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RESUMEN 
 

La versatilidad de Pseudomonas aeruginosa para sobrevivir bajo ambientes 

nutricionales mínimos, su capacidad de adaptación y los mecanismos de 

resistencia intrínsecos y adquiridos con los que cuenta, la hacen uno de los 

patógenos nosocomiales más importantes. El objetivo del presente trabajo fue 

determinar la relación genética por Electroforesis en Gel de Campos Pulsados 

(PFGE) de 21 aislados de P. aeruginosa multidrogoresistentes (MDR) del año 2009 

del Centro Médico Nacional (CMN) “20 de Noviembre” ISSSTE de la Cd. de México 

y 25 aislados MDR recolectados durante 2013-2014 en el Hospital Regional (HR) 

ISSSTE de la Cd. de Puebla. Se seleccionaron algunos aislados de este último 

hospital para estudiar la presencia de mecanismos de resistencia.  

La electroforesis en el de campos pulsados de los aislados del CMN “20 de 

Noviembre”, mostraron 21 pulsotipos (PT) y 4 grupos genéticamente relacionados: 

grupo A (Ps87 y Ps89), grupo B (Ps33 y Ps35), grupo C (Ps62 y Ps48) y grupo D 

(Ps49, Ps65 y Ps39). Los aislados del HR ISSSTE, mostraron 25 PT y 2 grupos 

genéticamente relacionados: grupo A (PE25, PE45 y PE48) y grupo B (PE09 y 

PE16), los aislados PE20 y PE26; PE09, PE16, PE15, PE10 y PE19 se clasificaron 

como posiblemente relacionados. De los 25 aislados de este hospital, el 40% portó 

el gen blaIMP y el 24% el gen blaGES. Para el estudio completo de los mecanismos 

involucrados en su multiresistencia se seleccionaron 7 aislados pertenecientes a 4 

pacientes, con resistotipo diferente y sin relación genética por PFGE. PE02 

(18/04/13, lavado bronquial) y PE20 (19/08/13, expectoración) aislados de un 

mismo paciente; PE06 (10/05/13) y PE52 (14/01/14) de urocultivo del mismo 

paciente; PE26 (expectoración) y PE30 (urocultivo), aisladas el 17/09/13 de un 

mismo paciente; y PE21 aislada de expectoración el 20/08/13. El 100% (7) de los 

aislados portó blaOXA-50; 85.7% portó blaOXA-2; el 42.8% portó blaIMP-18, 14.2% portó 

blaIMP-15; y 42.8% amplificaron para blaGES, de los cuales 2 aislados portaron blaGES-

2 y uno presenta una variante aún no determinada; 71.4% amplificaron para aac-6´-

Ib. Todos los aislados presentaron resistencia a todos los antibióticos probados por 

concentración mínima inhibitoria (CMI), excepto para colistina, y en el caso de 

PE02 para ceftazidima y amikacina. Se presentaron mutaciones en los reguladores 

de bombas de expulsión MexR (PE06 y PE52), MexT (PE20, PE06, PE52, PE30 y 

PE21) y MexZ (PE06, PE52 y PE21), ninguna reportada como relacionada con la 

resistencia a los antibióticos. Los aislados PE06, PE52 y PE21 presentaron el loop 

7 corto (L7-short) en la porina OprD, relacionado con aumento en la sensibilidad a 

meropenem, además presentan codones de paro tempranos en el loop 8. El 

aislado PE20 presenta una secuencia de inserción IS1394 truncando la proteína 

OprD. PE06, PE52 y PE21 presentaron integrones de clase 1; PE21, dos 

integrones parcialmente secuenciados con estructura: intI1, aadA6, ¿?, qacEΔ1, 

sul1 y intI1, aacA7, imp-15, ¿?, orfD, qacEΔ1, sul1. PE06 (ST308), dos integrones 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

XIII 
 

parcialmente secuenciados: intI1, aac6´-Ib, ¿?, oxa-2, aadA1, qacEΔ1, sul1 y  intI1, 

imp-18, ¿?, qacEΔ1, sul1. PE52 (ST385), dos integrones: intI1, imp-18, aadA1, 

oxa-2, qacEΔ1, sul1 (In1215) y intI1, imp-18 like, aadA1, oxa-2, qacEΔ1, sul1 

(In1218). En este trabajo se observó que aislados de un mismo paciente con 

características fenotípicas y genotípicas de resistencia muy similares pueden no 

tener relación genética o no pertenecer a la misma clona. Por ello es importante 

realizar el estudio global de la relación genética, fenotipo de resistencia y los 

mecanismos de resistencia presentes en aislados de P. aeruginosa provenientes 

de un mismo hospital para conocer la diversidad de cepas circulantes y la posterior 

toma de decisiones  

 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, electroforesis en gel de campos 

pulsados (PFGE), reguladores de bombas de expulsión, porina OprD, integrones. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Una infección nosocomial puede definirse como una infección contraída en el 

hospital por un paciente internado por una razón distinta a esa infección; es decir, 

una infección que se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro 

establecimiento de atención de salud en quien la infección no se había manifestado 

ni estaba en período de incubación en el momento del internamiento. También, 

comprende a las infecciones contraídas en el hospital, pero que se manifiestan 

después del alta hospitalaria, así mismo involucra a las infecciones ocupacionales 

del personal de salud (Ducel et al., 2003) 

  

La aparición y propagación de la resistencia a antimicrobianos y la escasez 

de agentes antimicrobianos en investigación contra patógenos MDR (multidrug 

resistant) han aumentado la preocupación de que estas infecciones puedan llegar a 

ser inmanejables debido a la falta de terapia antibacteriana eficaz (Rice, 2010). La 

resistencia a antimicrobianos incrementa la estancia hospitalaria, mortalidad, 

morbilidad, y los costos económicos asociados (Lister et al., 2009; Sandiumenge, 

2011). 

 La mayoría de los problemas de resistencia a antibióticos en los hospitales 

están concentrados en un número limitado de géneros y especies bacterianas, que  

en el 2008 Rice, agrupó con el acrónimo “ESKAPE” (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter  baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa, y especies de Enterobacter) (Boucher et al., 2009) 

debido a su capacidad para “escapar” de los efectos de los antimicrobianos y los 

cuales están involucrados en más del 40% de las infecciones en pacientes en 

unidades de cuidados intensivos, representando nuevos paradigmas en 

patogénesis y resistencia (Boucher et al., 2009; Ho et al., 2012; Rice, 2010; 

Sandiumenge, 2011) . Sin embargo en 2009, se propuso que el término ESKAPE 

sea cambiado a ESCAPE, para abarcar más ampliamente a todos los patógenos 

problemáticos actuales que desafían la eficacia de los tratamientos de 
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enfermedades infecciosas; en este acrónimo, se incluye a Clostridium difficile como 

la nueva “C” y a las enterobacterias como la nueva “E” final. Ésta terminología 

ESCAPE, abarca no sólo a K. pneumoniae (la antigua K), y especies de 

Enterobacter (la antigua “E” final), sino también a otros patógenos importantes que 

pueden expresar niveles crecientes de resistencia a beta-lactámicos, 

aminoglucósidos y fluoroquinolonas (E. coli y especies de Proteus) (Peterson, 

2009). 

  

 La emergencia del panel ESCAPE, y la tendencia creciente de resistencia a 

los antimicrobianos hacen que la vigilancia mundial y regional de estos 

microorganismos sea fundamental para el control de las infecciones que ocasionan 

(Llaca-Díaz et al., 2012). 

 Pseudomonas aeruginosa es un bacilo, Gram negativo, no fermentador de 

glucosa, clasificado como aerobio facultativo, sobrevive en condiciones micro-

aeróbicas como las de la mucosa de pacientes pulmonares con fibrosis quística 

(Curran et al., 2004; Gomila et al., 2013), esta bacteria es encontrada con poca 

frecuencia como parte de la microbiota de individuos inmunocompetentes (axilas, 

periné, tracto respiratorio, faringe 0-6,6% y en las heces 2,6-24%) (Corona-

Nakamura et al., 2001; Yetkin et al. 2006). 

 

 La versatilidad nutricional de Pseudomonas le permite sobrevivir en 

ambientes extremos, tales como soluciones antimicrobianas en los hospitales. 

Estas bacterias permanecen durante largos períodos en líquidos y superficies 

(jabones, esponjas, bañeras, fregaderos, termómetros orales, equipos de 

inhalación, líquidos de diálisis, grifos de agua, nutrición parenteral y ropa), y se ha 

aislado de equipos de soluciones de irrigación, catéteres, por lo que estas fuentes 

sirven de reservorios y pueden servir como foco de diseminación de P. aeruginosa 

(Curran et al., 2004; Yetkin et al., 2006). 
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 La resistencia intrínseca que presenta P. aeruginosa contra muchos 

antibióticos, explican su papel como un importante patógeno nosocomial (Gomila et 

al., 2013), principalmente causando neumonías asociadas a ventilador, infección en 

sitio quirúrgico, infecciones del tracto urinario y sepsis en pacientes en unidad de 

cuidados intensivos (Corona-Nakamura et al., 2001; Fariñas & Martínez, 2013; 

Yetkin et al., 2006), así mismo está asociada con altos rangos de mortalidad en 

pacientes inmunocomprometidos(Curran et al., 2004). 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

 

2.1 LA MULTIRESISTENCIA EN P. aeruginosa 

 

La  multiresistencia a los antibióticos es un fenómeno microbiológico natural, a 

través del curso de miles de millones de años las bacterias han desarrollado 

mecanismos para prevenir la entrada, expulsar o destruir, compuestos 

estructuralmente similares a los antibióticos clínicamente usados en la actualidad. 

Desde los albores de la "era de los antibióticos", dos factores principales han 

exacerbado el aumento de la resistencia global: el mal uso de los antibióticos y la 

propagación de microorganismos resistentes. Estas acciones no sólo han 

provocado la emergencia de microorganismos resistentes, sino que también 

proveen medios ambientes óptimos para la propagación y selección de 

determinantes de resistencia. 

 

 La resistencia surge endógenamente a través de mutaciones puntuales 

aleatorias en el cromosoma, debidas a concentraciones subterapéuticas de 

antibióticos que incrementan la variabilidad genética y selección de cepas 

resistentes, o de forma exógena mediante la transferencia horizontal de genes a 

través de elementos genéticos móviles o la recombinación de DNA externo con el 

cromosoma (Pendleton et al., 2013). Ante opciones terapéuticas limitadas para 

infecciones por P. aeruginosa MDR en pacientes críticos, es una prioridad realizar 

un seguimiento estricto y periódico de los patrones de resistencia que se presentan 

en cepas de origen hospitalario que puedan contribuir a su vigilancia 

epidemiológica (Fariñas & Martínez, 2013; Gomila et al., 2013; Lister et al., 2009; 

Obritsch et al. 2005)  

 

2.1.1 Mecanismos de resistencia 

 

Los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa pueden clasificarse en: 
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1. Resistencia intrínseca 

 

Comprende los mecanismos de resistencia que existen naturalmente en los 

miembros de una especie bacteriana determinada, los cuales se expresan aún 

sin la exposición a los antibióticos (Guevara et al., 2012). En P. aeruginosa los 

mecanismos de reistencia intrínseca son los siguientes: 

  

a) Debida a la baja permeabilidad de su pared celular (Henrichfreise et al., 

2007; Lambert, 2002; Pendleton et al., 2013; Strateva & Yordanov, 2009). 

b) Tiene la capacidad genética para expresar un amplio repertorio de 

mecanismos de resistencia como las bombas de expulsión (Henrichfreise et 

al., 2007; Lambert, 2002; Strateva & Yordanov, 2009). 

c) Producción de enzimas degradadoras o modificadoras de antibióticos 

(Guevara et al., 2012). 

 

2. Resistencia adquirida 

 

Implica la adquisición de información genética nueva, bien sea a través de 

mutaciones en genes (Guevara et al., 2012; Henrichfreise et al., 2007; Lambert, 

2002; Lister et al., 2009) o por la adquisición de elementos genéticos móviles 

que contienen genes que codifican diversos mecanismos de resistencia 

(Guevara et al., 2012; Lambert, 2002; Lister et al., 2009): 

 

a) Desrepresión de beta-lactamasas AmpC 

b) Pérdida de porinas 

c) Sobre-expresión de bombas de expulsión 

d) Modificación de las proteínas de unión a las penicilinas (PBP) 

e) Producción de enzimas degradadoras o modificadoras de antibióticos. 

f) Modificación del sitio de acción antimicrobiano. 

 

Hay tres mecanismos básicos mediante los cuales los microorganismos resisten a 

la acción de agentes antimicrobianos: impermeabilidad de la membrana externa y 
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pérdida de porinas, bombas de expulsión, inactivación y modificación de 

antibióticos, los cuales son descritos a continuación. 

 

2.1.2 Impermeabilidad de membrana y pérdida de porinas 

 

La membrana externa de P. aeruginosa presenta una barrera significante a la 

penetración de antibióticos, restringiendo la tasa de penetración de moléculas 

hidrofílicas y excluyendo a las moléculas grandes. 

 

 Los antibióticos hidrofílicos pequeños como los -lactámicos y las quinolonas 

sólo pueden cruzar la membrana externa pasando a través de canales acuosos 

provistos por porinas. Las porinas son moléculas proteicas en forma de barril que 

abarcan la membrana externa, usualmente asociadas como trímeros. P. 

aeruginosa contiene en su membrana 64 porinas que forman canales y de las 

cuales las más estudiadas son: OprB, OprC, OprD, OprE, OprF, OprJ, OprM, OprN 

(Guevara et al., 2012). 

 

 La porina OprF está presente en todas las cepas de P. aeruginosa y es la 

principal responsable de conferirle a la membrana características de 

impermeabilidad (Guevara et al., 2012), su pérdida ocasiona una ligera elevación 

de la concentración mínima inhibitoria de los beta-lactámicos y las fluoroquinolonas 

(Lambert, 2002). Las porinas OprJ, OprM y OprN son de tipo inducible y 

generalmente están unidas a proteínas transportadoras formando bombas de 

expulsión, mientras que las porinas OprC y OprE constituyen canales inespecíficos 

utilizados por algunos antibióticos (Guevara et al., 2012). 

 

 La porina OprD de P. aeruginosa facilita la difusión de aminoácidos básicos, 

péptidos pequeños y carbapenémicos al interior de la célula (Biswas et al., 2007; 

Rojo-Bezares et al., 2014), por tanto la pérdida o modificación de esta porina 

disminuye significativamente la susceptibilidad a los carbapenémicos (Fariñas & 

Martínez, 2013; Rojo-Bezares et al., 2014) y por ello es clínicamente importante. La 

porina OprD es una proteína de 443 aminoácidos (Rojo-Bezares et al., 2014) 
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compuesta por 16 láminas β-antiparalelas que forman un barril, conectadas por 7 

loops cortos en el lado periplásmico (Li et al., 2012; Ochs et al., 2000) y 8 loops de 

tamaño variable (pero más largos que los periplásmicos) en la superficie de la 

célula (Huang et al., 1995) (Figura 1). Los loops externos 2 y 3 están involucrados 

en el paso de imipenem, por lo tanto cualquier sustitución o deleción aminoacídica 

dentro de éstos produce cambios en la conformación, lo que puede ocasionar 

resistencia a este antibiótico. Además la deleción de los loops 5, 7 y 8 resulta en un 

incremento en la susceptibilidad a beta-lactámicos, quinolonas, cloranfenicol y 

tetraciclina, indicando que estos loops podrían reducir la acumulación intracelular 

de algunos antibióticos (Huang & Hancock, 1996; Li et al., 2012). Por otro lado se 

ha descrito que la deleción de 2 aminoácidos en la región 372 a 383 del loop 7 

(MSDNNVGYKNYG), nombrado L7-corto (VDSSSSYAGL) (Rojo-Bezares et al., 

2014) está involucrado en la susceptibilidad a meropenem en cepas clínicas (Epp 

et al., 2001). 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la estructura terciaria de la porina OprD de 
Pseudomonas aeruginosa. Vista lateral (A) y vista desde el medio extracelular (B). Verde, láminas 
β antiparalelas; gris; loops y curvas; rojo: α-hélices; naranja y azul: constricción del poro, loops 3 y 7, 
respectivamente. Los loops han sido suavizados para mayor claridad. La línea punteada en la vista 
extracelular representa el segmento del loop 7 no visible en la estructura. Las láminas β cortas S5 y 
S6 están indicadas. E, espacio extracelular; OM: membrana externa; P: espacio periplásmico. 
Tomado de Biswas et al., 2007. 

