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Resumen

La manera en que las bacterias se adaptan a las presiones ambientales hace que
exhiban numerosos mecanismos para evadir su erradicacion. Los mas importantes
en el ambiente clinico, son los diversos mecanismos de resistencia que
desarrollan los microorganismos, contra los antibidticos permitiendo que sean
capaces de sobrevivir a cada barrera presentada por estos. Pseudomonas
aeruginosa es una especie capaz de resistir a la antibioticoterapia recomendada
debido a la adquisicion y diseminacion de genes, haciéndolo uno de los patégenos
mas importante dentro del ambiente hospitalario. El objetivo de este trabajo fue
determinar el fenotipo y el genotipo de la resistencia de cepas de Pseudomonas
aeruginosa causantes de infecciones nosocomiales del Hospital para el Nifio
Poblano. A 14 cepas se les rectificé la especie por medio de pruebas bioquimicas
y se estudio el fenotipo de resistencia. Los resultados de las 14 cepas fueron
incorporados al cepario junto con 48 aislados a los cuales se les habia realizado
un perfil fenotipico de resistencia en estudios anteriores, sumando un total de 62
cepas. De este total solo 9 cepas presentaron multidrogorresistencia y resistencia
a carbapenémicos a las cuales se les realizd la busqueda de genes que les
confieren resistencia a B-lactamicos como: blages, blaoxa-1, blaoxa-2, blapse, blangm,
blaper, blaspm y blaver mediante amplificacion por PCR. Se observo que estas cepas
no fueron portadoras de los genes blagxa-1, blapse, blandm, blaper, blaspm Y blayep; sin
embargo fueron portadoras de gen blages en un 56% (5 cepas) y blaoa-2 en un 11%
(1 cepa). De los amplificados positivos obtenidos para blages (864pb), se mando a
secuenciar la cepa NP62 de la cual se obtuvo 751pb secuenciadas, la cual tuvo
una similitud del 95% con el gen tipo blages-> ¥y en un 96% blages-s; por lo cual es
necesario realizar una secuenciacién del amplicon completo para determinar si se
trata de una variante nueva del gen blages que pudiera tener actividad
carbapemenasa. También se estudio la presencia de genes que codifican para N-
acetiltranferasas: aac3-ll-a y aac(67)1-b; del total de las 62 cepas se escogieron 22
gue eran resistentes a aminoglucosidos. El 5% (1 cepa) fue portador del gen aac3-
ll-a y 27% (6 cepas) portdé aac(6’)1-b. Es importante dar seguimiento a la

resistencia y a los mecanismos involucrados de esta especie bacteriana que nos
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permita conocer lo que sucede a nivel hospitalario para mejorar las opciones

terapéuticas.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia a antibidticos, [-

lactamasas, N-acetiltransferasas.
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1. INTRODUCCION.

Las enfermedades nosocomiales son aquellas que se adquieren dentro de
cualquier &mbito hospitalario después de la causa principal del internamiento del
paciente; representan un gran problema de salud publica que se traduce
posteriormente en problemas econémicos y sociales. Muchas de estas infecciones
son provocadas por factores como: la variedad de procedimientos médicos y el
instrumental necesarios para tratar éstas, la tendencia a internar en nosocomios a
pacientes seriamente enfermos que crean posibles vias de infeccion, la reduccién
de la inmunidad de los pacientes y la transmision de bacterias farmacorresistentes
en poblaciones hacinadas en los hospitales, en donde las practicas sobre el
control de infecciones son deficientes y pueden facilitar la transmisién microbiana
(WHO/CDS/CSR/EPH, 2002).

Las infecciones nosocomiales causadas por microorganismos resistentes a
los antimicrobianos son asociadas con el incremento de los costos de
hospitalizacion y la alta morbilidad y mortalidad (Graf et al., 2010; Avorn, 2000).
Alrededor de 1.4 millones de personas en el mundo sufren complicaciones por
infecciones adquiridas en el hospital. El control de las infecciones es indispensable
para tener dominio de los brotes causados por microorganismos
multidrogorresistentes (WHO/CDS/CSR/DRS, 2001). Sin embargo en la actualidad
los antibidticos disponibles no tienen actividad especifica para cada uno de los
microorganismos resistentes, ya que el nimero de compuestos que tienen éstos
antimicrobianos para tratar las infecciones causadas, no resulta efectivo (Bassetti
et al., 2013)..

Numerosas agencias y sociedades profesionales han intentado llamar la
atencion sobre la falta de nuevos antibiéticos especialmente aquellos que actian
sobre patogenos Gram-negativos multidrogorresistentes (Bassetti et al., 2013). La
mayoria de las infecciones dentro del ambiente hospitalario, son causadas por
microorganismos denominados “‘ESKAPE” (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) por su capacidad para poder
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“‘escapar” de la accién de los antimicrobianos presentando una gran resistencia
(Pendleton et al., 2013; Boucher et al., 2009).

1.1 Caracteristicas e importancia clinica de la especie Pseudomonas
aeruginosa.

El nombre de la especie deriva del latin Aerugo “6xido de cobre” que refleja el

color caracteristico que presentan estas colonias debido a la produccion de

pigmentos (Morrison & Wenzel, 1984).

Es un bacilo Gram-negativo aerobio, catalasa y oxidasa positivo, no
fermentador de lactosa, tiene la capacidad de metabolizar sustratos a una
temperatura maxima de 42°C; es un microorganismo altamente adaptable
pudiendo colonizar varios nichos ambientales como suelos, habitats marinos y
plantas (Seizen & Stark, 1943; Tashiro et al., 2013). Cuenta con la facilidad para
colonizar el instrumental médico, principalmente catéteres a los que se adhiere y
adapta (Lanini et al., 2011; Zhao & Hu, 2010). Asi mismo se le ha encontrado en la
mucosa pulmonar de pacientes con fibrosis quistica, en pacientes con infecciones
del tracto urinario, infecciones asociadas al catéter, infecciones de la cornea,
eritema conjuntival y meningitis (Gomila et al., 2013; Chatterjee et al. 2016). Sin
embargo raramente causa infeccibn en hospederos inmunocompetentes, pero
puede causar una variedad de infecciones severas en hospederos
inmunocomprometidos que pueden llevar a la muerte. De esta forma se le
considera como un patégeno oportunista y uno de los mayores responsables de
infecciones nosocomiales (Shimada & Matsumura, 2014).

El tratamiento contra las infecciones causadas por este microorganismo de
acuerdo con la guia de Stanford para la terapia antimicrobiana, recomienda
principalmente el uso de penicilinas antipseudomonicas (Piperacilina y Ticarcilina),
cefalosporinas de tercera generacion (Ceftazidime y Cefoperazone),
carbapenémicos (Imipenem y Meropenem), monobactamicos (Aztreonam),
Trobamicina y Ciprofloxacina como primera eleccion para el tratamiento (Gilbert et
al., 2005).
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La resistencia de este microorganismo a los antimicrobianos tiene un gran
efecto sobre la tasa de infeccién y de mortalidad en los pacientes y uno de los
principales motivos es el uso indiscriminado de los antibiéticos en los hospitales
(Micek et al., 2005). En Estados Unidos de un total de 6000 infecciones
provocadas por cepas multidrogorresistentes de P. aeruginosa hay

aproximadamente 400 muertes al afio (Chatterjee et al., 2016).

1.2 Mecanismos de resistencia a los antibiéticos en Pseudomonas
aeruginosa

Las bacterias son capaces de resistir a la accion de los antibiéticos y a agentes
desinfectantes de manera natural y este tipo de resistencia se le conoce como
resistencia intrinseca. Otro tipo de resistencia es la adquirida en donde los
microorganismos son capaces de desarrollar resistencia por mutaciones en
distintas partes del cromosoma o bien por diseminar y adquirir genes de
resistencia empleando elementos genéticos moviles como: plasmidos,
transposones e integrones procedentes de material genético de la misma especie
e incluso de diferente género (Poole, 2011; Van Hoek et al., 2011; Sheldon, 2005).

Los mecanismos de resistencia que P. aeruginosa presenta son:

e La baja permeabilidad en la membrana externa y esto es por las propiedades
gue tienen las porinas de este microorganismo, en el andlisis de secuencia del
genoma de P. aeruginosa se han identificado 163 porinas de la membrana
externa, estas permiten el paso de nutrientes y de antibiéticos hidrofilicos, sin
embargo la pérdida de porinas especificas pueden disminuir la susceptibilidad
de este microorganismo a ciertos agentes antibacterianos (Chatterjee, 2016;
Poole, 2011; Strateva & Yordanov, 2009).

