ha demostrado que cepas
mutantes de K. pneumoniae sin capsula no presentan virulencia y no son capaces
de causar infecciones (Cubero, 2016). Experimentos realizados en animales de
laboratorio han confirmado que las bacterias sin capsula no causan infeccion y
son facilmente reconocidas y destruidas por macréfagos del sistema
inmunologico (Alberti, 2004). Otro estudio reporto que la pérdida de la sintesis de
la céapsula reduce la virulencia al reducir el efecto antifagocitico contra los
macrofagos y neutréfilos (Namikawa et al., 2019). La problemaética radica en que
estas bacterias mutan rapidamente logrando que la composicién quimica de los
polisacaridos de la capsula varie, haciendo mas dificil la efectividad del
tratamiento (Alberti, 2004). Por otra parte, en un estudio donde se utilizaron otras
sustancias antimicrobianas, se observo microscOpicamente que cuando las
células de K. pneumoniae se cultivaron con estos agentes bactericidas,
presentaron una reduccion bastante drastica y significativa en el grosor de la
capsula, la limitacién con estos antimicrobianos es que no son suficientes como
terapia para la infeccion por K. pneumoniae por lo que necesitan una combinacion
de otro bactericida para llevar a cabo una eficiente actividad antimicrobiana
(Namikawa et al., 2019), por ejemplo, si la capsula de K. pneumoniae esta
impidiendo que la reuterina penetre dentro de la bacteria, la sinergia de otras
sustancias antimicrobianas que permitan reducir el grosor de la capsula en
conjunto con reuterina seria un método eficaz de probar, para determinar que la

cépsula de Klebsiella es quien la esta protegiendo y que en efecto la reuterina es
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un antimicrobiano eficaz para inhibir esta cepa patdgena al igual que con
Staphylococcus aureus y pseudomonas aeruginosa que no presentan capsula en

Su estructura.

Por otro lado, se ha detectado a K. pneumoniae productora de biopeliculas. La
cronicidad o persistencia de las infecciones causadas por K. pneumoniae estan
asociados a la formacién de biopeliculas en dispositivos o implantes clinicos
(sondas, catérters, implantes, protesis etc.). Las infecciones relacionadas con
biopeliculas son las mas dificiles de tratar con antibiéticos debido a que estos no
logran penetrar en su estructura. La naturaleza aniénica del exopolisacarido hace
gue se retrace la difusion de los antibiéticos catibnicos como los
aminoglucosidos, retardando la muerte celular al otorgarle mayor tiempo a la
bacteria para que implemente una respuesta adaptativa. En el caso, de
microorganismos productores de enzimas betalactamasas como K. pneumoniae,
incrementan la produccidon enzimatica en respuesta a la exposicion del antibiético
betalactamico; las betalactamasas al ser secretadas o liberadas después de la
lisis de la bacteria tienden a acumularse en el exopolisacérido, logrando de esta
manera la inactivacion del betalactamico en las capas superficiales de la
biopelicula y evitando que el antibiotico penetre hacia el interior de la misma, y
no solo eso, sino que en la biopelicula las bacterias tienden a formar colonias que
facilitan el intercambio genético a través de plasmidos y asi adquieren multiples

resistencias (Barreto et al., 2009).

La prevalencia de patdgenos bacterianos en las biopeliculas, donde son mucho
mas resistentes a los antimicrobianos y a los componentes del sistema
inmunitario, ha impulsado la busqueda de nuevas estrategias para controlar las
infecciones por biopeliculas (Bansal, Soni, Harjai, & Chhibber, 2014). La mayoria
de los antibidticos tienen su blanco de accién en la inhibiciébn de la pared
bacteriana, en las proteinas de la membrana, impidiendo la sintesis de ADN vy la
sintesis de proteinas, sin embargo, es necesario el desarrollo de antimicrobianos

especificamente que sean capaces y efectivos para destruir, atravesar o impedir
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la formacion de la cipsula y de las biopeliculas, por lo tanto estas condiciones

deben ser consideradas y evaluadas al elegir el tratamiento.
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3.4 Conclusiones

Se ha demostrado que la reuterina ha sido eficaz para inhibir diversos
microorganismos como bacterias Gram negativas, Gram positivas, virus y
protozoos. Sin embargo, en este estudio la reuterina no resulté ser efectiva para
inhibir el crecimiento de Klebsiella pneumoniae a una concentracion maxima
probada de 44.7mM, debido probablemente a que posee capsula, lo cual quiere
decir que esta estructura le puede estar confiriendo proteccion y por lo tanto,
resistencia a antimicrobianos incluida la reuterina. Sin embargo, en experimentos
realizados con Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (datos aun no publicados), la reuterina es eficaz para inhibir su
crecimiento. Lo cual hace a K. pneumoniae un patdgeno especialmente
alarmante e importante de tratar, promoviendo el desarrollo de nuevas

alternativas antimicrobianas que puedan eliminar la capsula.
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3.5 Recomendaciones

Se recomienda realizar experimentos de reuterina en sinergia con otros
antimicrobianos capaces de inhibir o reducir el grosor de la capsula, de modo que
permita penenetrar en el interior de la célula bacteriana y asi confirmar que la

capsula no permite que la reuterina lleve a cabo su efectividad.

Mantener la reuterina siempre refrigerada y al utilizarla para realizar

experimentos colocarla siempre en hielo.

Siempre que se vayan a sembrar cepas de una placa a un caldo, encender el
mechero, no colocar las tapaderas de los tubos en la superficie, esterilizar bien
el asa bacteriologica, cubrirse con un cubrebocas previamente y no hablar

mientras se realiza la siembra.

