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Resumen  
Introducción: Pseudomona aeruginosa es un agente etiológico de las infecciones nosocomiales y que 
presenta multiresistencia a antibióticos. Una estrategia para combatirla, es emplear inhibidores de 
bombas de eflujo para revertir su resistencia. Materiales y Métodos: Se clasificaron aislados clínicos de 
P. aeruginosa según su grado de resistencia, se determinaron las CMI para cuatro antibióticos y se 
evaluó el efecto de dos inhibidores de bombas de eflujo. Resultados: Los fenotipos de resistencia de 
las cepas de P. aeruginosa fueron MDR, XDR y No Multiresistente. Se determinó la CMI para 
ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina y tetraciclina. Los  dos derivados de maleimidas no tuvieron 
efecto en la reversión de resistencia. Discusión y Conclusiones: La resistencia a antibióticos de P. 
aeruginosa deriva de diversos mecanismos, lo cual permite considerarla como una bacteria 
multiresistente, tener CMI relativamente altas y no presentar reversión de resistencia con el uso de los 
inhibidores de bombas de eflujo como los derivados de maleimidas evaluados en el presente trabajo.      

Abstract 
Introduction: Pseudomonas aeruginosa is an etiological agent of nosocomial infections with multidrug 
resistance. One strategy to combat it, is to use efflux pump inhibitors to reverse it's resistance. Materials 
and Methods: The clinical isolates of P. aeruginosa were classified according to their degree of 
resistance, the MIC's were determined for four antibiotics and the effect of efflux pump inhibitors was 
evaluated. Results: The resistance phenotypes of P. aeruginosa strains were MDR, XDR and Non-
Multiresistant. The MIC was determined for ciprofloxacin, chloramphenicol, gentamicin and tetracycline. 
The two maleimide derivatives had no effect on resistance reversal. Discussion and Conclusions: 
Antibiotic resistance of P. aeruginosa derives from various mechanisms, which allows it to be considered 
as a multi-resistant bacteria, have relatively high MIC's and not to show reversion of resistance with the 
use of efflux pump inhibitors as the two maleimide derivatives evaluated in this work. 
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INTRODUCCIÓN 

Infecciones nosocomiales 

Las infecciones nosocomiales son aquellas patologías adquiridas en una unidad de servicios de salud que 
aparecen por primera vez tras 48 horas (o más) después de la hospitalización o dentro de los 30 días 
posteriores a la alta hospitalaria. Los agentes etiológicos pueden ser bacterias, virus, hongos o parásitos [1]. 

Resistencia bacteriana a antibióticos 

Uno de los mayores problemas en el tratamiento de las infecciones nosocomiales es el aumento de la 
resistencia a antibióticos, la cual se produce cuando un fármaco pierde su capacidad para inhibir el 
crecimiento bacteriano de forma efectiva. Las bacterias que presentan con frecuencia esta característica y 
que son los principales agentes etiológicos de estas infecciones son Acinetobacter baumannii, Enterobacter 
spp, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus [2]. 

Clasificación de la resistencia a múltiples antibióticos 

Actualmente es posible clasificar a las bacterias de acuerdo al grado de resistencia que puedan presentar. 
Multi-Drug Resitance (MDR): No susceptible al menos un agente en tres o más familias de antibióticos;  
Extreme-Drug Resistance (XDR): No susceptible al menos un agente en todas las familias de antibióticos 
excepto en dos o menos; Pan-Drug Resistance (PDR): No susceptible a todos los agentes de todas las 
familias de antibióticos [3]. 

Pseudomona aeruginosa multiresistente a antibióticos 

P. aeruginosa es uno de los agentes etiológicos más persistentes en las infecciones nosocomiales debido a 
sus mecanismos de resistencia frente a antibióticos. Esto se debe a que esta bacteria es capaz de expresar 
genes asociados a la resistencia intrínseca, tener mutaciones en éstos para conferir nueva resistencia, 
además de adquirir nuevos genes de resistencia a través de plásmidos [4]. 

Inhibición de bombas de eflujo de Pseudomona aeruginosa como estrategia en la reversión de 
multiresistencia a antibióticos 

Inhibir las bombas de eflujo es prometedor para aumentar la concentración intracelular del antibiótico, 
restaurar la actividad del antibiótico contra las cepas resistentes y minimizar el desarrollo de nuevas cepas 
resistentes. Por lo que, el uso de inhibidores de bombas de eflujo junto con antibióticos puede reducir la 
persistencia de infecciones por P. aeruginosa [5]. 