¢ Una B-lactamasa AmpC cromosOmica e inducible que le confiere resistencia a
ampicilina, amoxicilina, amoxicilina con &cido clavulanico, cefalosporinas de lra
y 2da generacion y resistencia con cefalosporinas de 3ra generacion solo si hay
una hiperproduccion de esta AmpC cromosomica este Ultimo proceso es muy
comun en P. aeruginosa (Chatterjee, 2016; Poole, 2011; Strateva & Yordanov,
2009).
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Un sistema de bombas de expulsion activa de antibiéticos como: MexAB-OprM,
MexXY-OprM, MexEF-OprN y MexCD-OprJ que pueden presentar mutaciones
en los genes que se encargan de regular estas bombas y le que confieren
resistencia a antibiéticos B-lactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos
(Chatterjee, 2016; Poole, 2011; Strateva & Yordanov, 2009; Rodriguez-Martinez
et al., 2009; Nikaido & Hancock, 1986).

Mutacion en genes que codifican para DNA girasa y topoisomerasa IV que
confieren resistencia a fluoroquinolonas, en particular las alteraciones de los
aminoacidos de las subunidades de GyrA y ParC (Cho et al., 2014).

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos que provocan la inactivacion de
aminoglucésidos entre las cuales se encuentran aminoglucosido
acetiltransferasa, aminoglucésido nucleotidiltransferasas y aminoglucésido
fosforiltransferasa (Chatterjee, 2016; Poole, 2011; Strateva & Yordanov, 2009).
La metilacion de 16rRNA de la subunidad 30s del ribosoma interfiriendo con la
unién de los aminoglucoésidos (Chatterjee, 2016; Strateva & Yordanov, 2009).
B-lactamasas en donde se incluyen las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) como las metalo-B-lactamasas (MBL) y las serin-B-lactamasas. (Poole,
2011).

——
D
| —
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2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes generales
La resistencia que presenta P. aeruginosa a los antibioticos de se debe a multiples
factores, uno de ellos es su habilidad para adquirir genes de resistencia de otros
géneros, tales como Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae y especies
de Salmonella que lo convierten en un patdogeno de suma importancia (Odumosu
et al.,, 2013). P. aeruginosa es capaz de adquirir nuevos determinantes de
resistencia por transferencia horizontal. Estudios describen que la resistencia de
este microorganismo es debido a los genes de resistencia que son transferidos a
él y se encuentran localizados principalmente en integrones de clase | que a su
vez se encuentran en pladsmidos o transposones. La principal resistencia a familias
de antibiéticos encontrados en P. aeruginosa es a p-lactamicos y a
aminoglucésidos (Liakopoulos, 2013; Viedma, 2012; Zhao & Hu, 2010).

Actualmente se cuenta con muchos B-lactamicos y entre los clinicamente
importantes incluyen: penicilinas y cefalosporinas que tienen una actividad amplia
sobre Gram negativos y Gram positivos, monobactamicos que actlan contra
patdgenos Gram negativos aerobicos y carbapenémicos que tienen un gran
espectro de actividad contra Gram positivos y Gram negativos, este Ultimo grupo
de antimicrobianos es esencial para el tratamiento causado por P. aeruginosa
multidrogorresistente, sin embargo estos antimicrobianos estan expuestos a ser
degradados por enzimas llamadas B-lactamasas que son capaces de hidrolizar el
enlace amida del anillo B-lactamico de los antibiéticos B-lactamicos dando lugar a
compuestos sin actividad (Palzkill, 2013).

Las B-lactamasas han sido clasificadas en muchas ocasiones y una de las
primeras propuestas fue en 1981 por Mitsuhashi e Inoue, fue basada en los
perfiles sobre los que las [B-lactamasas actuaban, la clasificacion fue en tres
grupos: penicinilasas (PCase), cefalosporinasas (CSase) y cefuroximasas
(CXase). Sin embargo fueron aceptadas dos nuevas propuestas que hasta la
fecha siguen siendo utilizadas; la primera de Ambler (1980) en donde se clasifican

en cuatro grupos, A, B, C y D y esta dada de acuerdo a su funcién proteica. El
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grupo A, C y D son serin-B-lactamasas y el grupo B son metalo-B-lactamasas
(MLB).

La segunda propuesta de Bush & Jacoby (adaptacion 2010) es de acuerdo
a las caracteristicas bioquimicas y funcionales, estableciendo tres grupos (1, 2y 3)
subdivididos a su vez de acuerdo a la funcion del sustrato y perfil de inhibicion (se
incluye &acido clavulanico, tazobactam y EDTA como inhibidores); el primer grupo
de esta propuesta tiene a las cefalosporinasas que incluye al grupo C clasificado
por Ambler; el segundo grupo incluye a serin-B-lactamasas y en este se
encuentran el grupo A y D de Ambler y el tercer grupo posee a las MLB, este
grupo tiene la capacidad de hidrolizar los carbapénemicos, tienen poca afinidad
por los monobactamicos y no son inhibidos por acido clavulanico y tazobactam.

2.1.1 B-lactamasas en Pseudomonas aeruginosa

La especie tiene dos clases de B-lactamasas: Amp-C y las BLEE (B-
lactamasas de espectro extendido); Amp-C que codifica en el cromosoma de la
bacteria y tiene la capacidad de ser inducida por los propios B-lactamicos,
principalmente por cefalotina y ampicilina cuando esto sucede principalmente hay
resistencia a penicilinas y cefalosporinas. Las BLEE son codificadas en plasmidos
y también se manifiestan por la resistencia a penicilinas y a cefalosporinas. Dentro
de las BLEE se encuentran dos grupos como son MLB y serin-B-lactamasas.

Las MLB son enzimas capaces de hidrolizar todos los B-lactdmicos y se les
asocia con la presencia de enzimas relacionadas con resistencia a
aminoglucésidos. Estas enzimas requieren zinc®* para realizar su actividad
catalitica, sin embargo su actividad es suprimida por quelantes como el EDTA
(Acido etilendiaminotetraacético). Son la principal causa de la resistencia a los
carbapenémicos.

Dentro de las MLB, se encontré blamp.1, €l primer gen descubierto que
codifica para la enzima IMP y se detectd en una cepa de P. aeruginosa en Japon
en el aflo de 1990 (Watanabe et al., 1991). Las variantes de este gen (blaimp) han
sido encontradas en diversos lugares como Canada (blaimp-7), China (blaimp-o), Italia

(blaimp-13), Brazil (blaimp-16) y en USA (blainp-18). La enzima IMP es una de las
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principales carbapemenasas encontrada y cuenta con mas de 51 variantes, 32 de
estas variantes han sido reportadas para P. aeruginosa (Strateva & Yordanov,
2009).

Posterior a la aparicion de algunas variantes de IMP le siguieron las
enzimas VIM, detectadas en Verona (Italia) a mediados de la década de 1990.
Ambos grupos de MBL se encuentran hoy ampliamente diseminadas por
practicamente todo el mundo y ademas, en mdultiples especies bacterianas,
incluida P. aeruginosa. (Oliver, 2009). Estas dos enzimas son codificadas dentro
de cassettes génicos y los genes que codifican para éstas, residen con otros
genes de resistencia en integrones que son asociados con transposones y pueden
ser insertados en el cromosoma bacteriano o en plasmidos (Palzkill, 2013).

Recientemente, han aparecido otros grupos de MBL transferibles, las SPM,
GIM o SIM, todavia restringidas a areas geograficas concretas. Algunos de los
genes que codifican para estas enzimas son blasym-1, aislada en Brasil en 1997 y
ahora ha sido reportada en Europa; en el 2002 se encontré blagm-1 en aislados de
pacientes de un centro médico en Alemania (Potron, 2015; Poole, 2011; Strateva
& Yordanov, 2009).

El gen blangm-1 ha sido identificado recientemente y se ha encontrado en
muchas especies bacterianas principalmente en enterobacterias sin embargo ha
sido transferido a P. aeruginosa y en 2011 fue reportado por primera vez este gen
en dos aislados en Serbia, también se le ha encontrado en paises como Francia,
India, Italia, Egipto y Eslovaquia (Potron, 2015)

Dentro de las serin-B-lactamasas de la clase A se encuentra blayer.1, que fue
el primer gen de este grupo encontrado en un paciente proveniente de Turquia; se
ha comprobado la diseminacion de la enzima en muchos paises de Europa y Asia,
asi mismo se han encontrado blay> en Bolivia. En esta misma clase se han
encontrado raramente variantes de enzimas como TEM y de SHV en este
microorganismo (Potron et al., 2015).

Otras variantes de genes que se han encontrado en P. aeruginosa de la
clase A con actividad carbapemenasa se incluyen blaimi, blanmc-a, blawpe, ¥ algunas

variantes de blages COMo blages2 ¥ blages-s. LoS genes blay,. y blages han adquirido
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gran relevancia debido a su posicion plasmidica lo que les ha permitido adquirir
una expansion muy rapida en hospitales (Hong et al., 2012).