   

 

 

 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

8 
 

2.1.3 Bombas de expulsión 

 

Las bombas de expulsión son estructuras proteicas capaces de expulsar del 

citoplasma, la membrana citoplasmática o el periplasma de la bacteria, sustancias 

que pueden ser tóxicas o nocivas para la integridad celular, incluyendo productos 

metabólicos e incluso antibióticos (Díaz et al., 2009; Guevara et al., 2012; Lambert, 

2002). 

 

 Los sistemas de bombas de expulsión son complejos proteicos que utilizan 

iones (protones) y ATP como energía para su funcionamiento. Las bombas de 

expulsión conocidas hasta ahora pertenecen a seis familias: MFS (Major Facilitator 

Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance Modulation Cell 

Division), MATE (Multidrug And Toxic Compounds Extrusion), ABC (ATP Binding 

Cassette) y DMT (Drug/Metabolite Transporter) (Díaz et al., 2009; Guevara et al., 

2012). 

 

 Las bombas de expulsión de la familia RND están conformadas por tres 

elementos: una proteína transportadora ubicada en la membrana interna o 

citoplasmática (MexB, MexD, Mex F, MexY, MexK, MexI o MexW), una porina 

ubicada en la membrana externa (OprM, OprJ, OprN, OprD) y una proteína 

periplásmica accesoria (MexA, MexC, MexE, MexX, MexJ, MexH o MexV), la cual 

acopla los dos componentes de membrana. Algunas bombas pueden estar 

conformadas por proteínas de la membrana externa en lugar de porinas, tales 

como OpmD, OpmE, OpmG, OpmH, OpmI (Guevara et al., 2012; Lambert, 2002;  

Tenover, 2006).  

 

 Se han identificado en esta bacteria once sistemas de expulsión 

pertenecientes a la familia RND: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, 

MexXY, MexJK, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM, MexMN, MexPQ-OpmE, TriABC y 

Mux ABC-OmpB (Guevara et al., 2012; Schweizer, 2003). Sin embargo, sólo cuatro 

diferentes sistemas de bombas de esta familia han sido descritas en P. aeruginosa 

las cuales contribuyen significativamente a su resistencia antimicrobiana: MexAB-
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OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN (Henrichfreise et al., 2007; 

Lambert, 2002). 

 

 Mutaciones en los genes reguladores de estas bombas de expulsión (Figura 

2), pueden causar su sobre-expresión, desencadenando resistencia a ciertos 

antibióticos. Todas las clases de antibióticos excepto las polimixinas son 

susceptibles a la eliminación por uno o más de los sistemas de bombas de 

expulsión. MexAB-oprM es responsable de la eliminación de beta-lactámicos, 

quinolonas, un amplio rango de desinfectantes, colorantes y detergentes (Lambert, 

2002), y puede también asociarse con la resistencia a sulfonamidas, 

cefalosporinas, macrólidos, novobiocina, cloranfenicol, tetraciclina y trimetoprim, y 

en cierta medida, meropenem (aunque no imipenem) (Fariñas & Martínez, 2013; 

Pendleton et al., 2013). Otras bombas, como MexCD-OprJ y MexEF-OprN también 

confieren resistencia a las fluoroquinolonas y algunos beta-lactámicos, mientras 

que MexXY-OprM está asociada con la resistencia a aminoglucósidos (Pendleton 

et al., 2013). 

 

Figura 2. Organización genética de mexR-mexAB-oprM, mexT-mexEF-oprN, nfxB-

mexCD-oprJ y mexZ-mexXY de P. aeruginosa. Cada operón contiene genes (flechas grises) que 

codifican un complejo de expulsión de fármaco y está regulada por el producto de un  

gen río arriba (flechas negras) que reprime (-) o activa (+) la expresión del operón. Tomado de 

Grkovic et al., 2002. 
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2.1.4 Inactivación y modificación de antibióticos 

 

P. aeruginosa tiene la capacidad de producir una gran cantidad de enzimas 

codificadas por genes que se encuentran en el cromosoma de la bacteria o en 

elementos extra-cromosómicos. 

 

 En P. aeruginosa existen dos grupos de enzimas capaces de inactivar o 

modificar antibióticos, la mayoría se clasifican en el grupo de las beta-lactamasas, 

donde se incluyen las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), oxacilinasas, 

carbapenemasas y la beta-lactamasa cromosómica AmpC, las cuales en general 

hidrolizan antibióticos beta-lactámicos. El otro grupo lo conforman las enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos AME (aminoglycoside modification enzyme), 

donde se encuentran las enzimas aminoglucósido nucleotidiltransferasa (ANT), 

aminoglucósido acetiltransferasa (AAC) y aminoglucósido fosforiltransferasa (APH) 

(Díaz et al., 2009). 

 

2.1.4.1 Beta-lactamasas 

 

La principal causa de resistencia a los antibióticos beta-lactámicos es la presencia 

de beta-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo beta-

lactámico produciendo moléculas carentes de actividad antibacteriana (Díaz et al., 

2009; Garau et al., 2005). 

 

 Las beta-lactamasas son ubicuas de las bacterias Gram negativas y 

representan una forma importante de resistencia. Los genes que codifican a estas 

enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plásmidos, lo cual 

permite su fácil transferencia entre diferentes bacterias, lo que representa un gran 

reto para el control de las infecciones (Tafur & Villegas, 2008). 

 

 Las beta-lactamasas comúnmente son clasificadas de acuerdo a dos 

esquemas generales: la clasificación Ambler y el sistema de clasificación funcional 

Bush-Jacoby-Medeiros. El esquema Ambler se basa en la homología de la 
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secuencia aminoacídica y no en características fenotípicas, y divide a las beta-

lactamasas en cuatro clases principales (A a D). En esta clasificación, las beta-

lactamasas clase A, C y D son serin-beta-lactamasas, las cuales actúan a través de 

un mecanismo dependiente de serina para catalizar la hidrólisis, mientras que las 

enzimas clase B son metalo-beta-lactamasas (MBL), que requieren un ión divalente 

(Zn2+) en el sitio activo para ejercer su acción (Bush & Jacoby, 2010; Díaz et al., 

2009; Garau et al., 2005; Livermore, 1995; Paterson & Bonomo, 2005). La 

clasificación Bush-Jacoby-Medeiros agrupa a las beta-lactamasas de acuerdo a 

similitudes funcionales, como la afinidad al sustrato y perfiles de inhibición. En este 

sistema hay cuatro grupos principales y múltiples subgrupos, y fue propuesto 

inicialmente por Bush en 1989 y ampliado en 1995 (Bush & Jacoby, 2010; Paterson 

& Bonomo, 2005). 

 

a) Metalo-beta-lactamasas 

 

P. aeruginosa productora de metalo-beta-lactamasas (MBL) fue reportada por 

primera vez en Japón en 1991 y ha sido descrita en varias partes del mundo, 

incluyendo Asia, Europa, Australia, Sur y Norte América. Cuatro principales familias 

han sido identificadas en P. aeruginosa (IMP, VIM, GIM y SPM) y tienen la 

capacidad de hidrolizar una amplia variedad de agentes beta-lactámicos como 

penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, exceptuando aztreonam (Lister et al., 

2009; Pérez et al., 2008; Pitout et al., 2005). Además, como se mencionó 

anteriormente, estas enzimas requieren Zinc para ejercer su actividad catalítica y 

son inhibidas por agentes quelantes, como el ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA). Los genes responsables de la producción de MBL típicamente forman 

parte de un integrón y son transportados en plásmidos (Pitout et al., 2005).  

 

b) Serin-beta-lactamasas 

 

Las beta-lactamasas más comunes encontradas en aislados de P. aeruginosa son 

las penicilinasas, pertenecientes al grupo molecular A de las serin-beta-lactamasas 

(familias PSE, CARB y TEM). Dentro de este grupo, las enzimas pertenecientes a 
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la familia PSE (PSE-1 y PSE-4) son las más frecuentemente encontradas en P. 

aeruginosa (Lister et al., 2009; Livermore, 2002). El impacto terapéutico de estas 

enzimas es relativamente limitado ya que no afecta la eficacia clínica de 

cefalosporinas de espectro extendido, monobactams o carbapenems (Lister et al., 

2009). 

 

 Aunque menos frecuente, la clase A de beta-lactamasas de espectro 

extendido ha sido detectada en cepas de P. aeruginosa  e incluyen a las enzimas 

de las familias TEM, SHV, CTX-M, PER, BEL, VEB, GES e IBC; siendo TEM, SHV 

y CTX-M las más prevalentes. Usualmente, las BLEE tipo TEM y SHV hidrolizan a 

ceftazidime con mayor eficiencia que a ceftriaxona o cefotaxima, mientras que las 

enzimas CTX-M, usualmente, hidrolizan cefotaxima y ceftriaxona más rápidamente 

que ceftazidima. CTX-M también hidroliza cefepime con gran eficiencia y las 

concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) son mayores que las observadas en 

otros productores de BLEE (Lister et al., 2009; Tafur & Villegas, 2008). 

 

Beta-lactamasas de espectro extendido de clase D (enzimas tipo OXA) han 

sido también encontradas en P. aeruginosa. La primera identificación de una 

carbapenemasa importada tipo OXA en P. aeruginosa fue reportada en 2008, y 

mostró ser la misma carbapenemasa OXA-40 descrita previamente en A. 

baumannii (Lister et al., 2009). Además, carbapenemasas clase A de la familia KPC 

han sido identificadas, la primera P. aeruginosa productora de KPC fue reportada 

en Colombia en el año 2007 (Lister et al., 2009). 

 

2.1.4.2 Enzimas modificadoras de aminoglucósidos 

 

La inactivación de aminoglucósidos ocurre a través de la producción de enzimas 

modificadoras, las cuales transfieren grupos acetilo, fosfato o adenilo a 

sustituyentes amino e hidroxilo en los antibióticos. Antes del reconocimiento de que 

los aminoglucósidos podían ser eliminados por las bombas de expulsión, la 

inactivación era considerada como el principal mecanismo de resistencia a este 

grupo de antibióticos. Las enzimas modificadoras usan cofactores citoplasmáticos 
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como la acetil co-enzima A o ATP, para suministrar los sustituyentes añadidos a los 

aminoglucósidos, por lo que el proceso de modificación ocurre en el citoplasma. 

Las enzimas modificadoras están mediadas por plásmidos, por lo que mutaciones 

espontáneas en las células durante el tratamiento antibiótico no conduce a la 

sobre-expresión de las enzimas (Lambert, 2002). 

 

2.1.5 Cambio en sitios blanco 

 

P. aeruginosa presenta frecuentemente resistencia a fluoroquinolonas a través de 

la mutación en el gen que codifica la enzima diana, DNA girasa y/o topoisomerasa 

IV, enzimas bacterianas involucradas en la regulación de la topología del DNA 

durante la replicación y transcripción (Díaz et al., 2009; Fariñas & Martínez, 2013; 

Lambert, 2002; Pendleton et al., 2013). Las modificaciones en estas enzimas se 

producen por mutaciones puntuales en los genes cromosomales gyrA, gyrB, parC y 

parE, los cuales codifican para las subunidades de la DNA girasa y topoisomerasa 

IV, respectivamente (Díaz et al., 2009). 

 

2.2 PAPEL DE LOS INTEGRONES EN LA DISEMINACIÓN DE LA 

RESISTENCIA 

 

En décadas recientes han sido identificados varios mecanismos genéticos 

involucrados en la diseminación de genes de resistencia entre bacterias. Uno de 

estos mecanismos son los integrones, que son elementos genéticos que tienen la 

capacidad de adquirir, intercambiar y expresar genes insertados en casettes 

(Stalder et al., 2012). Estos fueron descritos por primera vez a finales de los años 

80, inicialmente en aislados clínicos de humanos; sin embargo han sido 

identificados también en ambientes no clínicos, como agua y suelo (Domingues et 

al., 2012). Los integrones están ampliamente distribuidos, principalmente en 

bacterias Gram negativas y son transportados por elementos genéticos móviles, 

plásmidos y transposones, los cuales promueven su propagación dentro de 

comunidades bacterianas (Stalder et al., 2012). 
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 Los integrones están formados por un segmento conservado 5´ (5´CS), 

compuesto por tres elementos: el gen que codifica para una tirosín recombinasa 

(integrasa, codificada por el gen intI), necesaria para la recombinación sitio 

específica dentro de un integrón; el sitio adyacente de recombinación (attI), que es 

reconocido por la integrasa; y el promotor (Pc), localizado corriente arriba del sitio 

de integración, necesario para la transcripción y expresión eficientes de los 

cassettes génicos presentes en el integrón (Di Conza & Gutkind, 2010; Domingues 

et al., 2012; Stalder et al., 2012). 

 

 La clasificación de los integrones se basa en la secuencia de la integrasa. 

Actualmente, se conocen nueve clases. Los miembros de la clase 1, 2 y 3, 

contienen genes de resistencia a los antibióticos; los de las clases 4, 5, 6 y 7 

contienen genes que no codifican la resistencia a antibióticos, el integrón de clase 9 

contiene un sólo gen de resistencia a antibióticos y otros genes de función 

desconocida, mientras que el integrón de clase 8 no presenta ningún gen (Sabaté 

& Prats, 2002). 

 

 Los integrones de clase 1 son los más prevalentes en aislamientos clínicos, 

y están asociados con multiresistencia, se encuentran ampliamente distribuidos en 

bacterias Gram negativas, y están asociados con multiresistencia. Actualmente han 

cobrado una gran importancia, no sólo por el amplio espectro de bacterias en las 

que han sido encontrados, sino también por su frecuente nexo con cassettes que 

codifican distintas metalo-beta-lactamasas. Estos integrones contienen dos 

segmentos conservados que flanquean una región central (región variable), donde 

se insertan los cassettes que codifican la resistencia a antibióticos. El segmento 

5’CS común para todas las clases de integrones, pero con el gen de la integrasa 

intI1; y el segmento 3’ conservado (3’CS) en los integrones clase 1, que en general 

incluye un gen que codifica resistencia a compuestos de amonio cuaternario 

(qacE∆1), un gen de resistencia a sulfonamidas (sul1), y un marco de lectura 

abierto (orf5) de función desconocida (Figura 3) (Carattoli, 2001; Di Conza & 

Gutkind, 2010; Stalder et al., 2012). 
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Figura 3. Representación esquemática de un integrón de clase 1 y un modelo para la 
adquisición del gen cassette. A) Integrón de la clase 1 con la estructura común a todos los 
integrones en posición 5´ (5´- CS) y la secuencia conservada 3´-CS característica de esta clase de 
integrones que incluye los genes de resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacE∆1) y a 
sulfamidas (sul1). B) Integrón de la clase 1 con un gen cassette que codifica una aminoglucósido-
adenililtransferasa (aadA1). Se muestra la integración en él de un nuevo cassette codificante de una 
betalactamasa (blaOXA-1), observándose como la integración de éste desplaza el anterior gen 
cassette (aadA1) hacia 3´ (Tomado de Sabaté & Prats, 2002). 