Este trabajo tiene como propósitos la clasificación de la resistencia a antibióticos, la determinación de las 
concentraciones mínimas inhibitorias de cuatro antibióticos y la evaluación de la posible modulación de la 
resistencia asociada a bombas de eflujo de cepas de P.  aeruginosa procedentes de aislados clínicos de un 
hospital de tercer nivel de la ciudad de León, Guanajuato con base a investigaciones previas con otros 
modelos de estudio. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención y conservación de cepas de Pseudomona aeruginosa 

Se obtuvieron tres cepas de P. aeruginosa identificadas como PA54 AB, PA238 URO y PA255 URO de 
diversas muestras clínicas de un hospital de tercer nivel de la ciudad de León, Guanajuato. Estos aislados 
clínicos se cultivaron en medio agar sangre (Becton Dickinson) para luego conservarse a -70°C en medio 
Louria Bertani (Becton Dickinson) y glicerol 10% (v/v) para posteriores ensayos. 
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Clasificación de la resistencia de aislados clínicos de Pseudomona aeruginosa 

Los perfiles de susceptibilidad fueron realizados en el HRAEB, los cuales se complementaron con otros 
antibióticos evaluados mediante la técnica de Kirby – Bauer [6]. 

En función del perfil de susceptibilidad para cada cepa de P. aeruginosa y de acuerdo a los criterios 
establecidos para clasificar a las bacterias multiresistentes, se caracterizaron las tres cepas, según fuera,  
como MDR, XDR, PDR y No Multiresistente [3].   

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  

A partir de los cultivos conservados en medio Louria Bertani y glicerol 10% (v/v), se inocularon a placas con 
agar sangre (Becton Dickinson) para incubarlas por 48 horas a 37°C. Se empleó la técnica de microdilución 
en placa de 96 pozos con medio Mueller – Hinton Broth (Becton Dickinson) y se realizaron diluciones dobles 
seriadas para los antibióticos ciprofloxacino (Sigma - Aldich), cloranfenicol (Sigma - Aldrich), gentamicina 
(Sigma - Aldrich) y tetraciclina (Sigma - Aldrich), en un rango de concentración de 4 a 256 µg/ml, excepto para 
cloranfenicol que fue de 4 a 1024 µg/ml, de acuerdo al documento M07 – A9 del CLSI [7]. 

Efecto de derivados de maleimidas en la modulación de resistencia asociada a bombas de eflujo 

Se determinó la CMI para los antibióticos ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina y tetraciclina, con el 
método ya descrito, en combinación con dos moléculas derivadas de maleimidas, previamente seleccionadas. 
Una vez ajustada la D.O.630nm bacteriana a 0, 04, se pre-incubó cada molécula a una concentración de 10 
µg/ml, por 15 min a 37°C, posteriormente se procedió a montar el ensayo para determinar la CMI como se 
describió anteriormente. El efecto modulador se observa cuando hay una disminución en la CMI para el 
antibiótico en presencia de los derivados de maleimidas [8]. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Clasificación de la resistencia de aislados clínicos de Pseudomona aeruginosa 

A partir de la información disponible de la susceptibilidad de cada una de las tres cepas de P. aeruginosa y 
con base a los criterios internacionales para clasificar a las bacterias multiresistentes, se propusieron los 
posibles fenotipos de resistencia para estas cepas (Tabla 1) [3][6]. Cuando una infección nosocomial es 
causada por P. aeruginosa, es común que éstas cepas presenten múltiples resistencias a antibióticos, según 
lo señalan algunos estudios, el fenotipo más frecuente es XDR, seguido por el MDR y por último el PDR, 
aunque esto puede variar de acuerdo a la región [9].  

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  

Se evaluaron cuatro antibióticos que son sustrato de bombas de eflujo descritas en P. aeruginosa [10]. La 
bomba de eflujo MexA – MexB OprM se expresa de manera constitutiva, mientras que, las bombas de eflujo 
MexC – MexD – OprJ, MexE – MexF – OprN y MexX – MexY – OprM se expresan de manera inducible [11]. 
Los resultados de la determinación de CMI se observan en la Tabla 2. En el caso de la cepa identificada 
como P54 AB presenta resistencia a ciprofloxacino en el punto de corte, se debe posiblemente a que esta 
cepa ha desarrollado poca resistencia a los antibióticos de la familia de fluoroquinolonas a través de 
modificaciones en el sitio de acción (DNAgirasa y topoisomerasa IV), por plásmidos transferibles (PMQR) o 
mutaciones en genes que regulan la expresión de bombas de eflujo y la disminución de la expresión de 
porinas de la membrana externa, ya que estos mecanismos son los que se asocian a la resistencia a las 
fluoroquinolonas en P. aeruginosa [12][13].  El hecho que las cepas identificadas como PA238 URO y PA255 
URO presentaran CMI relativamente altas para ciertos antibióticos (Tabla 2), se debe a que P.  aeruginosa 
cuenta con otros mecanismos de resistencia distintos a bombas de eflujo [4]. Por ejemplo, los mecanismos 
descritos anteriormente para la resistencia a la familia de antibióticos fluoroquinolonas, así como la 
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resistencia intrínseca a cloranfenicol y tetraciclina, la cual es mediada principalmente por la bomba de eflujo 
MexA – MexB – OprM y en concentraciones debajo de la CMI se genera la sobreexpresión de la bomba de 
eflujo MexX – MexY – OprM [13][14]. 