Dentro de este grupo también se encuentran variantes del gen VEB como
blayep-1 localizado en Francia en 1998 y se ha encontrado la presencia de las
variantes de este gen en aislados que presentan una alta resistencia a ceftazidime
(Strateva & Yordanov, 2009).

En las serin-B-lactamasas de clase D encontramos a la familia OXA
conocidas como oxacilinasas, estas enzimas son capaces de hidrolizar amoxicilina
y cloxacilina sin embargo no pueden ser inhibidas por acido clavilanico,
tazobactam y sulbactam pero si son inhibidas por cloruro de sodio (Poirel et al.,
2010).

Genes han sido encontradas en P. aeruginosa, por ejemplo se ha
encontrado la presencia de blaa, Yy simultineamente blape.; en este
microorganismo, en paises como Serbia y Hungria. De la misma forma se han
encontrado algunas otras asociaciones de variantes de oxa (blaoxa-5) con blages-»
con propiedades carbapemenasa en aislados en Sudéfrica (Poirel et al. 2010).

La primera identificacion de un tipo de OXA carbapemenasa en este
microorganismo fue reportada en 2008, cuando se logré identificar como blagxa-40;

la misma previamente identificada en A. baumannii (Lister et al., 2009; Ho, 2015).

2.1.2 Resistencia a aminoglucésidos
Los aminoglucésidos son antibiéticos que actian sobre la superficie externa de la
membrana celular de las bacterias y posteriormente atraviesan la membrana
interna para unirse a la subunidad 30S ribosomal inhibiendo la sintesis proteica
(Alifio et al. 2007). La indicacion clinica mas comun para el uso aminoglucésidos,
es para tratar infecciones graves causadas por bacilos aerobios Gram-negativos
(Bassetti et al., 2013). El uso de estos antibidticos se asocia con B-lactdmicos o
glucopéptidos; permitiendo este sinergismo antimicrobiano la difusion de los
aminoglucésidos al interior celular (Molina et al, 2009).

Los principales antibiéticos aminoglucésidos antipseudomoénicos incluyen

amikacina, gentamicina y trobamicina (Young et al., 2013).
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La resistencia a este tipo de antibioticos puede resultar por las siguientes
formas: alteracion de la difusion (sobreexpresion de bombas de expulsion activa),
modificacion de las proteinas ribosomales que comprometen la unién entre el
antibiotico a la diana, metilacion del sitio de union de los aminoglucdésidos en el
ribosoma y la modificacibn enzimatica de aminoglucdsidos habiendo diferentes
tipos de enzimas modificadoras de éstos antibidticos, las principales son: N-
acetiltransferasas (AAC), O-nucledtidiltransferasas y O-fosfotransferasas (APH);
estas enzimas afectan el sinergismo bactericida entre los aminoglucésidos y los B-
lactamicos, de ahi deriva la importancia clinica. La mayoria de estos genes
pueden encontrarse en plasmidos, transposones 0 en cassettes génicos de
integrones (Palzkill, 2013; Yao & Moellering, 2011; Molina et al., 2009).

En aislados de P. aeruginosa la resistencia principal a aminoglucésidos es
debido a la produccién de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos; una de
ellas son las aminoglucosido acetiltransferasas son enzimas que transfieren
grupos acetilo a grupos amino de aminoglucésidos. Las AAC pueden ser
agrupadas dentro de cuatro clases basado en los sitios de acetilaciéon de los
aminoglucésidos, aac(l), aac(2), aac(3) y aac(6’) esta Ultima es una de las
variantes mas encontrada en este microorganismo, un subtipo de ésta aac(6’)-I
le confiere resistencia a amikacina pero no a gentamicina; aac(6")-ll determina la
resistencia a gentamicina, trobamicina y netilmicina; a su vez en aac(3)-1 confiere
resistencia a gentamicina; aac(3)-1l le confiere resistencia a gentamicina,
netilmicina y amikacina y ant(2’)-1 que le confiere resistencia a gentamicina y
trobamicina (Kitao et al., 2009).
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2.2 Antecedentes particulares.

En México se ha elevado el consumo de antibiéticos asi como su uso irracional
provocando altas tasas de resistencia en bacterias causantes de enfermedades
nosocomiales (Pacheco, 2006)

En hospitales mexicanos se ha estudiado la presencia de diferentes
microorganismos causantes de infecciones nosocomiales, entre los cuales se
incluyen P. aeruginosa, se encontré este microorganismo en aislados que fueron
colectados desde el 2005 hasta el 2010. Se concluyé que este microorganismo
fue la tercera especie mas comun en 404 cepas de un total de 2132 seguido de E.
coli y Klebsiella pneumoniae, posteriormente se determiné que las cepas aisladas
exhiben altas tasas de resistencia a carbapenémicos como Imipenem vy
Meropenem (Morfin et al., 2012).

Los estudios realizados en México acerca de la resistencia de P.
aeruginosa se han descrito desde 1986, estos reportes de resistencia genotipica
han permitido conocer la presencia de algunos genes que le confieren resistencia
a los antibiéticos a este microorganismo; respecto a lo encontrado en el entorno
hospitalario, en Morelia se hallaron genes como blaimp.1s Y blaimp-18, asi como
blages.s en asociacion con blayim-2 Y blayim1, siendo éstas las primeras MLB
encontradas en el pais (Noriega, 2014).

En el estado de Puebla se han realizado varios estudios con respecto a los
mecanismos de resistencia que presenta P. aeruginosa. En el 2014 Bello realiz6
un analisis para la busqueda de genes de resistencia a betalactamicos en el
laboratorio de Microbiologia hospitalaria y de la comunidad, éstas cepas provenian
del Centro Médico 20 de Noviembre; se eligieron 21 cepas multidrogorresistentes
para la busqueda de algunos genes codificantes para serin-B-lactamasas como
blashy, blaem, blacy, blager, blapel Yy blages, de igual forma, variantes de MLB como
blayim, blaimp y blanam: obteniendo solo resultado en la amplificacion de blages en un
59%.

En el 2015 Morales realizé un estudio con cepas provenientes del Hospital
para el Nifio poblano en donde se estudid el perfil fenotipico de 32 cepas que

fueron resistentes en un 27% a B-lactamicos, 39% para aminoglucosidos, 25%
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para fluoroquinolonas y 28% para colistina posteriormente se realizo la busqueda
de genes de tipo MLB como blagm, blaim, ¥ blavim €n el cual no se obtuvieron
resultados positivos para los tres genes.

Con respecto a aminoglucésidos se han encontrado diversas variantes de
enzimas modificadoras de aminoglucdésidos en el mundo.

Estudios en diversos hospitales de Francia en los cuales se aislaron 226
cepas, se observo que un 23% de éstas presenta resistencia a cuatro tipo de
aminoglucésidos (Trobamicina, Amikacina, Gentamicina y Netilmicina) y se
observd que el 36.5% de las cepas resistentes a estos antibioticos presentan
genes aac(6)-1, 21.2% expresa ant(2”')-l, el 7.7% presenta aac(3)-ll, el 5.8%
aac(3)-1y el 1.9% expresa aac(6")-Il (Dubois et al., 2008).

En hospitales de Iran corroboran la prevalencia de genes que codifican para
enzimas modificadoras de aminoglucésidos, en 250 aislados de P. aeruginosa los
cuales fueron resistentes principalmente a gentamicina en un 43%, trobamicina
38% y amikacina en un 24% y los genes encontrados fueron aac(6’)-I en 7%,
aac(6")-Il en un 36%, ant(2”")-l en un 28% Yy aph(3’)-VI en un 11%, el porcentaje
sobrante se encontré en algunas otras variantes de estos genes (Vaziri et al.,
2011).

En el 2014, Michalska y colaboradores analizaron 25 aislados de pacientes
de un hospital del noreste de Polonia en el cual se detectaron algunas enzimas
como: ant (2°7)-la en un 36%, aac(6’)-lb en un 28% y aph(3”’)-lb en un 8% de

todos los aislados.

11
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso indiscriminado de los antibiéticos en México ha tenido un gran impacto en
los casos clinicos, debido a las consecuencias, una de ellas y la més grave, la
mortalidad de algunos pacientes. La presencia de P. aeruginosa ha aumentado en
forma significativa en los aislados por infecciones nosocomiales elevando asi la
resistencia a la antibioticoterapia recomendada. La diseminacion de genes de
resistencia de este microorganismo ha permitido conocer cémo es que algunas
cepas han evolucionado genéticamente por medio de la adquisicién de genes.
Este estudio tiene como finalidad observar la presencia de genes de
resistencia a antibioticos y su relacién con el fenotipo de resistencia; por lo que se
ha planteado la siguiente pregunta ¢la multirresistencia de este microorganismo,
es debida a la presencia de genes que codifican para B-lactamasas y de N-
acetiltransferasas en aislados provenientes de pacientes del Hospital para el Nifio

Poblano?