 

2.3 GENOTIPIFICACIÓN 

 

Los métodos de genotipificación, permiten establecer la relación genética entre 

aislados de una misma fuente, pero que manifiestan diferencias a nivel fenotípico o, 

por el contrario, aislados provenientes de una fuente diferente pero que muestran 

características fenotípicas similares. La confirmación de la relación genética entre 

estos microorganismos permitiría determinar la fuente de la infección, el número de 

clones circulantes, el vehículo, la ruta y el patrón de distribución de las cepas. 

Además, el conocimiento que brindan las técnicas de genotipificación permite la 

implementación de nuevos programas que contribuyan al control y prevención de 

los brotes infecciosos (Vílchez & Alonso, 2009). 

 

Las investigaciones sobre la epidemiología hospitalaria de P. aeruginosa 

siempre se han visto obstaculizadas por la inadecuada capacidad discriminatoria 

de los marcadores fenotípicos comúnmente aplicados, tales como los utilizados en 

A 

B 
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la serotipificación (Grundmann et al., 1995), es por ello que durante la última 

década, los métodos tradicionales de fenotipificación han sido reemplazados por 

métodos de genotipificación (Corona-Nakamura et al., 2001; Spencker et al., 2000). 

En P. aeruginosa han sido utilizados varios esquemas para la tipificación molecular, 

como Multilocus Sequence Typing (MLST), o la electroforesis en gel de campos 

pulsados (PFGE), que es considerado como el “estándar de oro” para la 

genotipificación de varios microorganismos (Corona-Nakamura et al., 2001; Curran 

et al., 2004; Yetkin et al., 2006). 

 

2.3.1 Multilocus Sequence Typing (MLST) 

 

La genotipificación por multilocus sequence typing, fue propuesta en 1988, para 

proveer datos útiles y precisos para la investigación epidemiológica de patógenos 

bacterianos (Gomila et al., 2013; Urwin & Maiden, 2003). Esta técnica está basada 

en diferencias alélicas entre genes housekeeping, los cuales son genes 

codificantes de proteínas que pueden estar conservados y expresarse de manera 

constitutiva, debido a que están involucrados en el mantenimiento de la célula, 

cumpliendo funciones metabólicas básicas involucradas en el buen funcionamiento 

celular, por lo tanto se espera que sus niveles de expresión se mantengan 

constantes en todas las células y frente a todas las condiciones a las que esté 

expuesta (Eisenberg & Levanon, 2013). Los genes housekeeping evolucionan de 

manera relativamente lenta y pueden indicar las relaciones genéticas entre aislados 

bacterianos más fiablemente que los genes que se encuentran bajo selección 

positiva, tales como genes que confieren resistencia a antibióticos (Gomila et al., 

2013; Urwin & Maiden, 2003). 

 

 Los esquemas de tipificación por MLST que han sido desarrollados para la 

determinación de la relación de numerosos microorganismos incluyen 

Staphylococcus aureus, Salmonella entérica, Enterococcus faecalis y Vibrio cholera 

(Johnson et al., 2007). En 2004, Curran y colaboradores, desarrollaron un esquema 

de MLST que permite diferenciar cepas de P. aeruginosa de origen clonal diferente 

mediante comparación en las secuencias de los genes (Tabla 1): acsA, aroE, guaA, 
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mutL, nuoD, ppsA y trpE (Curran et al., 2004; Johnson et al., 2007), lo cual provee 

una base de datos que permite cotejar resultados obtenidos en distintos 

laboratorios http://pubmlst.org/paeruginosa/. MLST ha sido aplicado en muchos 

estudios de P. aeruginosa para el mejor entendimiento de la epidemiología de las 

infecciones que causa y para estudiar clonas multiresistentes (Gomila et al., 2013). 

 

Tabla 1. Funciones y posiciones en el genoma de los 7 genes usados en el esquema 

de tipificación de Pseudomonas aeruginosa. 

 

Locus Función hipotética del gen (CEPA) 

Posición en el 

genoma en la PAO1 

(Pares de bases) 

acsA Acetyl coenzyme A synthetase (PA0887) 969670 

aroE Shikimate dehydrogenase (PA0025) 26711 

guaA GMP synthase (PA3769) 4227237 

mutL DNA mismatch repair protein (PA4946) 5551681 

nuoD NADH dehydrogenase I chain C, D (PA2639) 2983963 

ppsA Phosphoenolpyruvate synthase (PA1770)  1914037 

trpE Anthralite synthetase component I (PA0609) 670980 

Tomado de Curran et al., 2004 

 

2.3.2 Electroforesis en gel de campos pulsados (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis PFGE) 

 

El análisis del polimorfismo genético a través de PFGE es la técnica que tiene el 

más alto poder discriminatorio, la mejor reproducibilidad y la mayor versatilidad, 

permitiendo tipificar una enorme variedad de especies bacterianas, estas ventajas 

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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la han convertido en la técnica estándar de referencia para la tipificación de 

bacterias, hongos y parásitos de importancia clínica (Vílchez & Alonso, 2009).  

 

 Cuando se digiere una molécula de DNA con un enzima de restricción se 

obtienen un número de fragmentos equivalentes a las veces que se encuentra 

repetido el lugar de restricción a lo largo de la molécula. El tamaño de los distintos 

fragmentos de restricción indica la separación entre dos lugares de restricción 

contiguos. Un cambio por mutación, deleción, inserción o recombinación en uno de 

estos lugares de restricción lo hace irreconocible para la enzima y se traduce en 

una variación del perfil de fragmentos de restricción que es el responsable del 

polimorfismo existente entre distintas cepas. Este perfil también variará si existen 

deleciones o inserciones de DNA entre dos lugares de restricción. La comparación 

de cepas para detectar el polimorfismo del tamaño de los fragmentos de restricción 

(RFLP) se consigue separando los fragmentos obtenidos mediante electroforesis. 

Cada banda corresponde a la suma de todos los fragmentos generados del tamaño 

correspondiente a aquella movilidad electroforética. 

 

 Para una especie bacteriana concreta, podemos encontrar enzimas de 

restricción de baja frecuencia de corte, es decir, enzimas cuyo lugar de restricción, 

por su longitud y secuencia, se encuentran raramente a lo largo del DNA 

cromosómico de la especie bacteriana en cuestión. El uso de este tipo de enzimas 

permite la macrorrestricción del DNA de la bacteria y la división del DNA en pocos 

fragmentos de más de 40 kb que no pueden separarse por técnicas de 

electroforesis convencional (Coll et al., 2005). 

 

 Para resolver esta problemática, en 1984 Schwartz y Cantor desarrollaron la 

técnica de electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), la cual es una 

variación de la electroforesis convencional, en la cual la orientación del campo 

eléctrico no es unidireccional sino alternante. Este cambio periódico en la dirección 

de migración de las moléculas de DNA, previamente digerido con endonucleasas 

de baja frecuencia de corte, permite separar fragmentos de DNA de alto peso 

molecular, produciéndose patrones de 5 a 20 fragmentos de un tamaño de 10 a 
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800 Kb (Coll et al., 2005; Grundmann et al., 1995). El patrón de bandas generado, 

que es característico de cada aislado, puede ser analizado con la ayuda de 

programas adecuados y se pueden crear bases de datos de referencia de patrones 

de PFGE, en las que cualquier nueva cepa puede ser comparada para definir su 

relación con otras cepas (Fredriksson-Ahomaa et al., 2006). 

 

La combinación de estas dos técnicas, macrorrestricción del DNA y 

separación de los fragmentos por PFGE, se emplean actualmente para P. 

aeruginosa en estudios epidemiológicos (Coll et al., 2005; Grundmann et al., 1995). 

 

 Tenover y colaboradores, propusieron un criterio que permite interpretar el 

patrón de bandeo entre diversas cepas de manera tal que, se puedan establecer 

las relaciones genéticas y epidemiológicas entre dichos microorganismos. Según 

este sistema se puede clasificar a los aislados bacterianos en cuatro categorías: 

cepas indistinguibles, cepas estrechamente relacionadas, cepas posiblemente 

relacionadas y cepas no relacionadas (Tenover et al., 1995; Vílchez & Alonso, 

2009). 

 

2.3.2.1 Estudios de genotipificación por PFGE a nivel internacional y 

nacional 

 

Las poblaciones de P. aeruginosa a nivel hospitalario han sido estudiadas en 

diversos países del mundo, pues el monitoreo de la emergencia y transmisión de 

cepas de P. aeruginosa principalmente de cepas resistentes a carbanémicos es 

importante a nivel de control epidemiológico. 

 

A continuación se muestran algunos estudios en diversos países con un alto 

impacto en el ámbito epidemiológico: 

 

a) En Venezuela se analizaron 17 cepas resistentes a carpabenémicos  

aislados en 4 hospitales del Este y Sur del país recolectados entre 2007 y 

2010, en todas las cepas se confirmó la presencia de la MBL blaVIM-2, se 
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realizó PFGE y se encontró que en los 4 hospitales circulan cepas de P. 

aeruginosa productoras de blaVIM-2 con un origen clonal común (Guevara et 

al., 2012a). 

b) En otro estudio realizado en Brasil, se determinó la presencia de 

carbapenemasas y la clonalidad de 127 aislados de P. aeruginosa 

resistentes a carbapenémicos aislados de un hospital durante un periodo de 

12 años. Se determinó que 50 aislados portaron carbapenemasas, siendo la 

más frecuente fue blaSPM-1. En este caso mediante PFGE se mostró que 

25% de los aislados pertenecían a la misma clona predominante, 29.7% 

estaban estrechamente relacionados y 14.8% se clasificaron como 

posiblemente relacionados (Rizek et al., 2014). 

c) En Alemania se estudiaron 469 aislados que fueron obtenidos de 30 

pacientes durante abril de 1994 a abril de 1996 principalmente de esputo. Se 

tipificaron con PFGE donde se observó que 22 pacientes estuvieron 

colonizados persistentemente por una clona específica y única para cada 

paciente, y 4 fueron co-colonizados por una segunda clona diferente para 

cada paciente, concluyendo que PFGE es adecuado para las 

investigaciones detalladas de la colonización con P. aeruginosa (Spencker et 

al., 2000). 

d) En un estudio en Bélgica, se realizó la caracterización de P. aeruginosa 

multiresistente causante de un brote en la UCI de un hospital universitario de 

tercer nivel, donde 18 pacientes estuvieron colonizados o infectados con 

esta bacteria y el 100% de los aislados fue resistente a carbapenémicos, 16 

aislados (80%) pertenecieron al mismo serotipo y al mismo tipo en PFGE. 

Esta clona estaba limitada a la UCI y no se encontró en otro lugar en el 

hospital. La contaminación del medio ambiente en la UCI y las manos de 

una enfermera de esta área con el mismo clon sugiere la posible transmisión 

por las manos (Deplano et al., 2005). 

e) Así mismo, en Taiwán, se estudiaron 72 aislados de P. aeruginosa 

resistentes a carbapenémicos, recolectados en varios centros médicos y  

hospitales regionales, a través de Taiwan Surveillance of Antimicrobial 

Resistance (TSAR) en los años 2000 y 2002, detectándose el gen blaVIM-3 en 
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varios aislados en integrones de clase 1. La tipificación por PFGE reveló una 

cepa predominante en 14 aislados resistentes a carbapenémicos y con MBL 

y que estaban geográficamente dispersos en Taiwán en 2 años diferentes. 

Estos resultados sugieren que la propagación de la cepa predominante, así 

como la transmisión horizontal de blaVIM-3 se llevó a cabo a través de un 

integrón de clase 1 entre diferentes aislados de P. aeruginosa resistente a 

carbapenémicos (Huang et al., 2007). 

 

En nuestro país, se tienen los siguientes reportes:  

 

a) En el Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro 

Social en la Ciudad de México se estudiaron 60 aislados de P. aeruginosa 

provenientes de pacientes hospitalizados por más de 48 horas en UCI de 

abril a mayo de 1998, además se obtuvieron simultáneamente cultivos 

ambientales y cultivos de manos del personal, presentándose una 

resistencia de 40% a imipenem y meropenem. Mediante PFGE se mostró 

que 23 aislados pertenecieron al mismo clon común, identificado en 5 

pacientes, 2 enfermeras y 10 muestras ambientales. La utilización de PFGE 

demostró la existencia de una clona común en un área de cuidado crítica 

(Corona-Nakamura et al., 2001). 

b) En el Centro Médico Nacional La Raza en la Ciudad de México fue descrito 

un aislado resistente a carbapenémicos con un nuevo arreglo de integrón de 

clase 1 conteniendo el gen blaIMP-18 (In169), el cual fue comparado por PFGE 

con otros 3 productores de blaIMP, 2 aislados representativos del Hospital 

Civil de Guadalajara y 1 aislado del Hospital Infantil de Morelia, demostrando 

que el aislado del CMN La Raza estuvo genéticamente relacionado con el 

aislado del Hospital Infantil de Morelia. Siendo el primer reporte que describe 

el gen blaIMP-18 en dos aislados genéticamente relacionados provenientes de 

dos instituciones diferentes (Sánchez-Martinez et al., 2010). 

c) Se realizó un estudio multicéntrico que incluyó 124 aislados resistentes a 

carabenémicos recolectados de agosto de 2004 a diciembre de 2011 de 5 

hospitales: Hospital Civil de Guadalajara (HCG), Instituto Nacional de 
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Cancerología (INCan), Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMNSXXI), 

Hospital de Infectología del Centro Médico Nacional La Raza (HICMNR) y la 

Unidad Médica de Alta Especialidad No. 71 IMSS, Torreón, Coahuila(UMAE-

71), donde se describió la prevalencia de carbapenemasas cromosómicas 

del tipo IMP, VIM y GES en 36.2% de los aislados. Se realizó PFGE y se 

determinó que existía una diseminación clonal entre hospitales cercanos y 

distantes (clona A encontrada en CMNSXXI y HICMNR; y clona B presente 

en INCan y UMAE-71) (Garza-Ramos et al., 2014) 

 

 Los reportes anteriormente mencionados, nos permiten recalcar la 

importancia que tiene la genotipificación de aislados de P. aeruginosa, en México, 

aislados clínicos multiresistentes a carbapenémicos han sido muy poco estudiados, 

lo que dificulta la identificación de brotes y el reforzamiento de medidas oportunas 

para el control de infecciones; es necesario el establecimiento de mejores sistemas 

de vigilancia, desinfección, esterilización de superficies y equipo médico, así como 

el diseño de estrategias que disminuyan el uso de antimicrobianos de amplio 

espectro, para evitar la transmisión vertical y horizontal de elementos genéticos 

responsables de la diseminación de genes de resistencia.  
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3. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

 

En estudios realizados por Martínez, 2011; Valerio, 2012 y Ayala, 2013 en el 

Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad del Centro de 

Investigaciones en Ciencias Microbiológicas del Instituto de Ciencias de la BUAP, 

se estudiaron 65 aislados de Pseudomonas aeruginosa causantes de infecciones 

nosocomiales, provenientes del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” 

ISSSTE de la Cd. De México, recolectadas en el periodo 2007-2009 y se 

seleccionaron 21 aislados MDR recolectadas en el año 2009 para conocer su 

relación genética, la mayor parte de estos aislados fueron obtenidos de 

secreciones bronquiales (52%) y urocultivo (15%), y 54% recolectados de 

pacientes de UCI. La resistencia de estos 21 aislados fue de 91.4% para beta-

lactámicos (incluyendo 86% resistentes a imipenem y 95% a meropenem), 93.6% 

resistentes a aminoglucósidos, 90.3% a fluoroquinolonas, 95% a cloranfenicol, y 

100% a trimetoprim-sulfametoxazol. Se determinó por PCR la presencia de 

diversos genes de resistencia de los cuales únicamente se encontraron presentes 

oxa-2 en 90% de los aislados, 100% fueron positivas para blaOXA-50, 67% para 

blaGES-1, 9% para el tandem blaGES-19/blaGES-20, 52% amplificó para aac-3´-IIa y 57% 

para aac-6´-Ib. Por otro lado 100% amplificaron para Int1 y 85.7% amplificaron para 

las regiones conservadas 5´-CS y 3´-CS del integrón de clase 1 (Anexo 1). 