Efecto de derivados de maleimidas en la modulación de resistencia asociada a bombas de eflujo 

Previamente, se identificaron cinco moléculas de derivados de maleimidas con efecto modulador en la 
resistencia asociada a bombas de eflujo tanto en Bacillus subtilis, como en otras bacterias gramnegativas [8] 
[15]. En el presente trabajo se evaluaron dos de esas cinco moléculas (M10 y M11) en cepas de P. 
aeruginosa  y como se puede observar en la Tabla 2, no existió modulación de resistencia asociada a 
bombas de eflujo, lo cual se debe posiblemente a que las bombas de eflujo de B. subtillis y P. aeruginosa 
pertenecen a familias diferentes de acuerdo a su estructura y funciones, por lo que, si hubo efecto en el 
primero de los modelos de estudio, no necesariamente podría ocurrir en el segundo, además que los otros 
mecanismos de resistencia a antibióticos de P. aeruginosa distintos a bombas de eflujo, no permiten observar 
si existe un efecto de reversión en la resistencia con el uso de estos dos derivados de maleimidas [4][16]. 

CONCLUSIONES 

Los datos obtenidos de CMI para los antibióticos evaluados confirman la presencia de bombas de eflujo tanto 
inducibles como constitutivas, presentes en los aislados clínicos evaluados de P. aeruginosa. Ante la 
ausencia de efecto modulador de las moléculas M10 y M11, no permite usarlas como inhibidores de bombas 
de eflujo en esta bacteria multiresistente. 
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TABLA 1. Fenotipo de resistencia para los aislados clínicos de P. aeruginosa.  
Categoría de Antibiótico Agente antibiótico PA54 AB PA238 URO PA255 URO

Amikacina NS NS S
Gentamicina NS NS NS
Netilmicina ND ND ND

Tobramicina S NS ND
Imipenem S NS ND

Meropenem S NS NS
Doripenem ND ND ND
Cefepime S S NS

Ceftazidime S S NS
Ciprofloxacino NS NS NS
Levofloxacino NS NS NS

Piperacilina-tazobactam S S NS
Ticarclina-ácido clavulánico ND ND ND

Monobactams Aztronam ND ND ND
Ácido Fosfórico Fosfomicina ND ND ND

Colistina ND S ND
Polimixina B ND ND ND

NA MDR XDRPosible fenotipo de resistencia

Aminoglicósidos

Carbapenems

Cefalosporinas

Fluoroquinolonas

Penicilinas antipseudomonas + inhibidores de β-lactamasas

Polimixinas

NA: No multiresistente, MDR: Multi- Drug Resistance, XDR: Extreme-Drug Resistance, PDR: Pan-Drug Resistance, NS: No susceptible, S: 
Susceptible, ND: No determinado. 
 
TABLA 2. Efecto en la modulación de la resistencia a antibióticos en aislados clínicos de P. aeruginosa de dos  derivados de maleimidas.  

 
CMI: Concentración Mínima Inhibitoria, M10: Inhibidor Molécula 10, M11: Inhibidor Molécula 11. 
 
 
 
 

 

Cepa 

 

Agente antibiótico 

PA54 AB PA238 URO PA255 URO 

CMI 

(µg/ml) 
CMI + M10  

(µg/ml) 
CMI + M11  

(µg/ml) 
CMI 

(µg/ml) 
CMI + M10 

(µg/ml) 
CMI + M11 

(µg/ml) 
CMI 

(µg/ml) 
CMI + M10 

(µg/ml) 
CMI + M11 

(µg/ml) 

Ciprofloxacino ≤ 4 ≤ 4 ≤ 4 32 32 32 > 256 > 256 > 256 

Cloranfenicol 32 32 32 > 256 > 256 > 256 > 1024 > 1024 > 1024 

Gentamicina 64 64 64 16 16 16 32 32 32 

Tetraciclina 16 16 16 64 64 64 > 256 > 256 > 256 
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