12
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4. JUSTIFICACION.
En la actualidad el aumento de la resistencia a los antibiéticos que presentan
algunas especies bacterianas, constituye una gran problematica con relevancia en
la salud publica, debido al bajo control que tienen las instituciones sobre ellas; lo
que ha causado una multirresistencia de las bacterias a los antibiéticos haciendo

mas dificil la erradicacion por medio de los tratamientos terapéuticos establecidos.

Lo que muchos estudios han comprobado es que la multirresistencia a los
antibioticos ha llevado a consecuencias preocupantes generando en muchos
casos alta morbilidad, lo que a su vez ocasiona altos gastos de hospitalizacién
traduciéndose en problemas econdmicos, pero sobretodo la consecuencia mas

alarmante es que cada afio se presentan mas casos de mortalidad.

El objetivo de la presente investigacion estd basado en la importancia de
conocer el fenotipo de resistencia y posteriormente determinar asi la relacién de la
presencia de genes con este fenotipo, de la misma forma darle seguimiento a los
mecanismos de resistencia y la diseminacion que presenta Pseudomonas

aeruginosa a nivel hospitalario.

13
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el fenotipo y genotipo de la resistencia de aislados de Pseudomonas
aeruginosa causantes de infeccion nosocomial en el Hospital para el Nifio

Poblano.

5.2 Objetivos especificos

1. Ratificar aislados de P. aeruginosa por medio de pruebas bioquimicas

2. Determinar el fenotipo de resistencia a antibidticos en cepas de P.
aeruginosa mediante el método de Kirby BaUler.

3. Determinar la presencia de genes tipo metalo-B-lactamasas (blaspm-1 Y
blangm-1) por medio de PCR.

4. Determinar la presencia de genes tipo Serin-B-lactamasas (blages, blayep-1,
blapse-1 Y blaper-1) y de tipo oxacilinas (blaoxa-1 Y blaoxa-2) por medio de PCR y
secuenciacion.

5. Identificar la presencia de genes que codifican para N-acetiltransferasas
(aac(3)-lla y aac(67)1b) por medio de PCR.

——
| —
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6. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Obtencion de 14 cepas
del HNP

v

Ratificacién de la especie por
medio de pruebas bioquimicas
y perfil de resistencia por
Método de Kirby baler

v

Las 14 cepas fueron agregadas
al cepario, teniendo finalmente
62 cepas

. / \
Seleccion de 22 cepas
resistentes a aminoglucdésidos

para la busqueda de N-
acetiltransferasas

\_

7

Seleccion de 9 cepas
multidrogorresistentes para la
busqueda de B-lactamasas

Extraccion de
ADN.

)

PCR. Amplificacion y
Visualizacion en geles
de agarosa

| 1440 1520 1600 188D, |
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Secuenciacion

Analisis de
resultados
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7. METODOLOGIA.

7.1 Cepas de estudio

Se estudiaron cepas procedentes de diferentes areas hospitalarias (herida
quirdargica abdominal, secreciones quirtrgicas de liquido peritoneal, secrecion de
herida quirdrgica de mielomeningocele, peritonitis, infeccion renal cronica, material
fecal, secrecion de rodilla, secrecion de herida en craneo, liquido sinovial,
pancreatitis, sepsis, apendicitis) y de diversas partes anatomicas (urologia,
cirugia, medicina interna, unidad de cuidados neonatales, unidad de cuidados
intensivos, oncohematologia, unidad de quemados y ortopedia) de pacientes del
Hospital para el Nifio Poblano del estado de Puebla.

Se analizaron 14 cepas por medio de pruebas bioquimicas y pruebas
fenotipicas de resistencia. Posteriormente se incluyeron en el cepario del
laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la comunidad que contaba con 48
cepas a las que se les habia realizado un perfil fenotipico de resistencia contando
finalmente con un total de 62 cepas.

Tomando en cuenta lo anterior del total de cepas procedentes de este
hospital solo 9 cepas fueron multidrogorresistentes y resistentes a
carbapenémicos, seleccionadas para realizar la busqueda de genes que le
confieren resistencia B-lactamicos. Estas cepas en su mayoria ya habian sido
estudiadas para la busqueda de otros genes que codifican para B-lactamasas en
estudios anteriores.

Para la busqueda de genes de resistencia a aminoglucésidos solo 22 cepas
presentaron un perfil de resistencia a este grupo de antibioticos. A estas cepas se

les buscd genes que codifican para N-acetiltransferasas (aac(3)-1la y aac(67)1b).

7.2 Ratificacion de Pseudomonas aeruginosa

Las 14 cepas se encontraban preservadas en crioviales con caldo BHI/Glicerol
(BIOXON ®) e identificadas con un numero de acuerdo a lo asignado dentro del
hospital, se descongelaron y se sembro un indculo de cada cepa en placas de

agar TSA (BD Bioxon®) en forma de estria cruzada; las placas se incubaron por
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24 horas a 37°C. Pasado este tiempo se tomoé una colonia aislada y se sembré
nuevamente en placas de agar TSA (Agar Soya Tripticasa) en forma de césped
por 24 horas a 37°C terminado el tiempo, se tomo inoculo para sembrar cada cepa
en dos placas de agar Mc Conkey (BD Bioxon®) en el primer juego de placas de
este agar se observaron los cambios morfolégicos que presentaban las colonias y
en el segundo juego de placas se observo el crecimiento a 42° C caracteristico de
este microorganismo; de la misma forma se sembrd un inoculo en tubos que
tenian agar TSI (Agar de hierro y triple azucar), MIO (Movilidad, Indol, Ornitina),
OF (Oxidador/Fermentador) y Citrato de Simmons para corroborar (identificadas
previamente como P. aeruginosa mediante el equipo semiautomatizado Vitek2) del

microorganismo de estudio.

7.3 Determinacién de la sensibilidad a antibioticos (difusion por disco,
método de Kirby bater)

Para determinar el perfil fenotipico de resistencia de las 14 cepas se estudid la
sensibilidad a diferentes antibiéticos mediante el método de difusion por disco
siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015).

El método recomendado para P. aeruginosa consistio en sembrar las 14
cepas en placas de TSA en forma de césped y se incubaron durante 24h a 37°C,
cumplidas estas condiciones se tomd un inoculo de la placa, se deposité en un
tubo con solucién salina teniendo una suspension bacteriana con una turbidez
equivalente a 0,5 McFarland, posteriormente con ayuda de un hisopo estéril se
tomd un inoculo de esta suspension para sembrarlo en forma de césped sobre
placas de Miiller Hinton (BD Bioxon®).

Finalmente los discos de antibioticos se colocaron sobre las placas
sembradas de Muller Hinton; las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.
Transcurrido este tiempo, se midieron los diametros de los halos de inhibicion
producidos, siguiendo los puntos de corte propuestos por el CLSI, 2015 (tabla 1),

se determiné asi la resistencia o sensibilidad de las cepas a los antibiéticos

17
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Tabla 1. Puntos de corte recomendados por el CLSI (2015) utilizados en este estudio.

Diametro del halo de inhibicién

Familia de o Contenido
o Antibiotico .
antibiéticos por disco

Resistente |Intermedio |[Sensible
Piperacilina (PIP) 100 pg <14 15-20 >29

Penicilinas
Ticarcilina (TIC) 75 g <15 16-23 224

Inhibidor Piperacilina-tazobactam
(TZP) 100/10 pg <14 15-20 =221

Ceftazidime (CAZ)

Cefalosporinas 30 ug <14 15-17 218
Cefepime (FEP) 30 ug <14 15-17 218

Aztreonam (ATM) 30 ug <15 16-21 222
SR Imipenem (IPM) 10 pg <15 16-18 219
Meropenem (MEM) 10 pg <15 16-18 >19

Colistina (CL) 10 pg <10 / 211
Gentamicina (GM) 10 pg <12 13-14 215

Aminoglucdsidos Trobamicina (NN) 10 pg <12 13-14 >15
Amikacina (AN) 30 ug <14 15-16 217

Ciprofloxacino (CIP) 5 ug <15 16-20 >21
Quinolonas

Norfloxacina (NOR) 10 pg <12 13-16 >17
Los resultados del perfil fenotipico de estas 14 cepas fueron agregados al cepario,
teniendo finalmente 62 cepas.

7.4 Lisado bacteriano.

Se realizaron lisados bacterianos de las cepas a partir de aislados de P.
aeruginosa en TSA incubados por 18-24 horas a 37°C, posteriormente se
depositaron de 2 a 3 asadas en un tubo “eppendorf”, con 800 uL de solucion salina

isotébnica y se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos; se elimind el
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sobrenadante y se re-suspendio la pastilla en 800 pL de solucion salina isotonica,
este paso se realizé 3 veces, la ultima pastilla se suspendié con 800 uL de
solucién inyectable estéril y se colocé en bafio maria por 10 minutos, se retiraron
del bafio, se agitaron y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos, el
sobrenadante se paso a otro tubo eppendorf estéril y se guardd a -20 °C hasta su
uso. A los lisados se les realizd la cuantificacion de ADN en Nanodrop 2000®
(Thermo Scientific) y se ajusto la concentracion de 200 a 250 ug/ uL

7.5 Reaccion de PCR.

Para amplificar los genes se utilizé la enzima Maxima Hot Start Tagq DNA
Polymerase (Thermo Scientific) los siguientes son los componentes (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes para PCR con la enzima Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase.