 

 Por otro lado, se tienen en el laboratorio 25 aislados identificados 

previamente como P. aeruginosa mediante el equipo semiautomatizado Vitek2, 

provenientes del Hospital Regional ISSSTE de la Ciudad de Puebla, recolectadas 

durante el periodo de abril de 2013 a febrero de 2014, obtenidas en mayores 

porcentajes de muestras respiratorias (56% incluyendo muestras de lavado 

bronquial, aspirado bronquial y expectoración) y de urocultivo (32%), y recolectadas 

de pacientes de UCI (12%) y Medicina Interna (40%), de las cuales se realizó su 

caracterización mediante pruebas bioquímicas y se obtuvo su perfil de resistencia, 

presentando el 74.4% resistencia a beta-lactámicos (incluyendo  96% resistentes a 

meropenem y 92% a imipenem), 82.6% fueron resistentes a aminoglucósidos, 
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86.6% a fluoroquinolonas, 100% a cloranfenicol, 96% a trimetoprim-sulfametoxazol 

y 28% a colistina. A partir de los perfiles de resistencia, se seleccionaron 25 

aislados MDR y se realizó la amplificación del gen blaVIM siendo negativo para el 

100% de los aislados (Ramos, 2014) (Anexo 2). 
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4. JUSTIFICACION 

 

 

 

 

 

Cientos de clonas bacterianas han sido distribuidas en el mundo y en la 

mayoría de los casos, asociadas con patrones de multiresistencia. Debido a que el 

número de antibióticos activos contra P. aeruginosa es limitado, es una prioridad 

realizar un seguimiento estricto y periódico de los patrones de resistencia y conocer 

la relación entre las cepas involucradas en los procesos infecciosos, así como 

conocer los mecanismos moleculares implicados en la resistencia que sirvan de 

base para establecer un uso adecuado de antimicrobianos y un mejor control 

epidemiológico dentro de cada unidad hospitalaria. 
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la relación genética entre los aislados de P. aeruginosa 

multidrogoresistentes causantes de infecciones nosocomiales provenientes de dos 

Unidades Hospitalarias, así como estudiar la presencia de algunos mecanismos de 

resistencia. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

a) Genotipificar aislados MDR de P. aeruginosa del Centro Médico Nacional 

“20 de Noviembre” ISSSTE de la Cd. de México y del Hospital Regional 

ISSSTE de la Cd. de Puebla causantes de infecciones nosocomiales. 

 

b) Determinar la presencia de algunos genes que codifican para serin-beta-

lactamasas, beta-lactamasas del tipo oxa, metalo-beta-lactamasas y 

enzimas modificadoras de aminoglucósidos de algunos aislados de P. 

aeruginosa del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

 

c) Buscar mutaciones en genes reguladores de bombas de expulsión y en la 

porina OprD de algunos aislados de P. aeruginosa del Hospital Regional 

ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

 

d) Amplificar los genes característicos de integrones de clase 1 (intl1, qacEΔ1 y 

sul1) y determinar la estructura de los integrones de algunos aislados P. 

aeruginosa de interés del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. 
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6. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1 CONDICIONES ÉTICAS 

 

Los aislados del Centro Médico Nacional fueron donados por el Dr. José Fernando 

Huerta Romano; los aislados del Hospital Regional ISSSTE de la Ciudad de Puebla 

fueron donados por la QFB. Guadalupe Jiménez Flores. 

 Todos los aislados fueron obtenidos de manera rutinaria, los datos de los 

pacientes fueron eliminados por lo que no fue necesario el consentimiento 

informado. 

 Los microorganismos son desechados de acuerdo a los lineamientos de 

CRETIB y RPBI. 

 

7.2 MICROORGANISMOS EN ESTUDIO 

Se trabajaron un total de 46 aislados de P. aeruginosa multidrogoresistentes 

causantes de infecciones nosocomiales, procedentes de diferentes áreas 

hospitalarias y de distintos sitios anatómicos de pacientes provenientes de las dos 

Unidades hospitalarias siguientes: 

a) 21 aislados MDR recolectados del 4 de febrero al 2 de abril de 2009, 

provenientes del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE de la 

Ciudad de México, el cual cuenta con servicios de alta especialidad y 

atiende a pacientes referidos del 2do. y 3er. nivel del ámbito nacional. Estos 

aislados ya contaban con el perfil de resistencia por Kirby-Baüer y 

amplificado de algunos genes (Anexo 1). 

 

b) 25 aislados MDR recolectados del 2 de abril de 2013 al 14 de enero de 

2014, provenientes del Hospital Regional ISSSTE de la Ciudad de Puebla, la 

cual es una Unidad Médico Administrativa desconcentrada de Tercer Nivel, 

que otorga servicios médicos en la Región VII conformada por los estados 
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de Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Oaxaca. Estos aislados ya contaban con el 

perfil de resistencia por Kirby-Baüer y la amplificación del gen blaVIM  para el 

que fueron negativas (Anexo 2). 

 

Los aislados se preservaron en crioviales con caldo BHI/Glicerol al 10% a -70°C y 

están identificados con número secuencial en el cepario interno del Laboratorio de 

Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad del Centro de Investigaciones en 

Ciencias Microbiológicas de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. Estos 

se descongelaron, se sembraron por estría cruzada en placas de agar TSA (BD 

Bioxon®) y se incubaron 24 horas a 37°C para el procedimiento correspondiente. 

 

7.3 CEPAS CONTROL 

Se usaron distintas cepas como control positivo para la amplificación de los 

diferentes genes de resistencia, los genes presentes en estas cepas ya están 

secuenciados (Tabla 2). 

Tabla 2. Cepas utilizadas como controles. 

Cepa Microorganismo Genes secuenciados Donada por 

IMP-15 P. aeruginosa imp Dr. Jesús Silva Sánchez 

Ps36 P. aeruginosa 
intI1, sul1, qacEΔ1, ges-1, 

aac-(6’)-Ib, oxa-2, oxa-50 

M.C. Elizabeth Valerio Calleja/  

M.C. Cristal Ayala Arias 

PSE-1 P. aeruginosa pse-1 Dr. Jesús Silva Sánchez 

Ps16 P. aeruginosa oxa-1 
M.C. Elizabeth Valerio Calleja/  

M.C. Cristal Ayala Arias 

19.0 E.coli tem-1 Biol. Gabriela Moreno Ramírez 

560 E.coli shv-1 M.C. Gerardo Cortés Cortés 

57.N E. coli qnrA M.C. Gerardo Cortés Cortés 

SA42 K. pneumoniae ctxm M.C. Gabriel Abraham González 

SA96 K. pneumoniae qnrB M.C. Gabriel Abraham González 

PAO1 P. aeruginosa 
mexT, mexZ, nfxB, mexR,  

oprD 

Dra. Gloria Soberón / 

Dr. Miguel Castañeda 
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7.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPOS PULSADOS (PFGE) 

Esta técnica se realizó de acuerdo a protocolos propuestos anteriormente 

(modificado de Kaufmann, 1998; Rojo-Bezares et al., 2011). 

 

Preparación de los insertos  

A partir de un cultivo puro de 16 h de P. aeruginosa en placa de BHI agar, se 

tomaron las colonias suficientes para suspenderlas en 1 ml de tampón TE (10 

mM Tris-HCl pH=8,0, 1 mM EDTA pH=8,0) ajustando al patrón No. 4 de Mac 

Farland (1.2x109 UFC/ml). Se centrifugó a 13000 rpm durante 3 min y se eliminó 

el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 1 ml de tampón TE  y se 

centrifugó a 13000 rpm durante 3 minutos, se repitió la operación una vez más 

para completar 3 lavados. Se eliminó el último sobrenadante y se volvió a 

resuspender en 1 ml de TE. Se preparó agarosa de bajo punto de fusión al 1.5% 

en tampón TE y se mantuvo a 54ºC. Se mezclaron 0.5 ml de la suspensión 

bacteriana con 0.5 ml de agarosa de bajo punto de fusión y se distribuyó en los 

moldes, preparando 10 insertos por aislado y se dejaron solidificar 10 minutos en 

refrigeración. 

 

Lisis bacteriana 

Se añadió 1 ml de tampón de lisis 1 (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 50 mM EDTA 

pH=8,0, 1% sarcosil, 2 mg/ml proteinasa K) en cada tubo con 2 insertos del 

aislado correspondiente y se dejó incubar en baño maría a 54ºC con agitación 

durante 6 horas. Posteriormente, se eliminó el tampón de lisis 1 y se añadió 1 ml 

del tampón de lisis 2 (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 50 mM EDTA pH=8,0, 1% sarcosil, 

0,1 mg/ml proteinasa K) y se incubaron durante 12 horas en baño de maría a 

54ºC con agitación. 
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Lavado de los insertos 

Después de llevarse a cabo la lisis, se eliminó el tampón y se realizaron los 

siguientes lavados: 

a) 10 ml de agua destilada estéril durante 10 minutos en baño maría a 54°C con 

agitación.  

b) 10 ml de tampón TE durante 30 minutos en baño maría a 54°C con agitación, 

se repitió 3 veces.  

c) 10 ml de tampón TE durante 30 minutos a temperatura ambiente.  

 

Los insertos se guardaron a 4°C en 1 ml de tampón TE (se pueden conservar hasta 

por 12 meses). 

 

Digestión enzimática 

Para realizar la digestión enzimática se utilizó una cuarta parte de inserto por cada 

cepa de estudio. El volumen final del tampón de digestión fue de 100 μl por tubo 

compuesto por: 1 μl de enzima SpeI Thermo Scientific (10 U), 10 μl de tampón 10 X 

de la enzima y 89 μl de agua inyectable estéril. Se incubó durante 6 horas a 37°C 

en baño maría con agitación. 

 
Preparación del gel de agarosa 

 

Se preparó un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X, se vertió sobre el molde y se 

dejó solidificar a temperatura ambiente. A continuación, los pocillos se rellenaron 

con los insertos digeridos, dejando el segundo y el último de los mismos para el 

marcador de peso molecular (CHEF DNA Size Standard, Lambda Ladder, Bio-

RadLabs), y se sellaron con agarosa de la misma concentración atemperada a 

50ºC. 
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Electroforesis 

 

Se realizó en una cubeta de electroforesis CHEF-DR II (BioRad) con 2.870 litros 

de TBE 0.5X suplementado con tiourea 75 μM. Las condiciones de electroforesis 

empleadas fueron: 1) una rampa lineal pulsada de 5 a 15 s con un gradiente de 

voltaje de 6V/cm a 14ºC durante 10h; seguida de 2) una rampa lineal pulsada de 

15 a 45 s con un gradiente de voltaje de 6V/cm a 14ºC durante 10 h. 

 

Tinción del gel y visualización 

Se tiñó el gel en una solución acuosa de bromuro de etidio (10 μl/ 200 ml) durante 

1 min, posteriormente se destiñó en agua destilada por 10 minutos. Se visualizó el 

gel en un transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro DNR Bio-Imaging Systems. El gel 

se destiñó en agua destilada, fotografiándose cada 30 minutos hasta la perfecta 

visualización de las bandas. 

Análisis de los patrones de PFGE 

Las imágenes capturadas fueron analizadas con el programa GelQuant Express 

Analysis Software. Los patrones de bandeo fueron comparados usando el 

coeficiente de Dice/UPGMA mediante el programa NTSYS pc 2.21q software para 

obtener el dendograma y determinar la similitud de las cepas de acuerdo a los 

criterios establecidos por Tenover (Tenover et al., 1995) 

   

7.5 CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI) POR EL MÉTODO DE 

DILUCIÓN EN AGAR 

Se partió de un cultivo puro de las cepas a evaluar, se resuspendió en un tubo con 

5 ml de solución salina isotónica (SSI) 0.85% m/v, para ajustar la turbidez con un 

estándar de 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). Posteriormente se 

hizo una dilución 1:10 con SSI, depositando por triplicado 2 µL de esta suspensión 

en placas con agar Mueller Hinton suplementadas con los antibióticos a evaluar 
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(Tabla 3). Una vez inoculadas las placas se esperó a que secara el inóculo y se 

incubaron de 18 a 24 horas a 37°C. Finalmente se observó el crecimiento de las 

placas y se buscó la concentración a la cual ya no hubiera crecimiento. 

Los puntos de corte se determinaron con base en el CLSI, 2015 y se muestran en 

la Tabla 4. 

Tabla 3. Antibióticos evaluados en la determinación de CMI 

 

 

Tabla 4. Puntos de corte de CMI para P. aeruginosa (CLSI, 2015) 

Antibiótico Punto de corte CMI (g/ml) 

Resistente Intermedio Sensible 

CAZ ≥ 32 16 ≤ 8 

FEP ≥ 32 16 ≤ 8 

MEM ≥ 8 4 ≤ 2 

IMP ≥ 8 4 ≤ 2 

CIP ≥ 4 2 ≤ 1 

GN ≥ 16 8 ≤ 4 

AN ≥ 64 32 ≤ 16 

CL ≥ 8 4 ≤ 2 

CAZ: ceftazidima; FEP: Cefepime; MEM: meropenem; IMP: imipenem; CIP: ciprofloxacino; GM: 

gentamicina; AN: amikacina; C: colistina. Puntos de corte CLSI, 2015. 

 Antibiótico Concentración (µg/ml) 

Ceftazidima (CAZ) 512 256 128 64 32 16 8 4 2   

Cefepime (FEP) 512 256 232 128 64 32 16 8 4 2  

Meropenem (MEM) 512 256 128 64 32 16 12 8 6 4 2 

Imipenem (IMP) 512 256 128 64 32 16 12 8 6 4 2 

Ciprofloxacino (CIP) 512 256 128 64 32 16 8 4 2   

Gentamicina (GM) 512 256 128 64 32 16 8 4    

Amikacina (AN) 512 256 128 64 32 16 8     

Colistina (CL) 2 4 8 9        
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7.6 AMPLIFICACIÓN DE GENES DE RESISTENCIA POR REACCIÓN EN 

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

7.6.1 Extracción de DNA 

Se realizó un lisado bacteriano a partir de colonias aisladas de P. aeruginosa en 

TSA e incubados 18-24 horas a 37°C, posteriormente se depositaron 2 asadas en 

un tubo de microcentrífuga de 1.5ml, con 800 μl de solución salina isotónica y se 

centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos; se eliminó el sobrenadante y se re-

suspendió la pastilla en 800 μl de solución salina isotónica (se realizaron 3 lavados 

con 800 μl de solución salina isotónica), la última pastilla se re-suspendió con 800 

μl de solución inyectable estéril, posteriormente se colocó en baño maría por 10 

minutos, se retiró, se homogeneizó y centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos, se 

guardó el sobrenadante a -20 °C hasta su uso.  

  

A todos los lisados se les realizó la cuantificación de DNA en el equipo 

NanoDrop 2000® (Thermo Scientific) y se ajustó la concentración a 250 μg/μl 

utilizando el mismo equipo. 

 

7.6.2 Amplificación de genes codificantes para beta-lactamasas, 

reguladores de bombas de expulsión y porina OprD. 