Al preparar una solucién o sembrar un cultivo en caldo agitar y mezclar bien.
Al momento de incubar los cultivos en caldo siempre ponerlos en agitacion.
Utilizar siempre el material bien lavado, seco y estéril.

Preparar el medio de cultivo (en caldo) solo si se va a esterilizar en ese momento

y conservarlo en un recipiente cerrado y en refrigeracion.
Resuspender bien las muestras a analizar en placa.

Al esterilizar en campana con luz UV colocar su tela especial para evitar la

exposicion.

Revisar que el material y reactivos estén listos (limpios y estériles) antes del dia

programado para realizar la experimentacion.
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3.6 Difusién
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La resistencia a antibioticos es un problema de salud pablica mundial y el desarrollo de nuevas alternativas antimicrobianas es un proceso que puede tardar

anos de investigacion. En el ambito hospitalario hay pocas opci de control y'r tamiento contra las infecci bacterianas. Klebsiella p (K.
pneumoniae) es un patogeno oportunista y multirresistente, debido al uso indiscriminado de antibiéticos y a sus multiples mecanismos de resistencia, es
responsable de i iales de dificil i e incluso puede causar la muerte. Por otro lado, se ha generado un interés significativo por
la utilizacion de probioticos, ya que estos han d ado tener isticas benéficas en la salud del huésped y una gran idad antimicrobiana. Por

ello, en este proyecto se propone, la utilizacion de Lactobacillus reuteri que es un importante probidtico, que tiene la capacidad de producir diversos
antimicrobianos como lo son las bacteriocinas y la reuterina un aldehido que ha demostrado su efectividad como antimicrobiano. Sin embargo, la reuterina
se ha empleado como conservador de alimentos y no existe cwdcncna del uso de esta sustam:la en cepas de origen nosocomial. Por ello, esta investigacion
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se centrd en evaluar la efectividad de esta ia como i iano contra K.
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Figura 2. Prueba de susceptibilidad a reuterina de K. pneumoniae a
diferentes concentraciones de reuterina utilizando como referencia una cepa

Cuadro I. Determinacién de la sensibilidad y resistencia a antibioticos a través de de Pseud aerugi ible a reuterina a una concentracion
minima inhibitoria de 4 mM .

antibiogramas de las cepas aisladas de K. pneumoniae.

Cuadro II. Lecturas de la prueba de susceptibilidad con reuterina concentrada

Antibiotico Kl [K2_ K3_ Ki_ K5 (@47 mM),
Amp\ sulb Sensible |Sensibl R R R
ikaci Sencitle  |Sensihl rer - PP < Control Control

A 8 Cepa | Muestra ositivo  |Cepa |positivo | Muestra
Ciprof = TR Pl TP Ros - Resi K1 K2
Cefeni Sencibl Sensibl Promedio 0.1006 0.1225 0.0556 0.0766
Cefotetan Sensible _|Sensible Sensnble Scnsxblc Sensible Desviacién 0.0332
Ertapenem Sensible |Sensible Sensible estandar 0.0263 0.0106] _ 0.0083
G o Ieedla [Rancibia Wil R K3 K4
Imipenem Sensible | Sensible Sensible Promedio 0.085333 0.0865 0.0726 0.103
Levofl 1 ible |Sensibl Resi Desviacion 0.0091

Mer Sensible |Sensibl Sensibl Sensibl Sensibl estindar 0.008 0.006; 0.0043

T . 3 s , r K5 K6

pip\Tazobactam |Resistente|Sensible | Resistente |Resistente |Sensible —

Piperaciclina Resistente | Resistente PDroTEdf‘,' 0.1365 0.0936 0.0873 0.161
Trimet\Sulfa | Sensible |Sensible |Sensible |R Resi CEYIRCAON 0.0197
Tetracicli (et s oy Ty > = 0.036 0002 0.0169

il o P P TP PR VR i Ly Control negativo
| Tig, i i S Sensible Promedio 0.0893 0.0836 0.00466
Trobr Sal Q TR <, i R R R D, Y

a 0.0065 00364 0.00461

Los datos de la tabla IT muestran que los valores del control positivo y de la muestra no varian de manera significativa, por lo tanto, no presenta inhibicion.
No obstante, se ha demostrado que la reuterina ha sido eficaz para inhibir diversos microorganismos como bacterias Gram negativas, Gram positivas, virus
y protozoos (Doleyres et al., 2005; Milena & Sudrez, 2009; Talarico & Dobrogosz, 1989). Sin embargo, en este estudio la reuterina no resulto ser efectiva
para inhibir el crecimi de Klebsiella p iae a una acion maxima probada de 44.7 mM, debido probablemente a que posee capsula, la cual
le confiere pri ion y resi ia a los antimicrobi Asi mismo, se ha descrito que el principal factor de virulencia para K. pneumoniae es su capsula
y con clla los antigenos de superficie: polisacarido capsular y el lipopolisacarido presente en la membrana externa le confiere proteccion contra los
ant|b10t|cos eI material capsular forma haces gruesos de estructuras fibrilosas que rodean la superficie bacteriana en capas masivas protege a la bacteria de
la fa por polimorfonucleares y evita la lisis de la bacteria, dificulta la accion bactericida de los péptidos antimicrobianos y de la acllvndad
baclenc1da del suero (Cubero, 2016: Lopez & Echeverri, 2010; Valdiviezo, 2019). Sin embargo, en experi lizados con Pseud aerug

y Staphylococeus aureus resistente a meticilina (datos atn no pubhcados) la reuterina es eficaz para inhibir su crecimiento en concentraciones minimas
entre 2 y 4 mM. Lo cual hace a K. iae un | J 1 alarmante ¢ importante de tratar, promoviendo el desarrollo de nuevas
alternativas antimicrobianas que puedan impedir la fomlacnon de la capsula
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