Concentracion

Concentracién
Componentes Volumen por tubo

inicial Final

Tag DNA Polymerase 0.08l

Buffer de reaccion 10X 1l 1X
MgCI2 SErM 1l 2.5mM
dNTP'S g Bad 0.2mM
Primer Foward 250M 0.3ul 1.25mM
Primer Reverse 25uM 0.3ul 1.25mM
DNA 0.5ul
Agua libre de endonucleasas Hasta 10pl
Volumen total por tubo ioul
(19
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Al realizar la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron algunos
controles positivos para 5 genes (blages, blagxa-1, blapse-1, @ac3 Il a'y aac6’-1b) los
cuales portan genes que ya estan secuenciados. Estas cepas se conservan en el
cepario del LMHC-CICM y se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas control.

Especie Nombre de la Genes Donada por:
cepa secuenciados

M.C. Maria Elena Bello

intl1, sull, Léopez
P. aeruginosa Ps36 ;;:?éﬁfii;g M.C. EIizabe_zth Valerio
Callejay
M.C. Cristal Ayala Arias
P. aeruginosa PSE-1 Pse-1 Dr. Jesus Silva Sanchez
Ctx-m-15, oxa-1,
E. coli C7226 aac-(3)-llay aac- Gerardo Cortés Cortés
(6))-1b-cr.

Condiciones para la amplificacién de genes por PCR se encuentran en la tabla 4

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados y condiciones para la amplificacion de los genes de

Tamafo
del : . . .
. Primer Secuencias Condiciones Referencias
amplificad
0

resistencia

ACACAATACATATCAACTT  ggoc/smin
bla Oxa-1F CGC 51°C 96°c/1min
o g3 814 oLcmin _3|5 Steward, 2001.
c/Zmin ciclos
1
Oxa-1 R AGTGTGTTTAGAATGGTGA 72°6/10min
TC 50.2°C 4°¢c/
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ATGTCACTGTATCGCCGTC _
Som F T 66°C 94°c/5min
P 94°c/imin 43 Rodrigo et al.,
blagym 842 800 56°c/1min _
68c/Imin | ciclos 2008.
SpmR = TTACTGCCCGTTGACGCC | ggoc/5min
CA 62°C 4°c/

Tamafio
del ) _ -
Primer Secuencias Condiciones ) .
amplificad Referencias
0

CGACTTCCATTTCCCGATG )
Veb.1 F C 62°C 95°c/5min
eb- 95%c/Imin 4, Naas et al.,
blae, = 900 643 Srcimin |
72°c/1min ciclos 1999.
Veb-1 R GGACTCTGCAACAAATAC 72°c/5min
GC 60°C 4%l
CGGGCCGTATGAGTGATT
94°¢/5min
Nmd-1 F GC 64°C 94°c/1min 30
blaymg 825 781 42°c/1min Bello, 2014.

72°c/5min ciclos
Nmd-1 R GACCGGGTGCATAATATT 72°¢c/10min

GG 60°C 4°c/
TTGCGATGCTCTATGAGTG
AAC6" F GC 67.7°C Sa°c/Smin
aac6’- : 94°c/30Seg Park et
612 481 60°c/45seg
72°c/2min ciclos
1b AACE'R = CTCGAATGCCTGGCGTGT = 79°c/8min al.,2006.
TTT 69.4°C 4°c/
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7.6 Visualizacion de productos de PCR

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% en cada uno de
los pozos se colocd una mezcla con 3ul de DNA bacteriano con 1 pl de azul de
bromofenol como tampdén de carga. Para correr el gel con las muestras fue

necesario un voltaje de 90v por 30 minutos.

Antes de visualizar cada uno de los geles se tifieron en una solucién acuosa de
agua destilada con bromuro de etidio (200ml/10 pl) y posteriormente se destifieron
en agua destilada por 10 minutos. Para visualizar los fragmentos de ADN, los
geles se fotografiaron en un digitalizador de imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen
System.

7.7 Secuenciacion de la amplificacion.

Los productos amplificados se purificaran a partir del gel de agarosa con ayuda de
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras seran enviadas para su secuenciacion siguiendo los protocolos.
7.8 Andlisis de secuencias

Las secuencias se visualizaron a través del programa Flinch Tv version 1.4.0
Geospiza. El analisis comparativo de las secuencias se realiz6 con el programa
BLAST 2.0 QBLAST del National Center for Biotechnology Information site
(www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Los alineamientos tanto nucleotidicos como
aminoacidicos se realizaron con el programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y la conversion de la secuencia
nucleotidica a aminoacidica se realizO en ExPASy-Translate tool
(http://lexpasy.org/tools/dna.html).

——
| —
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8. RESULTADOS

En este estudid se ratificaron 14 aislados provenientes del Hospital para el Nifio
Poblano por medio de pruebas bioquimicas. Los resultados de las pruebas
bioquimicas de estas cepas se encuentran en la tabla 5.

Tabla 5. Pruebas bioquimicas de 14 cepas de P. aeruginosa.

Cepas de Pseudomonas aeruginosa: pruebas bioquimicas

. Citra | Crece
Clave externa | Clave interna O/F TSI
to 42°C

150646-2 NP49 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150715-2 NP50 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150722 NP51 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150724 NP52 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150731 NP53 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150737 NP54 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150746-1 NP55 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150747-1 NP56 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150747-2 NP57 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150750 NP58 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150801 NP59 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
150810 NP60 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
131221-1 NP61 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -
131222-1 NP62 oxidador K/sc Mov (+) (+) lac -

La clave externa es el nimero asignado por el hospital. La clave interna es un nimero asignado en el
laboratorio de microbiologia hospitalaria y de la comunidad y al que se le da continuacién dependiendo del
namero de cepas que ya han sido estudiadas en trabajos anteriores provenientes del mismo hospital. O/F:
Oxidador/ Fermentador, k/sc: alcalino/ sin cambio, mov: movilidad, TSI: Agar de Hierro y Triple azucar, MIO:
Movilidad Indol Ornitina, lac: lactosa.

8.1 Patrones de susceptibilidad microbiana de 14 cepas.

Posteriormente se analizaron los perfiles fenotipicos de cada uno de los 14
aislados.

23

——
| —



Fenotipo y Genotipo de resistencia de Psedomonas aeruginosa causantes de infecciones nosocomiales.

Tabla 6. Pruebas fenotipicas de resistencia en 14 cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Penicilinas | Inhibidor | Cefalosporinas [Monobactams| Carbapenémicos |[Lipopéptido| Aminoglucésidos | Quinolonas
- II.......IIII'
S S S S S S S S S S S S S S

| R | R R R R R S R R R R R

| R | R R R R R S R R R R R

n
n
n
n
n
n
n
n
n
"
n
n
n

S: sensible, R: resistente, I. intermedio, PIP: piperacilina, TIC: ticarcilina, TZP:
piperacilina/tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, ATM: aztreonam IMP: imipenem, MEM:
meropenem, CL: colistina, GM: gentamicina, AN: amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR:

norfloxacina.
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Figura 1. Resistencia de 14 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas del Hospital para el
Nifio Poblano. PIP: piperacilina, TIC: ticarcilina, TZP: piperacilina/tazobactam, CAZ: ceftazidima,
FEP: cefepime, ATM: aztreonam IMP: imipenem, MEM: meropenem, CL: colistina, GM:

gentamicina, AN: amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR: norfloxacina.

En la figura 1 se muestra que la mayoria de las cepas son sensibles a los
antibioticos incluso se muestra que el 100% de las cepas son sensibles a
Meropenem y Colistina. Respecto a la resistencia que mostraron estas cepas,
Ciprofloxacina y Norfloxacina fueron los antimicrobianos a los que las cepas
resultaron ser mas resistentes esto aproximadamente en un 30%, los demas

antibioticos no superan valores de resistencia mayores al 22%.
8.2 Origen de 62 cepas Pseudomonas aeruginosa

Los resultados de las 14 cepas fueron agregados a resultados de 48 cepas que
ya habian sido estudiadas; sumando un total de 62 cepas. Todas las cepas
proceden de distintos sitios anatomicos de los pacientes del Hospital del Nifio
Poblano. Los origenes de estas muestras fueron de secreciones de herida
quirargica abdominal (18%), secreciones quirdrgicas de liquido peritoneal (16%),
secrecion de herida quirargica de mielomeningocele (6%), peritonitis (6%),

infeccion renal cronica (5%), material fecal (5%) y otros (44%) en este Ultimo se

25

——
| —



Fenotipo y Genotipo de resistencia de Psedomonas aeruginosa causantes de infecciones nosocomiales.

incluyen secrecion de rodilla, secrecion de herida en craneo, liquido sinovial,

pancreatitis, sepsis, apendicitis principalmente (Figura 2).