  

Se realizó la amplificación de distintos genes por PCR, la cual fue llevada a cabo 

en un termociclador TProfessional TRIO® a un volumen final de reacción de 10 µl y 

cuyos componentes se muestran en la tabla 5. Se utilizó un juego de 

oligonucleótidos por cada gen en reacciones individuales y a diferentes condiciones 

según protocolos estandarizados en el Laboratorio de Microbiología Médica y de la 

Comunidad (Tablas 6, 7 y 8), amplificándose algunos genes de resistencia a 

betalactámicos, quinolonas y aminoglucósidos; así mismo se amplificaron genes 

reguladores de bombas de expulsión (mexR, mexT, mexZ, nfxB) y el gen de la 

porina oprD para la búsqueda de mutaciones que pudieran conferir resistencia a los 

antibióticos.  
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Tabla 5. Componentes para PCR con la enzima Maxima Hot Start Taq DNA 
Polymerase 

 

Componentes 
Concentración 

inicial 

Volumen 
añadido por 

tubo 

Concentración 
final de la 
reacción 

Maxima Hot Start 

Taq DNA Polymerase® 

(Thermo Scientific) 

5U/µL 0.08 0.4U 

Buffer de reacción 10X 1 1X 

MgCl2 25mM 1 2.5mM 

dNTPs 10mM 0.2 0.2mM 

Oligonucleótido Forward 25µM 0.5 1.25µM 

Oligonucleótido Reverse 25µM 0.5 1.25µM 

DNA --- 1 --- 

Agua libre de nucleasas --- Hasta 10µL --- 

Volumen final --- 10µL --- 

 

 

Tabla 6. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos y condiciones de reacción 
de PCR empleados para amplificar los diferentes genes de resistencia. 

 

Nombre del 

gen   

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

bel 

(variantes) 
852 

BEL-1F ATGAAACTGCTGCTCTACCCG 

817 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

50°C/1 min     30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Bello, 2014 

BEL-1R CAGAAGCAATTAATAACGCCC 

per-1 927 

PER-1F AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 

925 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

42°C/1 min     30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Danel et al.,  1995 

PER-1R ATGAATGTCATTATAAAAGC 

per 

(variantes) 
927 

PERd-F GCCACTGTAGGYGTWGCMGT 

714 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Bello, 2014 

PERd-R GCGCRATRATRGCTTCATTGGT 
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Nombre 

del gen 

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

ctx-m 910 

KpCTX-F TCTTCCAGAATAAGGAATCCC 

909 

95°C/3 min  

95°C/1 min  

55 °C/1 min    30 ciclos  

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞                 

Bauernfeind et al., 

1996 

KpCTX-R CCGTTTCCGCTATTACAAAC 

tem 861 

TEM1F AGAGTATGAGTATTCAACATT 

837 

95°C/3 min  

95°C/1 min  

45°C/1 min    30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Hansen et al., 2004 

TEM2R ATCTCAGCGATCTGTCTAT 

shv 871 

SHV1F GGGTTATTCTTATTTGTCGCT 

883 

96°C/15 seg 

96°C/15 seg  

52°C/15 seg   24 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/3 min  

10°C/∞  

Mercier y 

Levesque, 1990 

SHV2R TAGCGTTGCCAGTGCTCG 

kpc-2 882 

Kpc1F ATGTCAGTCTATCGCCGTCT 

882 

94°C/3 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞ 

Patrick et al., 2009 

Kpc2R TTACTGCCCGTTGACGCCCA 

ges-1 864 

GES1F ATGCGCTTCATTCACGCAC 

864 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Dubois et al., 2002 

GES1R CTATTTGTCCGTGCTCAGG 

pse-1 867 

PSE1 TTATTGGCATTTCGCTTTTA 

804 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

50°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Pai et al., 2001 

PSE2 CGCATCATTTCGCTCTG 

veb-1 900 

VEB1F CGACTTCCATTTCCCGATGC 

643 

95°C/5 min 

95°C/1 min  

57°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/5 min  

10°C/∞  

Naas et al., 1999 

VEB1R GGACTCTGCAACAAATACGC 

oxa-1 831 

OXA1F ACACAATACATATCAACTTCGC 

814 

96°C/5 min 

96°C/1 min  

61°C/1 min     35 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Steward, 2001 

OXA1R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 
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Nombre del 

gen 

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de 

Reacción 

Referencia 

oxa-2 828 

OXA2F TTCAAGCCAAAGGCACGATAG 

703 

96°C/5 min 

96°C/1 min  

61°C/1 min     35 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Steward, 2001 

OXA2R TCCGAGTTGACTGCCGGGTTG 

oxa-10 801 

OXA10F CGTGCTTTGTAAAAGTAGCAG 

652 

96°C/5 min 

96°C/1 min  

61°C/1 min     35 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Steward, 2001 

OXA10R CATGATTTTGGTGGGAATGG 

oxa-11 801 

OXA11F TCTTTCGAGTACTGCATTAGC 

759 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

51°C/1 min     40 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/90 s  

10°C/∞  

Budak, 2012 

OXA11R CCAATGATGCCCTCACTTTCC 

oxa-13 801 

OXA13F CGTGCTTTGTAAAAGTAGCAG 

652 

96°C/5 min 

96°C/1 min  

61°C/1 min     35 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Steward, 2001 

OXA13R CATGATTTTGGTGGGAATGG 

oxa-40 828 

OXA40-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 

249 

94°C/5 min  

94°C/25 s  

52°C/40 s         30 ciclos 

72°C/50 s  

72°C/6 min  

10°C/∞  

Fernandez et al., 

2009 

OXA40-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

oxa-50 789 

OXA50-F GAAAGGCACCTTCGTCCTCTA 

453 

94°C/4 min  

94°C/1 min  

55°C/1 min       30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Craciunas et al., 

2010 

OXA50-R CAGAAAGTGGGTCTGTTCCATC 

imp 

(variantes) 
741 

IMPd-F CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG 

515 

94°C/5 min  

94°C/1 min  

56°C/1 min       30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Bello, 2014 

IMPd-R GCCADGCTACDANATTTGCGTC 

ndm-1 825 

NDM-1F CGGGCCGTATGAGTGATTGC 

781 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

53°C/1 min       30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Bello, 2014 

NDM-1R CCAATATTATGCACCCGGTC 
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Nombre del 

gen 

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

ndm 

(variantes) 
813 

NDMv-F AATATTATGCACCCGGTCGCG 

732 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

54°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Bello, 2014 

NDMv-R CATCACGATCATGCTGGCCTT 

gim-1 773 

GIM-F AGAACCTTGACCGAACGCAG 

748 

95°C/5 min 

95°C/1 min  

57°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/5 min  

10°C/∞  

Castanheira et al., 

2004 
GIM-R ACTCATGACTCCTCACGAGG 

spm 2004 

SPMF1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 

800 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

56°C/1 min      30 ciclos 

68°C/1 min  

68°C/5 min  

10°C/∞  

Mendes et al., 2008 

SPMR2 CCTTTTCCGCGACCTTGATC 

aac3 861 

aac(3)-II-F ACTGTGATGGGATACGCGTC 

237 

94°C/5 min 

94°C/30 s  

60°C/45 s         32 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/8 min  

10°C/∞  

Chun-Hsien et al., 

2012 
aac(3)-II-R CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 

aac6 612 

aac(6’)-Ib-F 
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

481 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

60°C/45 s         20 ciclos 

72°C/45 s 

72°C/5 min  

10°C/∞  

Park et al., 2006 

aac(6’)-Ib-R 
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

 

 

Tabla 7. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos y condiciones de reacción 

de PCR empleados para amplificar los reguladores de bombas de expulsión 

Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

Condiciones  

de Reacción 
Referencia 

mexR 444 

mexR-1 CGCCATGGCCCATATTGAG 

637 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 

2005 

mexR-2 GGCATTCGCCAGTAAGCGG 

nfxB 563 

nfxB-1 CGATCCTTCCTATTGCACG 

939 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

52°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 

2005 
nfxB-2 GCCAAGTGCCAGTATCG 
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mexT 1043 

mexT-1 CGGTTGCAGCCTCTAGCC 

1005 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

58°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 

2005 

mexT-2 CGATTTTCCCGTTGCGACG 

mexZ 534 

mexZ-1 AGCGGCGCGACAGTAGCATA 

781 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

59°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 

2005 
mexZ-2 

CCGAGGACCAGCGCAGGC 

 
 

Tabla 8. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos y condiciones de 
reacción de PCR empleados para amplificar la porina OprD 

 

7.6.3 Caracterización de integrones de clase 1 mediante la estrategia de 

“primer walking” y amplificación de regiones variables 

 

Para la búsqueda de la presencia del integrón, se realizaron reacciones de PCR 

con 1 juego de oligonucleótidos para cada gen, para ver si portaban los extremos 

5´ (intl∆1) y 3´ (qacE∆1-sul1) conservados en la mayoría de los integrones de clase 

1 (Lévesque et al., 1995). Posteriormente se realizó la identificación de la región 

variable del integrón con un juego de oligonucleótidos específicos; así mismo se 

llevó a cabo la estrategia de “primer walking” que consiste en diseñar 

oligonucleótidos específicos para que los fragmentos obtenidos de los genes 

Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

Condiciones  

de Reacción 
Referencia 

oprD 1332 

oprD-F TGCTGCTCCGCAACTACTATTTC 

751 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

68°C/8 min  

72°C/8 min  

10°C/∞  

Naenna et al., 

2010 

oprD-R GTAGGCCAAGGTGAAAGTGTG 

oprD 
1332 

oprDlong-F CGCCGACAAGAAGAACTAGC 

1412 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Gutiérrez et al., 

2007 

oprDlong-R GTCGATTACAGGATCGACAG 

oprD 
1332 

oprDlong2-F  CTACGCAGATGCGACATGC 

1586 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

64°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Wolter et al., 

 2004 

oprDlong2-R  CCTTTATAGGCGCGTTGCC 
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cassette se solapen y así se obtenga la secuencia completa. Los oligonucleótidos 

usados se describen en las tablas 9 y 10. 

 

Tabla 9. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos y condiciones de 
reacción de PCR empleados para el estudio de integrones  

 

Nombre del 

gen   

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de Reacción Referencia 

intI1 1017 

Int1-F 

 

ACGAGCGCAAGGTTTCGGT 

 564 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

52 °C/30 seg         30 ciclos  

72°C/2 min  

72°C/7 min  

10°C/∞                 

 

Jianyu et al., 

2005 
Int1-R GAAAGGTCTGGTCATACATG 

sul1 840 

Sul1-F TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 

790 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

63°C/30 seg         30 ciclos  

72°C/1 min  

72°C/8 min  

10°C/∞                 

Mazel et al., 

2000 

Sul1-R CACCTTCTCGGAAACCCTCGC 

qacEΔ1 348 

Qac-F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 

247 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

60 °C/30 seg         30 ciclos  

72°C/1 min  

72°C/8 min  

10°C/∞                 

Mazel et al., 

2000 

Qac-R TGAGCCCCATACCTACAAAGC 

Región 

Variable 1 
v 

rv.IntI1-F GGCATCCAAGCAGCAAG 

v 

94°C/5 min 

94°C/1 min 

55 °C/1 min         35 ciclos 

65°C/8 min 

72°C/8 min 

10°C/∞ 

Levesque y Roy, 

1993 

rv.IntI1-R 
AAGCAGACTTGACCTGA 

*v: el tamaño del amplicon es variable 

Tabla 10. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos para el estudio 
de integrones por “primer walking” 

 
Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tm (°C) Referencia 

intFRC ACCGAAACCTTGCGCTCGT 60.1 Ayala, 2013 

sulFRC GAATGCCGAACACCGTCACCA 60.3 Ayala, 2013 

qacFRC CGATAACAAGAAAAAGCCAGCC 60.1 Bello, 2014 

aac6FRC GCCACTCATAGAGCATCGCAA 57.5 Bello, 2014 

aac6RRC AAACACGCCAGGCATTCGAG 58.5 Ayala, 2013 

aadA1FRC TCGATACTTCGGCGATCACC 56.7 Bello, 2014 

aadA1RRC AGGCGAGATCACCAAGGTAG 56.3 Bello, 2014 

oxa2-FRC CTAGCGTGCCTTCTTGCGCAT 70.7 Bello, 2014 

oxa2-RRC AATCGTGCGGGCAATCCTTC 70.5 Bello, 2014 
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7.6.4 Visualización de los productos de PCR 

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% a un corrimiento 

de 90V por 45 min. Se utilizó un marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp 

Plus DNA Ladder. Los geles fueron teñidos con Bromuro de Etidio (BET) 0.5 g/l 

durante un minuto y lavados por 5 minutos en agua destilada; para visualizar los 

fragmentos de DNA, los geles se fotografiaron en un digitalizador de imágenes 

MiniBIS Pro - DNR Bio-Imaging Systems. 

 

7.6.5 Secuenciación de los productos de PCR 

Los productos amplificados se purificaron a partir del gel de agarosa con ayuda de 

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit™, siguiendo instrucciones de fabricante, y se 

mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnología (IBT) de la UNAM en 

Cuernavaca Morelos, México (secuenciación por electroforesis capilar, basado en 

el método de Sanger). 

 

7.6.6 Análisis de las secuencias 

Las secuencias se visualizaron en el programa Flinch Tv versión 1.4.0 Geospiza.  

Para eliminar espacios en las secuencias se utilizó el programa a través de Nucleic 

Acid Sequence Massager.  

(www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm) 

El análisis comparativo de las secuencias se realizó con el programa BLAST 2.0 

QBLAST del  National Center for Biotechnology Information site. 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) 

 

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega. 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

La conversión de la secuencia nucleotídica a aminoacídica se realizó en ExPASy-

Translate tool.  

(http://expasy.org/tools/dna.html) 

 

http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://expasy.org/tools/dna.html
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Para la predicción del modelo de la porina OprD se utilizaron los programas: 

(http://swissmodel.expasy.org/interactive) 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) 

 

7.7 DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA TIPO (MLST) DE ALGUNOS 

AISLADOS DE Pseudomonas aeruginosa 

 

La genotipificación de las cepas consistió en amplificar mediante PCR siete genes 

“housekeeping” utilizando dos juegos de oligonucleótidos, uno para amplificar y otro 

para secuenciar, la secuencia de los oligonucleótidos se obtuvo directamente de la 

página MLST Pseudomonas aeruginosa dirección: http://pubmlst.org/paeruginosa/.  

Para la obtención del DNA molde se realizó la extracción de DNA mediante el 

mismo procedimiento utilizado para la amplificación de genes de resistencia. Las 

secuencias de los oligonucleótidos para cada gen se muestran en la tabla 11 y 12. 

 

Tabla 11. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos y condiciones de reacción 
de PCR empleados para amplificar los genes “housekeeping” para MLST 

 
 

Nombre del gen   
Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 
amplificado 

(pb) 

Condiciones de 
Reacción/*Enzima empleada 

acsA 

F: ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC 

842 

94°C/5 min  
94°C/1 min  
56°C/1 min     30 ciclos  
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                         *BioTaq 

R: GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT 

aroE 

F: TGGGGCTATGACTGGAAACC 

825 

94°C/5 min  
94°C/1 min  
56°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                        *KapaTaq 

R: TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA 

guaA 

F: CGGCCTCGACGTGTGGATGA 

940 

94°C/5 min 
94°C/1 min  
56°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                        *BioTaq 

R: GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA 

mutL 

F: CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG 

940 

94°C/5 min 
94°C/1 min  
58°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                      *KappaTaq 

R: CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC 

http://swissmodel.expasy.org/interactive
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://pubmlst.org/paeruginosa/
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nuoD 

F: ACCGCCACCCGTACTG 

1042 

94°C/5 min 
94°C/1 min  
53°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                        *BioTaq 

R: TCTCGCCCATCTTGACCA 

ppsA 

F: GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG 

989 

94°C/5 min 
94°C/1 min  
56°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                        *BioTaq 

R: GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG 

trpE 

F: GCGGCCCAGGGTCGTGAG 

811 

94°C/5 min 
94°C/1 min  
60°C/1 min     30 ciclos 
72°C/5 min  
72°C/10 min  
10°C/∞                         *BioTaq 

R: CCCGGCGCTTGTTGATGGTT 

 
 
 
Tabla 12. Secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos empleados para secuenciar 
los genes “housekeeping” para MLST 

 

Nombre del gen 

Nombre del 

oliconucleótido Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

acsA 
Seq-F: GCCACACCTACATCGTCTAT 

390pb 
Seq-R: AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC 

aroE 
Seq-F: ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 

495pb 
Seq-R: TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG 

guaA 
Seq-F: AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC 

372pb 
Seq-R: GACGTTGTGGTGCGACTTGA 

mutL 
Seq-F: AGAAGACCGAGTTCGACCAT 

441pb 
Seq-R: GGTGCCATAGAGGAAGTCAT 

nuoD 

Seq-F: ACGGCGAGAACGAGGACTAC 

366pb 
Seq-R: TGGCGGTCGGTGAAGGTGAA 

ppsA 

Seq-F: GGTGACGACGGCAAGCTGTA 
369pb 

Seq-R: GTATCGCCTTCGGCACAGGA 

trpE 
Seq-F: TTCAACTTCGGCGACTTCCA 

441pb 
Seq-R: GGTGTCCATGTTGCCGTTCC 
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La secuenciación de estos genes se llevó a cabo por la empresa COGENICS © 

Beckman Coulter Genomics, U.K. El análisis de las secuencias se realizó con los 

programas informáticos antes mencionados y el número de alelo y la secuencia tipo 

(ST) se obtuvo al introducir las secuencias en la página: 

http://pubmlst.org/paeruginosa/. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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8. RESULTADOS 

Es de gran importancia conocer la relación genética y la presencia de mecanismos 

de resistencia a nivel regional y nacional, por lo que en este trabajo se llevó a cabo 

a través del estudio de aislados de P. aeruginosa provenientes de 2 unidades 

hospitalarias.  

8.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPOS PULSADOS (PFGE) 

8.1.1 Aislados de P. aeruginosa del Centro Médico Nacional “20 de 

Noviembre” ISSSTE de la Ciudad de México. 

Los 21 aislados (100%) fueron tipificables, la macrorestricción del DNA genómico 

por medio de la enzima SpeI en estos aislados, generó de 14 a 23 bandas 

claramente visibles. El análisis de la macrorestricción y de los fragmentos 

generados resultó en 21 diferentes patrones de bandeo. En la Figura 4 se muestra 

un ejemplo del bandeo presentado. 

 

Figura 4. Perfil de PFGE de aislados clínicos de P. aeruginosa del Centro Médico Nacional 

“20 de Noviembre” ISSSTE de la Cd. de México. Un ejemplo de los patrones de bandeo de DNA 

genómico digerido con la enzima de restricción SpeI de algunos aislados clínicos de P. aeruginosa. 

P. aeruginosa PAO1 fue utilizada como cepa de referencia. Para los aislados Ps84 y Ps22 se repitió 

la macrorestricción y el corrimiento electroforético. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM), 

carril 2: Ps52, carril 3: Ps74, carril 4: Ps78, carril 5: Ps81, carril 6: Ps84, carril 7: Ps87, carril 8: 

Ps89, carril 9: Ps91, carril 10: Ps94, carril 11: Ps95, carril 12: Ps22, carril 13: PAO1, carril 14: 

MPM.
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A partir de las imágenes de los corrimientos electroforéticos se elaboraron matrices de similitud y posteriormente se 

elaboró un dendrograma (Figura 5) con el programa NTSYSpc 2.21q (Dice/UPGMA). 

Figura 5. Dendograma de similitud de 21 aislados clínicos de P. aeruginosa del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE de la 

Cd. de México. La escala inferior representa el coeficiente de similitud de Dice. PT: pulsotipos
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Con la finalidad de establecer posibles relaciones genéticas entre los aislados 

clínicos de P. aeruginosa de esta Unidad Hospitalaria, se utilizó el coeficiente de 

similitud de Dice. Las cepas que presentaron un coeficiente de similitud de 1 en los 

patrones de bandeo, se incluyeron en el mismo pulsotipo (PT) y se enumeraron de 

manera secuencial. Además, los aislados que presentaron un coeficiente de 

similitud ≥0.80 fueron incluidos en el mismo grupo, y fueron designados por letras 

del abecedario. 

 Bajo estos criterios se identificaron 21 PT los cuales se nombraron como 

PT1 a PT21, así como 4 grupos con dos a tres aislados cada uno, asignados con 

las letras de la A a la D; los aislados de cada grupo están relacionados 

genéticamente, según los criterios de Tenover et al. 1995 (≤6 diferencias en los 

fragmentos de restricción). Los aislados restantes que se encuentran en el 

dendograma, con coeficientes de Dice menores a 0.65 fueron definidos como no 

relacionados genéticamente según los mismos criterios.  

 De acuerdo con la información previamente reportada (Ayala, 2013; 

Martínez, 2011; Valerio, 2012) , se observó que los aislados pertenecientes al 

mismo grupo de PFGE, presentaron un fenotipo y genotipo de resistencia similar 

(Anexo 3). En el grupo A se encontraron los aislados Ps87 y Ps89; en el grupo B 

los aislados Ps33 y Ps35; el grupo C estuvo conformado por  Ps62 y Ps48; y en el 

grupo D, Ps49, Ps65 y Ps39. Los 12 aislados restantes no se encontraron 

genéticamente relacionados. 

 

8.1.2 Aislados de P. aeruginosa del Hospital Regional ISSSTE de la 

Ciudad de Puebla 

 

Los 25 aislados (100%)  fueron tipificables, la macrorestricción del DNA genómico 

por medio de la enzima SpeI en estos aislados, generó de 18 a 29 bandas 

claramente visibles. El análisis de la macrorestricción y de los fragmentos 

generados resultó en 25 diferentes patrones de bandeo. En la Figura 6 se muestra 

un ejemplo del bandeo presentado. 
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Figura 6. Perfil de PFGE de aislados clínicos de P. aeruginosa del Hospital Regional ISSSTE 

de la Ciudad de Puebla.Patrones de bandeo de DNA genómico digerido con la enzima de 

restricción SpeI de algunos aislados clínicos de P. aeruginosa. La P. aeruginosa PAO1 fue utilizada 

como cepa de referencia. MPM: Marcador de peso molecular. Carril 1: PE06, carril 2: PE52, carril 

3: PE24, carril 4: PE27, carril 5: PE28, carril 6: PE29, carril 7: PAO1, carril 8: MPM. 

 

Del análisis de los corrimientos electroforéticos, se elaboró el dendograma de 

similitud (Figura 7) y utilizando los criterios señalados anteriormente, se 

identificaron 25 PT los cuales se nombraron como PT1 a PT25, así como 2 grupos 

con dos a tres aislados cada uno, asignados con las letras A y B; los aislados de 

cada grupo están relacionados genéticamente, según los criterios de Tenover et al. 

1995 (≤6 diferencias en los fragmentos de restricción). Los aislados restantes que 

se encuentran en el dendograma, con coeficientes de Dice <0.80 pero >0.65 fueron 

definidos como posiblemente relacionados genéticamente y los aislados con 

coeficientes ≤0.65 se clasificaron como no relacionados, según los mismos 

criterios. 
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Figura 7. Dendograma de similitud de 25 aislados clínicos de P. aeruginosa del Hospital Regional ISSSTE de la Ciudad de Puebla. La 

escala inferior representa el coeficiente de similitud de Dice. 
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De acuerdo con la información que se tenía del perfil fenotípico de resistencia de 

estos aislados (Ramos, 2014) se observó que los que tenían relación genética 

presentaron un fenotipo similar (Anexo 4). En el grupo A se encuentran los aislados 

PE25, PE45 y PE48; los aislados PE09 y PE16 se clasificaron en el grupo B. Por 

otro lado PE20 y PE26; PE09, PE16, PE15, PE10 y PE19 fueron definidos como 

posiblemente relacionados. Los 15 aislados restantes resultaron no relacionados 

genéticamente. 

 

8.2 AMPLIFICACIÓN DE BETA-LACTAMASAS TIPO IMP, GES y PSE  

Se amplificaron genes para serin-beta-lactamasas (blaPSE, blaGES ) y metalo-beta-

lactamasas (blaIMP ) a los 25 aislados del HR ISSSTE de la Ciudad de Puebla. Las 

figuras 8 y 9 muestran los amplificados para los genes blaIMP y blaGES. De los 25 

aislados, 10 (40%) amplificaron para blaIMP, 6 para blaGES (24%) y ninguno 

amplificó para blaPSE. (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Electroforesis en gel de 

agarosa al 1% de amplificados del 

gen bla
IMP

 para diversos aislados de 

P. aeruginosa en estudio del HR 

ISSSTE de la Cd. de Puebla. Carril 1: 

PE09, carril 2: PE15, carril 3: PE20, 

carril 4: PE46, carril 5: PE52, carril 6: 

control (IMP-15). 

Figura 9. Electroforesis en gel de 

agarosa al 1% de amplificados del gen 

bla
GES

 para diversos aislados de P. 

aeruginosa en estudio del HR ISSSTE 

de la Cd. de Puebla. Carril 1: control 

(Ps36) carril 2: PE24, carril 3: PE25, 

carril 4: PE26, carril 5: PE27, carril 6: 

PE28, carril 7: PE29, carril 8: PE30. 
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Figura 10. Porcentaje de amplificación para los genes blaIMP, blaPSE y blaGES 

en los aislados del HR ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

 

Un dato importante acerca de los aislados de este Hospital, es que había 6 de ellos 

que pertenecían a los mismos pacientes y cuya muestra había sido recolectada en 

fechas diferentes o provenían de diferente sitio anatómico, que tenían un fenotipo 

de resistencia diferente y no estaban genéticamente relacionados de acuerdo a 

PFGE; además PE21 amplificó para los genes blaIMP y blaGES, por ello estos 7 

aislados fueron seleccionados para la determinación de concentración mínima 

inhibitoria y el estudio completo de los mecanismos involucrados en su 

multiresistencia.  

 

8.3 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA 

(CMI) 

 

Se realizó la determinación de la CMI de los 7 aislados, provenientes de mismos 

pacientes, los cuales presentaban diferencias en los resistotipos y eran 

multidrogoresistentes como se mencionó anteriormente, esto se corroboró con la 

determinación de la CMI; además se observó que en la prueba de Kirby Baüer 

varios aislados mostraron sensibilidad para algunos antibióticos, y al realizar la 

determinación de CMI fueron resistentes (Tabla 13). Por otro lado, para la mayoría 

de los aislados se observaron altas CMIs para los antibióticos probados, razón por 
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la cual se procedió a estudiar los mecanismos que pueden estar involucrados de 

manera simultánea en la resistencia y que puedan explicar estos resultados. 

 

8.4 IDENTIFICACIÓN DE GENES DE RESISTENCIA DE LOS 7 AISLADOS 

SELECCIONADOS. 

 

A los siete aislados se les realizó la identificación de algunos genes que codifican 

para enzimas relacionadas con la resistencia a beta-lactámicos y para 

aminoglucósidos, obteniendo que para beta-lactámicos: 100% de los aislados 

portaron blaOXA-50, 85.7% blaOXA-2, 42.8% blaIMP-18, 14.2% blaIMP-15 y 42.8% 

amplificaron para blaGES, de los cuales 2 aislados portaron blaGES-2 y uno presentó 

una variante aún no determinada. Para aminoglucósidos, el 71.4% porto aac-6´-Ib. 

Para el resto de los genes buscados, el 100% fue negativo para las metalo beta-

lactamasas: blaGIM-1, blaSPM y blaNDM; serin beta-lactamasas: blaVEB-1, blaPSE-1, 

blaKPC, blaSHV, blaTEM, blaCTX, blaPER y blaBEL; beta-lactamasas del tipo oxa: blaOXA-1, 

blaOXA-10, blaOXA-11, blaOXA-13, blaOXA-40. Para aminoglucósidos ningún aislado portó 

aac-3´-IIa (Tabla 13). Los alineamientos de cada gen se muestran en el anexo 5. 

 

 En el caso de PE21, la secuencia obtenida del gen blaGES, tuvo porcentajes 

de identidad del 96% con blaGES-1, blaGES-2, blaGES-3, blaGES-4, blaGES-5, blaGES-6, 

blaGES-7, blaGES-11, blaGES-13, blaGES-16 y blaGES-26, sin embargo al no tener una 

identidad del 100% con ninguna variante del gen, se piensa que este aislado 

presenta un nuevo alelo, el cual debe determinarse en estudios posteriores 

realizando nuevamente su amplificación y secuenciación para obtener el gen 

completo y corroborar los cambios nucleotídicos encontrados en este trabajo. 
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Tabla 13. Fenotipo y genotipo de resistencia, y CMI de 7 aislados clínicos de P. aeruginosa 
del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

 

Las filas marcadas con un mismo color pertenecen a aislados de un mismo paciente. Las 
diferencias entre aislados de un mismo paciente se resaltan en color rojo. El signo ¿? Indica que se 
desconoce la variante del gen. PIP: Piperacilina, TIC:Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: 
Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF:Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: 
Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: 
Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: 
Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. 

*Intermedio. 

 

8.5 AMPLIFICACIÓN DE GENES REGULADORES DE LAS BOMBAS DE 

EXPULSIÓN MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM. 

Se realizaron ensayos de PCR con el fin de buscar mutaciones en los genes que 

regulan la expresión de las bombas de expulsión que pudieran estar implicadas en 

la multiresistencia de los 7 aislados en estudio. Estos genes reguladores son: 

mexR que regula a la bomba MexAB-OprM; nfxB que regula a MexCD-OprJ; mexZ 

que regula a MexXY-OprM y mexT que regula a la bomba MexEF-OprN. 

Los aislados PE20, PE06, PE52, PE30 y PE21 amplificaron para los 4 genes 

reguladores de bombas de expulsión, mientras que PE02 solo amplificó para 

mexR, y PE21 amplificó solo para mexR, mexZ y nfxB (Figura 11). 

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GM CL

PsE02 UCI-5 Lavado bronquial 18-abr-13 CF, CTX, FEP, MEM, OFX, C, SXT 16 64 128 128 4 <8 4 <2 oxa-50

PsE20 C-529-MIH Expectoración 19-ago-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, GM, AN, 

NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

>512 >512 >512 >512 128 >512 >512 <2
imp-18 , oxa-2, oxa-

50, aac-6´-Ib

PsE06 Urología Urocultivo 10-may-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT, CL

>512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
imp-18, oxa-2, oxa-

50, aac-6´-Ib

PsE52 C.E. MI Urocultivo 14-ene-14

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, *NET CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

>512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
imp-18, oxa-2, oxa-

50

PsE26 C-425-CIR Expectoración 17-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT

128 64 >512 64 64 128 >512 <2
ges-2, oxa-2, oxa-

50, aac-6´-Ib

PsE30 C-425-CIR Urocultivo 17-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

64 32 >512 64 128 256 >512 <2
ges-2, oxa-2, oxa-

50, aac-6´-Ib

PsE21 C-512-MIH Expectoración 20-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

>512 >512 >512 128 128 >512 >512 <2
imp-15, ges¿?, oxa-

2, oxa-50, aac-6´-Ib

GENOTIPOAISLADO SERVICIO ORIGEN

FECHA DE 

TOMA DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE RESISTENCIA

CMI(µg/ml)
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Los reguladores de bombas de expulsión amplificados para los aislados se 

mandaron a secuenciar, se hicieron las comparaciones de las secuencias 

obtenidas utilizando el programa BLAST con las secuencias del Gen Bank y 

posteriormente se hizo el alineamiento nucleotídico y aminoacídico en Clustal 

Omega (Anexo 6) obteniendo lo siguiente (Tabla 14): 

 Para el regulador MexR, PE02, PE20, PE26, PE30 y PE21 no presentaron 

cambios. Los aislados PE06 y PE52 presentaron la mutación Val126Glu. 

 

 Para MexT, los aislados PE20, PE06, PE52, PE30 y PE21 presentaron una 

deleción de 8 pb (235-242 pb) que ocasionó un cambio en el marco de 

lectura de la proteína. PE02 y PE26 no amplificaron para este regulador. 