Origen de muestras

HS. de Hx. Qx. de
mielomeningocele (4)

HS. de Hx. Qx. Abdominal (11)

i Liquido peritoneal (10)

H peritonitis (4)

k4 Infeccién Renal Crénica (3)

LI materia fecal (3)

H otros (28)

Figura 2. Sitios anatémicos de procedencia de 62 cepas de P. aeruginosa del Hospital para el
Nifio Poblano. Otros: secrecion de rodilla, secrecién de herida en craneo, liquido sinovial,

pancreatitis, sepsis, apendicitis

Estas cepas a su vez se distribuyen de los siguientes servicios hospitalarios:
Urologia 23%, cirugia 14%, medicina interna 14%, unidad de cuidados neonatales
13%, unidad de cuidados intensivos 10%, Oncohematologia 8%, Unidad de

guemados 6% Yy finalmente Ortopedia 3% (Figura 3).
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Servicios hospitalarios

H Urologia (14)

H Cirugia (14)

L1 Unidad de quemados (4)

H Unidad de cuidados intensivos

(6)

H Unidad de cuidados intensivos
neonatales (8)
i Oncohematologia (5)

i Medicina interna (9)

H Ortopedia (2)

Figura 3. Areas hospitalarias de procedencia de las 62 cepas de P. aeruginosa. Los nimeros

en los paréntesis muestran cuantas cepas se aislaron en cada servicio.
8.3 Patrones de susceptibilidad microbiana 62 cepas

Los perfiles de susceptibilidad a los antimicrobianos de las 62 cepas se muestran
en la tabla 7, en donde las cepas mostraron resistencia a Ticarcilina en un
33.87%, Gentamicina 30.64% Amikacina 29.03%, Meropenem 27.41%,
Imipenem 24.19%, Ciprofloxacino 19.35%, Norfloxacina 19.35%, Colistina 14.51%,
Ceftazidime 14.51%, Piperacilina-Tazobactam 14.51%, Piperacilina 12.9%,
Cefepime 12.9% y Aztreonam 11.29%.
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Tabla 7. Patrones de susceptibilidad de 62 cepas P. aeruginosa a los antibiéticos probados

Grupos Antibiético Resistente Intermedio Sensible
de antibidtico (n° de cepas/ (n° de cepas/ (n° de cepas/
porcentaje) porcentaje) porcentaje)

Penicilinas Piperacilina 8/12,9% 15/24,19% 39/62,9%
Ticarcilina 21/33,87% 15/24,19% 26/41,93%
u Piperacilina/Tazobactam 9/14,51% 12/19,35% 41/66,12%
Cefalosporinas Ceftazidima 9/14,51% 3/4,83% 50/80,64%
Cefepime 8/12,9% 416,45% 50/80.64%

Monobactams Aztreonam 7/11,29% 7/11,29% 48/77,41%
Carbapenémicos Imipenem 15/24,19% 5/8,06% 42/67,74%
Meropenem 17/27,41% 1/1,61% 44/70,96%

Aminoglucésidos Gentamicina 19/30,64% 5/8,06% 39/62,9%
Amikacina 18/29,03% 1/1,61% 43/69,35%

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 12/19,35% 3/4,83% 47/75,98%
Norfloxacino 12/19,35% 1/1,61% 49/79,03%

Colistina 9/14,51% 0 53/85,48%
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Patrones de susceptibilidad
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Figura 4. Porcentajes de los patrones de susceptibilidad de cada antibiético probado para las 62

MEM
CL
GM
AN
CIP
NOR

cepas de P. aeruginosa. PIP: piperacilina, TIC: ticarcilina, TZP: piperacilina/tazobactam, CAZ:

ceftazidima, FEP: cefepime, ATM: aztreonam IMP: imipenem, MEM: meropenem, CL: colistina,

GM: gentamicina, AN: amikacina, CIP: ciprofloxacina y NOR: norfloxacina.

8.4 Amplificaciéon de genes que codifican para B-lactamasas

Las 62 cepas en su mayoria fueron sensibles a los antibiéticos probados, en este
estudio se seleccionaron 9 cepas que fueron multidrogorresistentes y resistentes a
carbapenémicos para la busqueda de genes que codifican para B-lactamasas.

Se buscaron genes que codifican para metalo-B-lactamasas como: blaspm-1 Y
blanam-1; de tipo serin-B-lactamasas: blages, blavep-1, blapse:r Y blaper: y de tipo
oxacilinas: blaga-1 Y blagxa-2. Anteriormente se habian buscado genes a algunas de
estas cepas pero los resultados fueron negativos al 100% por lo que en este
estudio se continué a nivel genotipico debido al perfil fenotipico de cada una de
estas cepas. Los resultados de la amplificacion de los genes que fueron positivos

en este estudio se muestran las figuras 5y 6.
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Figura 5. Amplificacion de blags (864 pb) en cepas de P. aeruginosa multidrogorresistentes
En el carril 1: Np 02, carril 2: Np 06, carril 3: Np 08, carril 4: Np 11, carril 5: Np 15, carril 6: Np 17,
carril 7: Np 21, carril 8: Np 32, carril 9: Np 62, carril 10: control positivo (PSE 36).

Las cepas que resultaron positivas en la amplificacion de blags fueron Np11l,
Npl5, Npl7, Np21 y Np62 de la misma forma se muestra en la figura 5 el

resultado positivo obtenido del control (PSE36).
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Figura 6. Amplificacibn de Dblag., (703 pb) en cepas de P. aeruginosa
multidrogorresistentes. En el carril 1: Np 02, carril 2: Np 06, carril 3: Np 08, carril 4: Np 11, carril
5: Np 15, carril 6: Np 17, carril 7: Np 21, carril 8: Np 32, carril 9: Np 62, carril 10: control positivo
(PSE 36).

Los resultados para blaoxa2 fueron positivos en un 11%, la cepa que obtuvo este

resultado fue NpO6 (Figura 6)

En la siguiente tabla se encuentran los resultados de cada una de las cepas con

respecto a la busqueda de genes.
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Tabla 8. Perfiles genotipicos de resistencia de 9 cepas que presentan multirresistencia a -

lactdmicos.

B-lactamasas

Cepas | Metalo | Serin _______ Oxacilinas____
blaspm  blangm blages blayep blapse blaper blagxa1 blagyas
NP02 - - - - - - - -
NP06 - - - - - - - +
NP08 - - - - - - - -
NP11 - -
NP15 - -
NP17 - -
NP21 - -
NP32 - - - - - - - -
NP62 - -

+ + [+ +

+
1
1
1
1
1

blaspm, blandm, blages, blaven, blapse, blaper, blaoxa-1 Y blaoxa-2: genes que codifican para

B-lactamasas

No se encontraron resultados positivos para los genes blaspm blandm, blayen, blapse

blaper y blaoxa-1 @ excepcion de los genes blages y de blagya-2 (Tabla 8).

8.4.1 Secuenciacién y analisis de producto de amplificacién del gen blages

La cepa Np62 se secuencid6 a partir del producto de PCR de blags, éstas
secuencias se visualizaron en el programa Flinch Tv versién 1.4.0 Geospiza; se
procedié a hacer un analisis comparativo de la secuencia a través del programa
BLAST 2.0 del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se utilizé en
total 751 pb reportado por el IBT-UNAM de un total de 864 pb del amplificado.