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de amplificados de genes reguladores 

de bombas de expulsión. Se amplificaron en 7 aislados de P. aeruginosa en estudio del HR 

ISSSTE de la Cd. de Puebla. mexR carril 1: Blanco, carril 2: control (PAO1), carril 3: PE02, 

carril 4: PE20, carril 5: PE26, carril 6: PE30, carril 7: PE21; mexT carril 8: blanco, carril 9: 

control (PAO1), carril 10: PE02, carril 11: PE20, carril 12: PE26, carril 13: PE30, carril 14: 

PE21, carril 15: vacío, carril 16: MPM; mexZ carril 17: blanco, carril 18: control (PAO1), carril 

19: PE02, carril 20: PE20, carril 21: PE26, carril 22: PE30, carril 23: PE21; nfxB carril 24: 

PE02, carril 25: PE20, carril 26: PE26, carril 27: PE30, carril 28: PE21, carril 29: vacío, carril 

30: MPM.  
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 En el caso de MexZ, los aislados PE20, PE26 y PE30 no presentaron 

cambios; PE06 y PE52 tuvieron la mutación Glu81Asp y PE21 la mutación 

Gly162Glu. 

 

 Para el regulador NfxB, no amplificó en PE02, para el resto de los aislados 

no presentó cambios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

56 
 

Tabla 14. Fenotipo de resistencia, CMI, genotipo y cambios en reguladores de bombas de expulsión de 7 aislados clínicos de P. 

aeruginosa del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

 

Las filas marcadas con un mismo color pertenecen a aislados de un mismo paciente. Las diferencias entre aislados de un mismo paciente se 

resaltan en color rojo. El signo ¿? Indica que se desconoce la variante del gen. PIP: Piperacilina, TIC:Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: 

Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF:Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, 

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, 

NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. *Intermedio. 

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GM CL

PsE02 UCI-5 Lavado bronquial 18-abr-13 CF, CTX, FEP, MEM, OFX, C, SXT 16 64 128 128 4 <8 4 <2 oxa-50 mexR : Silvestre

PsE20 C-529-MIH Expectoración 19-ago-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT, CL

>512 >512 >512 >512 128 >512 >512 <2
imp-18, oxa-2, oxa-50, 

aac-6´-Ib

mexR : Silvestre; mexT : cambio del 

marco de lectura a partir del aa 80; 

mexZ : Silvestre; nfxB : Silvestre

PsE06 Urología Urocultivo 10-may-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, AN, 

NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

>512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
imp-18, oxa-2, oxa-50, 

aac-6´-Ib

mexR : Val126Glu; mexT : cambio del 

marco de lectura a partir del aa 80; 

mexZ : Glu81Asp; nfxB : Silvestre

PsE52 C.E. MI Urocultivo 14-ene-14

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, AN, 

*NET CIP, OFX, NOR, C, SXT

>512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2 imp-18, oxa-2, oxa-50

mexR : Val126Glu; mexT : cambio del 

marco de lectura a partir del aa 80; 

mexZ : Glu81Asp; nfxB : Silvestre

PsE26 C-425-CIR Expectoración 17-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

128 64 >512 64 64 128 >512 <2
ges-2, oxa-2, oxa-50, 

aac-6´-Ib

mexR : Silvestre; mexZ : Silvestre; nfxB : 

Silvestre

PsE30 C-425-CIR Urocultivo 17-sep-13
TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, MEM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT
64 32 >512 64 128 256 >512 <2

ges-2, oxa-2, oxa-50, 

aac-6´-Ib

mexR : Silvestre; mexT : cambio del 

marco de lectura a partir del aa 80; 

mexZ : Silvestre; nfxB : Silvestre

PsE21 C-512-MIH Expectoración 20-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

>512 >512 >512 128 128 >512 >512 <2
imp-15, ges¿?, oxa-2, 

oxa-50, aac-6´-Ib

mexR : Silvestre; mexT : cambio del 

marco de lectura a partir del aa 80; 

mexZ : Gly162Glu; nfxB : Silvestre

GENOTIPO
REGULADORES DE BOMBAS DE 

EXPULSIÓN
AISLADO SERVICIO ORIGEN

FECHA DE 

TOMA DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE RESISTENCIA

CMI(µg/ml)
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8.6 AMPLIFICACIÓN Y ANÁLISIS DEL GEN CODIFICANTE DE LA 

PORINA OprD  

 

Un mecanismo importante involucrado en la resistencia a carbapenémicos son las 

mutaciones o la presencia de secuencias de inserción en el gen de la porina oprD, 

por ello se realizó el análisis del gen que codifica esta proteína. 

El aislado PE02 fue el único que no amplificó para este gen, para el resto de 

los aislados se llevó a cabo su secuenciación y análisis encontrándose los 

siguientes cambios (Tabla 15 y anexo 7).  

 Ningún aislado presentó mutaciones en los loops 2 y 3, los cuales se han 

relacionado con aumento en la resistencia a imipenem. En cuanto al loop 7, los 

aislados PE06, PE52 y PE21 presentaron 2 deleciones (∆378, ∆379), generando 

una secuencia de 10 aminoácidos (VDSSSSYAGL) llamada loop 7 corto (L7-short), 

que está relacionada con aumento en la susceptibilidad a meropenem. Por otro 

lado, se presentaron mutaciones también en los loops 1 y 4 (PE20, PE06, PE52, 

PE26, PE30 y PE21) , loop 5 (PE06, PE52, PE26, PE30 y PE21); los aislados 

PE06, PE52 y PE21, presentaron mutaciones en los loops 6 y 7, sin embargo no se 

ha reportado que mutaciones en estos loops interfieran con la resistencia a 

carbapenémicos; en estos mismos aislados se presentaron codones de paro 

tempranos en el loop 8, lo que pudiera interferir con la expresión de la porina. 

Además en el aislado PE20, la proteína se encontró trunca en la posición 246 

debido a la presencia de la secuencia de inserción IS1394. 

 Por último, para los aislados PE26 y PE30 solamente se pudieron amplificar 

y secuenciar 828 pb de 1332 pb en dirección 5´ a 3´, traduciendo 276 de 443 

aminoácidos de la porina OprD y no encontrando codones de paro tempranos en 

esta parte. Para amplificar la parte final del gen se usaron diversos 

oligonucleótidos, sin embargo no se obtuvo amplificado en ninguno de los casos. 
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Tabla 15. Fenotipo de resistencia, y cambios aminoacídicos en los loops de la porina OprD de 7 aislados clínicos de P. aeruginosa del 

Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla 

 

 Las filas marcadas con un mismo color pertenecen a aislados de un mismo paciente. Las diferencias entre aislados de un mismo paciente se 

resaltan en color rojo. PIP: Piperacilina, TIC:Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, 

CF:Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: 

Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: 

Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. *Intermedio. 

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GM CL L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8

PsE02 UCI-5 16 64 128 128 4 <8 4 <2

PsE20 C-529-MIH >512 >512 >512 >512 128 >512 >512 <2
S57E      

S59R
WT WT

E230K 

I232M 

Y233A

PsE06 Urología >512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
S57E      

S59R
WT WT E230K

N262T 

A267S
R310G

V359L, M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, 

V377S, ∆378, ∆379, 

K380Y, N381A, Y382G, 

G383L

Codón de 

paro en el 

a.a. 424

PsE52 C.E. MI >512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
S57E      

S59R
WT WT E230K

N262T 

A267S
R310G

V359L, M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, 

V377S, ∆378, ∆379, 

K380Y, N381A, Y382G, 

G383L

Codón de 

paro en el 

a.a. 424

PsE26 C-425-CIR 128 64 >512 64 64 128 >512 <2
S57E      

S59R
WT WT E230K

N262T 

A267S

PsE30 C-425-CIR 64 32 >512 64 128 256 >512 <2
S57E      

S59R
WT WT E230K

N262T 

A267S

PsE21 C-512-MIH >512 >512 >512 128 128 >512 >512 <2
S57E      

S59R
WT WT E230K

N262T 

A267S
R310G

V359L, M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, 

V377S, ∆378, ∆379, 

K380Y, N381A, Y382G, 

G383L

Codón de 

paro en el 

a.a. 415

SERVICIOAISLADO

CMI(µg/ml)

No amplificó

porina OprD

No amplificó

Truncada por IS1394

No amplificó
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8.7 DETERMINACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE INTEGRONES CLASE 1 
 

8.7.1 Amplificación de los genes conservados de integrones clase 1 
(intl1, qacEΔ1 y sul1) en P. aeruginosa 
 
Para conocer si los 7 aislados tenían la presencia de integrones de clase 1 que 

pudieran estar albergando genes de resistencia, se realizó la amplificación de las 

regiones conservadas de estas estructuras. 

El aislado PE02 sólo amplificó el gen de intI1, el resto de los aislados 

amplificaron para la región conservada 5´intI1 y 3´qacEΔ1-sul1 (Figura 12). 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de amplificados de los genes de las 

regiones conservadas en integrones de clase 1. Se amplificaron en los 7 aislados de P. 

aeruginosa en estudio del HR ISSSTE de la Cd. de Puebla. qacEΔ1-sul1 carril 1: Blanco, carril 2: 

PE02, carril 3: PE20, carril 4: PE06, carril 5: PE52, carril 6: PE26, carril 7: PE30, carril 8: PE21, 

carril 9: MPM; intI1 carril 10: vacío, carril 11: PE02, carril 12: PE20, carril 13: PE06, carril 14: 

PE52, carril 15: PE26, carril 16: PE30, carril 17: PE21. 

 
8.7.2 Amplificación de la región variable de integrones clase 1 

 

A partir de estos resultados y con la información que se contaba acerca de su 

fenotipo de multiresistencia y los genes para los cuales habían amplificado estos 
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aislados, se decidió conocer si dichos genes estaban formando parte de la 

estructura de un integrón de clase 1.  

 Para ello se comenzó realizando la amplificación de la región variable de los 

7 aislados para saber cuántos integrones podrían estar portando y el tamaño 

aproximado de estos (Figura 13). 

 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificación de la región variable 

(RV) en los  aislados seleccionados del HR ISSSTE de la Cd. de Puebla, para la 

caracterización de integrones. Carril 1: PE02, carril 2: PE20, carril 3: PE06, carril 4: PE52, carril 

5: PE26, carril 6: PE30, carril 7: PE21, carril 11: MPM. Los carriles 8, 9 y 10 son pruebas para 

amplificar genes no relacionados con la RV. 

 

 
Para continuar con este estudio se eligieron los aislados PE06, PE52 y PE21, para 

la caracterización de sus integrones. 

 

 Los aislados PE06 y PE52 fueron aislados de urocultivo del mismo paciente 

pero recolectados en fechas diferentes, de acuerdo a resultados anteriores, la 

CMI, los cambios en reguladores de bombas de expulsión y las mutaciones en los 
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loops de la proteína OprD son idénticos, en lo que respecta al genotipo ambos 

portan los genes imp-18, oxa-2 y oxa-50 y PE06 además porta el gen aac-6´-Ib 

(Tablas 14 y 15); por otro lado en el dendograma de similitud aparecen como no 

relacionados con un coeficiente de Dice <0.65. En la figura 11 se puede observar 

que ambos aislados amplifican las mismas bandas para la región variable del 

integrón de clase 1. 

 

 Estos aislados ya habían sido parcialmente estudiados por Bello, 2014 en 

donde se encontraron 2 integrones con las estructuras descritas en la figura 14.  

 

Figura 14. Esquema parcial de los integrones encontrados en los aislados PE06 y PE52 del 

Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. El integrón del aislado PE06 se encuentra 

parcialmente secuenciado, el signo (?) probablemente corresponda al gen imp-18 con un peso 

alrededor de 741 pb. Para el aislado PE52 faltan determinar las uniones de la región variable con 

las conservadas (Tomado de Bello, 2014). 

 

En el caso del integrón de PE52, ya se tenía caracterizada la región variable 

completa de 2,772pb (Bello, 2014), en este trabajo, se amplificaron y secuenciaron 

los genes de la región 5´-CS (intI1) y 3´-CS (qacEΔ1-sul1), y las uniones de estas 

regiones con los genes cassette (Anexo 8); además al revisar el análisis de las 

PE06 

PE52 
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secuencias obtenidas por Bello, 2014 se encontró que el gen aacA1 en realidad 

era una adenilasa aadA1 (Figura 14), y que en el electroferograma de la 

secuenciación de imp-18, en el nucleótido 640 se observan 2 picos superpuestos 

(Figura 15, Anexo 8) y fue comprobado en 3 reacciones distintas, este cambio 

único en la secuencia del gen (nuevo alelo imp-18 like), sugiere la existencia de 2 

integrones con la estructura descrita en la Figura 16. 

 

 

Figura 15. Análisis de electroferograma para confirmar alelo del gen imp-18 en el aislado 

PE52. El doble pico se marcó con el sombreado azul. 

 

Es importante resaltar que ambas estructuras no se encontraban descritas 

anteriormente en integrones de clase 1, por lo que les fue asignado el número 

In1215 y In1218 respectivamente en Integrall (The Integron Database 

http://integrall.bio.ua.pt/) y su secuencia está por subirse al GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).  

 

http://integrall.bio.ua.pt/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Figura 16. Esquema de los integrones de clase 1,  encontrados en el aislado PE52 del 

Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. Las flechas indican los oligonucleótidos 

utilizados para secuenciar la estructura del integrón. La secuencia completa se puede ver en el 

anexo 8. 

  

En el caso del integrón del aislado PE06 de región variable de ~3000 pb se tenía 

caracterizado parcialmente, faltando un gen por secuenciar el cual se pensaba 

que correspondía a imp-18 con un peso alrededor de 741 pb (Bello, 2014). En este 

trabajo se realizó la amplificación y secuenciación de los genes de la región 5´-CS 

(intI1) y 3´-CS (qacEΔ1-sul1), así como amplificaciones con diferentes juegos de 

oligonucleótidos (Figura 17a), para conocer la secuencia del gen faltante y tener 

las uniones de las regiones conservadas con los genes cassette, sin embargo las 

secuencias recibidas en todos los casos no nos permitieron realizar dichas 

uniones.  

Además, de la secuenciación de la reacción realizada con los 

oligonucleótidos intFRC-impR, se obtuvo la estructura indicada en la figura 17b, 

sugiriendo que PE06 podría albergar otro integrón, con estructura similar a In1215 

y In1218 del aislado PE52 (Anexo 9), lo que es coincidente con lo encontrado en 

la amplificación de la región variable donde observamos las mismas bandas en los 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

64 
 

dos aislados. Los dos integrones de ambos aislados continúan en estudio para su 

caracterización completa. 

 

 

 

Figura 17. Esquema de los integrones de clase 1 encontrados en el aislado PE06 del 
Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. A. Integrón caracterizado parcialmente. No se 
obtuvo el gen faltante, ni las uniones de las regiones conservadas con los genes cassette. B. 
Nuevo integrón caracterizado parcialmente encontrado en este trabajo con estructura relacionada 
con In1215 y In1218 de PE52, blaIMP-18 está secuenciado parcialmente (Anexo 9). Las flechas 
indican los oligonucleótidos utilizados para secuenciar la estructura de los integrones. El signo (¿?) 
indica que se desconoce que gen o genes están formando la región variable de estos integrones.  

 

En cuanto a PE21, este fue aislado de expectoración y presentó los genes blaIMP-15 

y blaGES, este último aún no se ha determinado a que variante corresponde. En la 

amplificación de la región variable de este aislado se observan 2 bandas de 

diferente peso (Figura 13), de estas se purificó y secuenció parcialmente la banda 

de ~1300 pb (Anexo 10), encontrándose un integrón de clase 1 con la estructura 

descrita en la Figura 18a, aun cuando falta determinar a que corresponden los 450 

pb y secuenciar completamente el gen aadA6 ; así mismo, se secuenció una parte 

de la región variable (RV) del otro integrón de ~3000 pb con los genes aacA7 y 

blaIMP-15 (secuenciados parcialmente) en la región 5´, y orfD (secuenciado 

A 

B

A 
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parcialmente) adyacente a la región 3´-CS (Anexo 10 y Figura 18b). Los 2 

integrones de este aislado continuarán siendo estudiados.  