Las secuencias obtenidas corresponden en un 95% de similitud con blages-2 y un
96% con blages.s esto de acuerdo con BLASTn de la herramienta del NCBI, asi
mismo los alineamientos de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se

elaboraron en el programa Clustal Omega (figura 7 y 8)
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CLUSTAL 0O(1.2.1) multiple sequence alignment

NP62  — s o e o e e
GES5 ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA
GES2 ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA
NP62 AACTTAACCTTCAGGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAGAAAGCAGCTGAGATCGGT
GES5 AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT
GES2 AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT
hok kkkkkkkkhkk KA KK hkhhhk kA Ak khhkhhkkkkkhhhkk *xxkkkhhk* XA KKK kKk*
NP62 GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGACAGATCGTCGCGGGCCACCGAATCGAGCAGCGTTTT
GES5 GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT
GES2 GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT
KAKXKAKNAKAAXAAAIAKAAXAARAAA XA A, dA AKX AAKAAIAAA A AR AR AR AA K K, Kk hkkhArhkkxhk%
NP62 GCAATGTGCTCTACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA
GES5 GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA
GES2 GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA
hokkkkkkkkkh hhkkkkkhkhkhhkhkkkkkkhkhkhkkkk Kk kkkhkhk k& &k okkkkkxkx Kk kK*
NP62 GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCGTACGGGCGGGACATGATCGTCGAATGGTCT
GES5 GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT
GES2 GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT
hokkkkkkkkkhkhhkhk Ak kkkhkhhkhkkk kK K*hk XAk Hhhhkhkrkxkkkkkhkkhx&* Kk kKk*
NP62 CCTGCCGCGGAGCGGTTTCTCGCATCGGGACATATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCG
GES5 CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT
GES2 CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT
KAkKKAA KN *AAAKAAKRAXAAKRAA KA KAIAAAAA A, *AhA A XA AA A I A A A A A A A A ARk A A AKX Ak Kk
NP62 GCGGTGCAGCTCAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT
GES5 GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT
GES2 GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT
hokkkkkkkkkhk hhkkkkkkkhkhhkhkkkkkkkhkhkkk kK kkkkhkhkkx kK kokkkkk k& %%k KkKk*
NP62 GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA
GES5 GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA
GES2 GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA
KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR A AR A AR Ak kK
NP62 GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACCACGCCTATTGCT
GES5 GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT
GES2 GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT
hokkkkkkkkkhhhk KAk khkhkhhhkkkkhkhhkkkkkkkhkhkhk kX k kK Khkkk k& % KKk kK
NP62 ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGCCCACCTCGACCCAC
GES5 ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC
GES2 ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC
hokkkkkkkkkkhkhk kA Ak kkkhkhkkkkkkkkkhkhkkkkkkkkkhkhkkxk  Kokkkkk k&% %Kk kK
NP62 ACAATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACATTACGAGCGGGTTTT
GESS5 ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT
GES2 ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT
Kk KA KA A A A A A A A A A AR I A A AR A A A A A A A AR hA A A A A A A A h Ak hhkx Ak khhkhkhk Ak hkk k)%
NP62 CCTAAAGATTGGGTTATTGGAGAGAAAACCGGCACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC
GES5S CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC
GES2 CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC

hhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrkh *hhkhkkhhkhkhkhhkhkrkh *k *hhkrkhhkhkhrhkhkrhkhkrhkhkrkhhkhkhrrkxk
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NP62 ATTGGGTTTTTTAAAGCCCAGGACAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG
GES5S ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG
GES2 ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG

khkhkhkk hhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkrhhhkhhkd dhkhrhkkhkrhkkhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkrkhkkhkkhkrkxk

NP62 AAACTATCGGCCGAACAACGTGACGAATTAGT - - ——————————————————————————
GES5 AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA
GES2 AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA

KAk AAhkhkK kA khkhkk K, K, KhkhkAkhkhkAkhkkhrhkkxkhkk,x

NP62 ~  —mmmmmmmmmmmmmmmme
GES5 CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG
GES2 CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG

Figura 7. Secuencias nucleotidicas de la cepa NP62 comparada con las secuencias de los genes blages-
2 Y blagess. En amarillo se encuentran los nucleétidos diferentes que existen entre la cepa NP62, blages.2 ¥

blages-s

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

NP62 ~  —mmmmmmmmmm— o NLTFRTDLEKLEREKAAEIGVAIVDPQGQIVAGHRIEQRF
GES5S MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRE
GES2 MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRE

ekhkkekhkhkhkhk A hkhkhkhhkh ek hhhkhhkrhkhkkohkrhkhkhkho **x%k

NP62 AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGRDMIVEWSPAAERFLASGHMTVLEAAQA
GES5S AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA
GES2 AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA

hhkrhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhkhhrhkhkrkh dhhkrkhkhhkhkoehkrhkhkrhhkrhkhhkhhhkxk

NP62 AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA
GES5 AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMSDNTPGDLRDTTTPIA
GES2 AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA

KA KA K AR KA A KA A A KA AR A AR A AR AR AR AR A A A A AR A AR A AR AR AR, K, Ak hA Ak Ak Ak h kK%

NP62 MARTVAKVLYGGALTPTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGEFPKDWVIGEKTGTCANGGRND
GES5S MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGEFPKDWVVGEKTGTCANGGRND
GES2 MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGEPKDWVVGEKTGTCANGGRND

hhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhrkh dhhkhhhkrhkhhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkdeoehkhkhhkrhkhkhkhkhkxk

NP62 IGFFKAQDRDYAVAVYTTAPKLSAEQRDEL-—-—-——-—-=-=-—-————————
GES5 IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK
GES2 IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK

KAk khkkhkhkk ek kA hk kA Ak kA kA hkkhx . Kk kK k

Figura 8. Secuencias aminoacidicas de la cepa NP62 comparandolo con el gen blages2 y blagess. En amarillo

se encuentran los amino&cidos diferentes que existen entre la cepa NP62, blages-2 y blages.s
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8.5 Amplificacion de N-acetiltransferasas

Los perfiles de susceptibilidad del total de las 62 cepas estudiadas respecto a la
resistencia a los antibiéticos fueron muy variados; sin embargo solo 22 cepas, se
eligieron debido a la resistencia a uno o dos aminoglucésidos probados en este

trabajo

La mayoria de las cepas elegidas fueron resistentes a AN y GM y esto fue
determinante para su seleccion en la busqueda de genes que codifican para N-

acetiltransferasas como aac(3)-lla y aac(67)1b.
8.5.1 aac(67)1b

En la busqueda de este gen se encontraron los siguientes resultados:

123456 7 89101112131415 161718192021_2_2_23

. ‘.
* . " . e

Figura 9. Gel representativo de la amplificacion de aac(6’)1b (481 pb) de 22 cepas de P.
aeruginosa. En el carril 1: control Ps36ac, carril 2: Np 02, carril 3: Np 03, carril 4: Np 04, carril 5:
Np 06, carril 6: Np 11, carril 7: Np 12, carril 8: Np 13, carril 9: Np 15, carril 10:Np 17, carril 11: Np
21, carril 12: Np 23, carril 13: Np 25, carril 14: Np 32, carril 15: Np 33, carril 16: Np 43, carril 17: Np
44, carril 18: Np 45, carril 19: Np 46, carril 20: Np 47, carril 21: Np 52, carril 22: Np 54, carril 23: Np
62.
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Las cepas que fueron positivas para aac(6”)1b fueron Np15, Np17, Np21, Np32,

Np33 y Np62. Se utilizé un control positivo denominado Ps36ac.

8.5.2 aac(3)-lla

En la busqueda de este gen se encontraron los siguientes resultados:

1 234567 891011121314
LI A

Figura 11. Gel representativo de la amplificacion de aac(3)lla (237 pb) de 22 cepas de P.
aeruginosa. En el carril 1: marcador, carril 2: Np 23, carril 3: Np 25, carril 4: Np 32, carril 5: Np 33,
carril 6: Np 43, carril 7: Np 44, carril 8: Np 45, carril 9: Np 46, carril 10:Np 47, carril 11: Np 52, carril
12: Np 54, carril 13: Np 62, carril 14: control c7226.

El resultado de este gel de electroforesis para aac(3)-lla fue positivo Unicamente

para la cepa Np44.
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Las cepas que resultaron positivas de cada uno de los geles se muestran
en la tabla 9.

Tabla 9. Perfiles genotipicos de resistencia 22 cepas resistentes a aminoglucosidos

N-acetiltransferasas
Cepa | aac(6)lb  aac(3)lla

NPO2 B B

NPO3 B B

NPO4 - -

NPO6 B B

NP11 B B

NP12 B B

NP13 B B

NP15

+
NP17 + -
NP21 +

NP23 B B

NP25 B B

NP32

NP33

NP43 - -

NP44 - +

NP45 B B

NP46 B B

NP47 B B

NP52 - -

NP54 - -

NP62 + -
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9. DISCUSION

P. aeruginosa es un microorganismo capaz de desarrollar diversos mecanismos
de resistencia contra los antibidticos teniendo incluso capacidad de adquirirlos
durante el tratamiento antimicrobiano (Breidenstein et al., 2011), la dificultad para
contrarrestar cada uno de sus mecanismos, ha permitido buscar tratamientos
alternativos como la combinacion de antibiéticos; sin embargo no resulta efectivo
totalmente. El desarrollo de nuevos antibidticos que resulten mas efectivos que los
antibioticos disponibles en contra de este microorganismo es muy limitado
(Chatterjee, 2016). En este trabajo se considerd estudiar la resistencia que P.
aeruginosa presenta analizandola y encontrando la relacion tanto fenotipicamente

como genotipicamente.

Primero fue ratificar al microorganismo de estudio a partir de 14 aislados
procedentes del Hospital para el Nifio Poblano, esto fue realizado por medio de
pruebas bioquimicas, principalmente: TSI, MIO, O/F, citrato de Simmons y
crecimiento a 42°C. Efectivamente se comprobd que era la especie. Cabe
mencionar que estos aislados ya habian sido identificados por el hospital mediante
el equipo semiautomatizado Vitek 2, posteriormente se realizaron a estas cepas
pruebas fenotipicas de resistencia por medio del método de Kirby Baler, asi se
determind la resistencia de estas 14 cepas. Finalmente estos aislados y sus
resultados fueron agregados al cepario del laboratorio contando finalmente con un

total de 62 cepas.

La mayoria de estas cepas provienen de servicios hospitalarios como
urologia, cirugia, unidad de cuidados intensivos y medicina interna lo que coincide
con lo que se tiene reportado en estudios donde afirman que las infecciones
nosocomiales causadas por este microrganismo afectan principalmente a
pacientes con heridas quirtrgicas (Chatterjee et al. 2016; Mahfoud et al., 2015;
Gomila et al.2013; Lombardo et al., 2012; Diaz R. et al., 1999).

Las cepas de este estudio resultaron ser sensibles a la mayoria de los antibioticos

probados, sin embargo algunas cepas fueron multirresistentes a los
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antimicrobianos y a los carbapenémicos probados, lo cual resulta importante y
representa un problema hospitalario debido a que dificulta la erradicacion de estas
cepas resistentes dentro de este hospital en los pacientes menores de edad,
permitiendo asi la diseminacion intrahospitalaria de estos microorganismos

causantes de infeccion.

De las 62 estudiadas fenotipicamente, 9 fueron multidrogorresistentes a partir de
ellas se procedio a la busqueda de genes que codifican para 3- lactamasas. Los
resultados de los genes que se encontraron fueron solo positivos para blages en las
cepas NP11, NP15, NP17, NP21 y NP62 y para blaoa-2» en la cepa NPO6.

El gen blags en este trabajo se encontr6 en 5 (56%) de las cepas
multidrogorresistentes. Cabe mencionar que estas cepas proceden de diferentes
sitios anatomicos y fechas de recoleccion sin embargo provienen del mismo
paciente, teniendo un perfil fenotipico similar por lo que podria tratarse de la
misma cepa pero no se tiene la certeza hasta realizar una tipificacion.

Para determinar la variante de blags, se secuencid la cepa NP62 y se
hicieron comparaciones con variantes de blages. Se encontré una similitud del 95%
con blages2 Yy €n un 96% con blages.s esto es debido a la cantidad de nucleotidos
gue se obtuvieron en la secuencia que fue un total de 751pb.

En muchos paises se han encontrado variantes de blages en P. aeruginosa;
blages.1 fue identificada en Francia y Sudamérica (Potron et al., 2015). La primera
GES tipo carbapemenasa encontrada en P. aeruginosa fue blags. Yy fue
encontrada por primera vez en una mujer con neumonia nosocomial. (Poirel et al.,
2001).

Respecto a los estudios realizados en algunos hospitales de México sobre
blages han confirmado la presencia de las variantes blages.1, blages-19 Y blages20 €n
84.4% de 45 aislados, la mayoria resulto positiva para blages-19 Y blages-20 (Garza et
al., 2014). Respecto a blagsss en México se encontré6 que esta variante se
encuentra formando parte de los cassettes génicos en integrones de clase 1
(Castillo et al., 2012).
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Dicho lo anterior es necesario contar con todas las pb de la secuencia para
hacer estudios comparativos precisos, que determinen completamente el tipo de
variante de blages; debido a las similitudes encontradas con blages> ¥ blages-s Yy
podria tratarse de alguna variante mencionada que coincida con lo reportado en
México aunque no se descarta la posibilidad de tratarse de alguna nueva variante.

La oxacilina blaga.» determina la resistencia a TIC y PIP (Strateva &
Yordanov, 2009); en México se ha encontrado este gen formando parte de
cassettes génicos en integrones de clase 1 (Castillo et al., 2012). Los reportes en
el pais acerca de la presencia blaga-> confirman la presencia de este gen en 7
aislados y a su vez se reporta una relaciéon de la resistencia a CAZ con la
presencia de este gen en los aislados (Gonzalez et al 2012). Con los resultados de
las nueve cepas, el 56% tuvo resistencia a este antimicrobiano sin embargo la
Gnica cepa que amplific6 para este gen no presentaba resistencia a este
antibiotico por lo que no se tiene una relacion con lo reportado por Gonzalez.. De
los reportes obtenidos del laboratorio de MHyC se encontrd la presencia de este
gen en el 85.7% de 7 aislados (Juarez, 2016).

En la basqueda de genes que codifican para enzimas modificadoras de
aminoglucésidos particularmente de N-acetiltransferasas se eligieron 22 cepas
que presentaban resistencia principalmente a AN y GM de acuerdo a lo obtenido

en las pruebas fenotipicas de la difusion en disco.

El 86% de las 22 cepas fueron resistentes a GM, el 81% fue resistente a
AN vy de las cepas que presentaron resistencia a los dos antibioticos fueron un
total 68%. Algunas de las enzimas modificadoras de aminoglucésidos
principalmente encontradas en P. aeruginosa son aac(3), aac(6’) y ant(2”") que le

proveen resistencia a este grupo de antibiéticos (Poole, 2005).

Los resultados encontrados para aac(3) llb fue que la cepa NP44 resulté
positiva para este gen y mostro resistencia solo a AN. Este subtipo es uno de los
menos comunes localizado en P. aeruginosa y le confiere resistencia a
gentamicina, trobamicina y netilmicina (Poole, 2005) lo que no coincide con los
resultados que mostré la cepa que amplificé para este gen. Con lo reportado en
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LMHyC de cepas provenientes del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”
ISSSTE de la Cd. de México se encontré que de 21 cepas MDR el 52% amplifico
para aac-3’-lla y 57% para aac-6"-Ib (Martinez, 2011, Valerio, 2012 y Ayala,
2013).

Los resultados para aac6-1"b que se encontraron en este estudio en las
22 cepas a las cuales se les amplificé este gen, seis resultaron positivas (NP15,
NP17, NP21, NP32, NP33 y NP62) y todas fueron resistentes a AN y GM. Lo que
se ha encontrado en el mundo sobre ésta enzima es que suele presentarse en la
mayoria de los aislados y se observa principalmente la resistencia de amikacina,
trobamicina y gentamicina como los antibiéticos mas probados en estos reportes,
algunas variantes de este gen muestran un espectro extendido de resistencia a
Gentamicina (Dubois et al., 2008; Vaziri et al, 2011 & Michalska et al. 2014). En
general esta enzima 6 N-acetiltranferasa tipo Ib tiene una gran importancia clinica
ya que es una de las variantes mas encontradas en un 70% en aislados de Gram

negativos (Ramirez et al., 2013).

En el LMHyC de 27 aislados provenientes del Centro Médico Nacional
“20 de Noviembre de la Ciudad de México ” se encontro el gen que codifica para
esta enzima aac(6’)-1b en un 57% (Ayala, 2013; Martinez, 2011; Valerio, 2012). De
la misma forma se estudidé esta enzima en el hospital ISSSTE de la ciudad de
Puebla y se obtuvo que de 7 aislados multidrogorresistentes el 71.4% presento

este gen (Juéarez, 2016).

La forma en la que estan distribuidas algunas de estas enzimas
modificadoras de aminoglucosidos pueden derivar en los patrones de prescripcion
de esta familia de antibidticos, la seleccion de la poblacién bacteriana y las

diferencias geogréficas (Vaziri, 2011).
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Este estudio se enfocO en encontrar la relacion fenotipica y genotipica de
cepas provenientes de un hospital infantil, sin embargo los diversos mecanismos
gque Pseudomonas aeruginosa presenta, repercuten en la resistencia a los
antimicrobianos que muestra esta especie en los aislados, permitiendo estos
mecanismos, la generacibn de bacterias multidrogorresistentes de dificil

erradicacion.
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10. CONCLUSIONES
Urologia, cirugia, medicina interna, unidad de cuidados neonatales fueron

los servicios del HPN que tuvieron mas aislados de P. aeruginosa.

Los aislados presentaron resistencia principalmente a Ticarcilina,
Gentamicina, Amikacina, Meropenem e Imipenem.

Las 9 cepas a las cuales se les buscé B-lactamasas no portaron los genes
blaoxa-1, blapse-1, bla nam-1, bla per-1, bla spm-1 Y blavep-1; Sin embargo el 56% porta
blages y el 11% porta blagya.o.

Todas las cepas que portaban blages procedian del mismo paciente, pero de
diferentes sitios anatémicos.

La cepa NP62 podria contener alguna variante de blages, la relacion posible
fue de un 95% con blages.> y un 96% con blages.s

Las 22 cepas a las que se les buscé N-acetiltransferasas porté aac3 lla en
un 5% y aac6’lb en un 27%.
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