 

 

 

 

Figura 18. Esquema de la probable estructura de los integrones parcialmente secuenciados 

encontrados en el aislado PE21 del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. A: integrón 

de RV ~1300 pb, aadA6 parcialmente secuenciado. B: integrón de RV ~3000 pb, aacA7, blaIMP-15 y 

orfD parcialmente secuenciados. Las flechas indican los oligonucleótidos utilizados para 

secuenciar la estructura del integrón. La secuencia parcial se puede ver en el anexo 10. El signo 

(¿?) indica que se desconoce que gen o genes están formando la región variable de estos 

integrones. Para ambas estructuras falta secuenciar las regiones conservadas 5´y 3´. 

 

8.8 GENOTIPIFICACIÓN POR MLST DE ALGUNOS AISLADOS EN 
ESTUDIO 
 
Para conocer la relación clonal de los aislados PE06 y PE52 del Hospital Regional 

ISSSTE de la Cd. de Puebla, portadoras de blaIMP-18 y las cuales portan integrones 

diferentes, se les determinó el número de Secuencia Tipo con ayuda de Elena 

Bello en el laboratorio de la Dra. Carmen Torres en la Universidad de la Rioja 

España. Los resultados se muestran en la tabla 16. 

 

 Estos resultados nos permiten corroborar el resultado obtenido mediante la 

genotipificación por PFGE, acerca de que estos aislados no pertenecen a la 
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misma clona, a pesar de haber sido recolectados del mismo paciente, en fecha 

distinta, y de tener mecanismos de resistencia e integrones muy parecidos. 

 

Tabla 16. Perfil alélico y secuencia tipo de los aislados PE06 y PE52. 

 

acsA (Acetil coenzima A sintasa), aroE (Shikimato deshidrogenasa), guaA (GMP sintasa), 

mutL(Proteína de reparación de DNA), nuoD (NADH deshidrogenasa I cadena C, D), ppsA 

(Fosfoenol piruvato sintasa), trpE (Componente I de antranilato sintasa). El número de secuencia 

tipo (ST) se obtiene introduciendo el número de alelo en la página http://pubmlst.org/paeruginosa/. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 17 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en el estudio de 

los mecanismos involucrados en la resistencia de los 7 aislados seleccionados.  

 

 

Aislado 
Perfil alélico 

ST acsA aroE guaA mutL nuoD ppsA trpE 

PE06 13 4 5 21 12 7 15 308 

PE52 15 5 5 21 50 4 14 385 

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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Tabla 17. Resumen de las características de los 7 aislados en estudio del HR ISSSTE de la Cd de Puebla y sus mecanismos de 

resistencia. 

 

Las filas marcadas con un mismo color pertenecen a aislados de un mismo paciente. Las diferencias entre aislados de un mismo paciente se 

resaltan en color rojo. ND: No determinado. NA: No amplificó. SC: Sin cambios; PT: Pulsotipo. ST: Secuencia Tipo. El signo ¿? Indica que se 

desconoce la variante del gen o los genes faltantes en el integrón. *Intermedio. PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: 

Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: 

Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: 

Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. 

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GM CL

PsE02 Lavado bronquial UCI-5 18-abr-13
CF, CTX, FEP, MEM, 

OFX, C, SXT
PT1 16 64 128 128 4 <8 4 <2 oxa-50 ND ND MexR: Silvestre NA

PsE20 Expectoración C-529-MIH 19-ago-13

PIP, TIC, CB, TIM, 

CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT, CL

PT10 >512 >512 >512 >512 128 >512 >512 <2
imp-18 , oxa-2, 

oxa-50, aac6
ND ND

MexR: Silvestre; MexT: 

cambio del marco de 

lectura a partir del aa 80;  

MexZ: Silvestre; NfxB: 

Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K, I232M, 

Y233A; oprD está truncada por IS1394 

en el a.a. 246.

PsE06 Urocultivo Urología 10-may-13

PIP, TIC, CB, TZP, 

TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, 

MEM, ATM, GM, AN, 

NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT, CL

PT20 >512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
imp-18, oxa-2, 

oxa-50, aac6

Integrón 1  intl1 , 

aac6 , probable 

imp-18, oxa-

2,aadA1,qacEΔ1, 

sul1               

Integrón 2    intI1, 

imp-18 ¿?

308

MexR: Val126Glu; 

MexT: cambio del marco 

de lectura a partir del aa 

80; MexZ: Glu81Asp; 

NfxB: Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K; Loop 5: 

N262T, A267S; Loop 6: R310G; 

Loop7: V359L,  M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, V377S, ∆378, 

∆379,K380Y, N381A, Y382G, G383L 

(L7-short); Loop8: codón de paro 

temprano en la posición 424.

PsE52 Urocultivo C.E. MI 14-ene-14

PIP, TIC, CB, TZP, 

TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, 

MEM, ATM, GM, AN, 

*NET CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

PT21 >512 >512 >512 >512 >512 >512 32 <2
imp-18, oxa-2, 

oxa-50

Integrón 1     

  intI1, imp-18, 

aadA1, oxa-2, 

qacEΔ1,sul1 

Integrón 2       

intI1, imp-18 like, 

aadA1, oxa-2, 

qacEΔ1,sul1

385

MexR: Val126Glu; 

MexT: cambio del marco 

de lectura a partir del aa 

80; MexZ: Glu81Asp; 

NfxB: Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K; Loop 5: 

N262T, A267S; Loop 6: R310G; 

Loop7:V359L,  M372V, S373D, D374S, 

N375S, N376S, V377S, ∆378, 

∆379,K380Y, N381A, Y382G, G383L 

(L7-short); Loop8: codón de paro 

temprano en la posición 424.

PORINA OprD

REGULADORES DE 

BOMBAS DE 

EXPULSIÓN

CMI(µg/ml)
AISLADO ORIGEN SERVICIO FECHA RESISTOTIPO

CONFORMACIÓN DEL 

INTEGRÓN
STGENOTIPOPT
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Tabla 17 continuación.... 

 

Las filas marcadas con un mismo color pertenecen a aislados de un mismo paciente. Las diferencias entre aislados de un mismo paciente se 

resaltan en color rojo. ND: No determinado. NA: No amplificó. SC: Sin cambios; PT: Pulsotipo. ST: Secuencia Tipo. El signo ¿? Indica que se 

desconoce la variante del gen o los genes faltantes en el integrón. *Intermedio. PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: 

Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: 

Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: 

Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. 

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GM CL

PsE26 Expectoración C-425-CIR 17-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, 

CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, 

ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

PT11 128 64 >512 64 64 128 >512 <2
ges-2, oxa-2, 

oxa-50, aac6
ND ND

MexR: Silvestre; MexZ: 

Silvestre; NfxB: Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K; Loop 5: 

N262T, A267S. Loop6, Loop7 y 

Loop8: NA

PsE30 Urocultivo C-425-CIR 17-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, 

CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

PT12 64 32 >512 64 128 256 >512 <2
ges-2, oxa-2, 

oxa-50, aac6
ND ND

MexR: Silvestre; MexT: 

cambio del marco de 

lectura a partir del aa 80; 

MexZ: Silvestre; NfxB: 

Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K; Loop 5: 

N262T, A267S. Loop6, Loop7 y 

Loop8: NA

PsE21 Expectoración C-512-MIH 20-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

PT17 >512 >512 >512 128 128 >512 >512 <2

imp-15, ges¿?, 

oxa-2, oxa-50, 

aac6

Integrón 1     

intI1, aadA6,¿?,  

qacEΔ1,sul1 

Integrón 2      

intI1, aacA7, imp-

15, ¿?, orfD, 

qacEΔ1,sul1

ND

MexR: Silvestre; MexT: 

cambio del marco de 

lectura a partir del aa 80; 

MexZ: Gly162Glu; NfxB: 

Silvestre

Loop 1: S57E, S59R; Loop 2: SC; 

Loop 3: SC; Loop 4: E230K; Loop 5: 

N262T, A267S; Loop 6: R310G; 

Loop7: V359L,  M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, V377S, ∆378, 

∆379,K380Y, N381A, Y382G, G383L 

(L7-short); codón de paro temprano en 

la posición 415

PORINA OprD

REGULADORES DE 

BOMBAS DE 

EXPULSIÓN

CMI(µg/ml)
AISLADO ORIGEN SERVICIO FECHA RESISTOTIPO

CONFORMACIÓN DEL 

INTEGRÓN
STGENOTIPOPT
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9. DISCUSIÓN 

 

P. aeruginosa es una bacteria ubicua en el ambiente que puede ser encontrada en 

una amplia variedad de hábitats naturales (Häußler, 2004), además es una de las 

principales causas de las infecciones nosocomiales (Rossolini & Mantengoli, 

2005). Otro  aspecto sobresaliente radica en su resistencia natural a diversos 

antibióticos y su capacidad de adquirir, de manera horizontal, genes de resistencia 

(Poole, 2011), lo que la hace uno de los microorganismos más difíciles de tratar 

(Henrichfreise et al., 2007) y a su vez dificulta su erradicación en ambientes 

hospitalarios (Ochoa et al., 2013). Estas características, aunadas al uso 

indiscriminado de antibióticos, le han permitido dispersarse rápidamente de 

manera global causando infecciones intrahospitalarias. Por lo que es importante la 

realización de estudios de genotipificación y el estudio molecular de los 

mecanismos de resistencia que permitan conocer la relación genética entre 

aislados y puedan orientar acerca del origen o diseminación de clonas resistentes 

a  fármacos y los mecanismos involucrados en esta resistencia. 

 

En este trabajo partimos de 2 colecciones de aislados de P. aeruginosa 

previamente estudiados, recolectados del Centro Médico Nacional “20 de 

Noviembre” ISSSTE de la Cd. de México y del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. 

de Puebla. Todos los aislados en los dos hospitales provenían en mayor 

porcentaje de los servicios de Medicina Interna y Unidad de Cuidados Intensivos, y 

recolectados de muestras de vías respiratorias (lavado y aspirado bronquial, 

expectoración) y de urocultivo, lo cual coincide con lo reportado a nivel mundial 

donde se menciona que las infecciones nosocomiales causadas por P. aeruginosa 

involucran con mayor frecuencia el tracto respiratorio, el tracto urinario y  heridas 

(Rossolini & Mantengoli, 2005), y principalmente causa infecciones en pacientes 

hospitalizados por largos periodos de tiempo, que son sometidos a intervenciones 

médicas (como broncoscopía o endoscopía) y que tienen enfermedades 

subyacentes; además los pacientes tratados en las Unidades de Cuidados 
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Intensivos se encuentran en mayor riesgo debido a que frecuentemente cuentan 

con dispositivos invasivos (Yetkin et al., 2006). 

 

Por otro lado la multiresistencia en cepas circulantes en hospitales 

representa un problema grave, es por ello que varios estudios a nivel mundial se 

han enfocado en la genotipificación de P. aeruginosa MDR y resistentes a 

carbapenémicos mediante la electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), 

(Corona-Nakamura et al., 2001; Grundmann et al., 1995; Spencker et al., 2000; 

Yetkin et al., 2006), para obtener datos que permitan establecer relaciones 

genéticas entre aislados en los diferentes hospitales (Maâtallah et al., 2013) y así 

proveer las bases para un control más efectivo para prevenir la diseminación de 

cepas resistentes entre pacientes (Yetkin et al., 2006), a través del personal de la 

salud o mediante fomites. 

 

En el caso de los aislados estudiados, varios de ellos mostraron perfiles de 

resistencia similares (Anexos 1 y 2), lo que pudiera sugerir que provienen de una 

misma cepa, cuando se trata de un mismo hospital y de una misma unidad 

médica; sin embargo, esto no siempre ocurre, por lo cual para conocer si estaban 

o no relacionados genéticamente, se llevó a cabo su genotipificación mediante el 

análisis de la macrorestricción enzimática realizada por la enzima SpeI y la 

electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE). 

 

A través de PFGE, en los aislados obtenidos del Hospital CMN “20 de 

Noviembre” ISSSTE se obtuvieron 21 PT´s y 4 grupos de aislados genéticamente 

relacionados; para los aislados del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla, 

se obtuvieron 21 PT´s y 2 grupos genéticamente. De acuerdo a estos resultados, 

existe una amplia diversidad genética entre los aislados de cada Hospital, los 

cuales provenían de distintas áreas hospitalarias y fueron recolectadas dentro de 

un periodo de tiempo corto, lo que nos indica que no existió la presencia de un 

brote, pues no hubo pulsotipos que prevalecieran en los dendogramas obtenidos. 
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Con los resultados obtenidos y las comparaciones realizadas dentro de 

cada uno de los grupos de PFGE en ambas colecciones de aislados, podemos 

observar que contrario a lo que se podría pensar, aislados con fenotipos o 

genotipos similares pueden no tener relación genética, mientras que los que 

difieren en estas características pueden estar relacionados genéticamente 

(Maatallah et al., 2011), además aislados provenientes del mismo paciente pueden 

no tener relación genética (Gilpin et al., 2012; Spencker et al., 2000)  

 

En el caso de los aislados Ps36 y Ps52 del CMN “20 de Noviembre” de la 

Cd. de México, los cuales presentaron mismo fenotipo de resistencia, CMIs y 

genotipos similares, portando el mismo integrón de clase 1 y con mismo ST309 

según estudios anteriores, en este trabajo no estuvieron relacionados por PFGE. 

Por otro lado para los aislados PE06 y PE52 del Hospital Regional ISSSTE de la 

Cd. de Puebla, pertenecientes a un mismo paciente con CMIs idénticas, genotipo 

de resistencia similar, con los mismos cambios en reguladores de bombas de 

expulsión y al parecer los mismos integrones de acuerdo a la región variable 

amplificada para los dos aislados, no estuvieron genéticamente relacionados por 

PFGE y tuvieron diferente secuencia tipo, PE06 fue ST308 y PE52 ST385. 

 

Las diferencias en los patrones de bandeo, reflejadas en el coeficiente de 

Dice <0.65 para ambos pares de aislados, indican que hubo eventos genéticos 

que pudieron alterar el tamaño de los fragmentos de restricción o el número de 

sitios reconocidos por la enzima; sin embargo en el caso de Ps36 y Ps52, que 

tengan la misma secuencia tipo demuestra que a pesar de estas diferencias, están 

relacionados a partir de un ancestro común, pues presentaron los mismos alelos 

en los genes housekeeping. Por lo tanto podemos ver que eventos evolutivos 

menores pueden causar cambios sustanciales en los perfiles de restricción de 

PFGE (Kidd et al., 2011), así que los datos obtenidos mediante esta técnica nos 

ayudan a predecir el nivel de relación clonal, por lo que es útil para investigaciones 

de brotes, pero no para el estudio de la historia evolutiva a largo plazo de una 

población de aislamientos (Maâtallah et al., 2013), para lo cual es utilizada la 
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tipificación por MLST. Existen estudios que demuestran la concordancia entre 

ambos métodos de genotipificación, y que de acuerdo a sus resultados, 

demuestran que su uso combinado es complementario (Kidd et al., 2011), 

mientras que PFGE tiene un alto poder discriminatorio para determinar diferencias 

genéticas en P. aeruginosa, MLST permite determinar la relación clonal con mayor 

claridad (Giske et al., 2006; Johnson et al., 2007). Esto puede ejemplificarse en un 

estudio donde se demostró que la mayoría de cepas pertenecientes a un mismo 

complejo clonal (CC235), mostraron diferentes PT por PFGE y en algunos casos 

la similitud estaba por debajo del 80%, la diversidad de patrones en ST235 sugiere 

la presencia de microevolución dentro de esta secuencia tipo (Maatallah et al., 

2011). Es por ello que PFGE es una herramienta útil, sin embargo debe estar 

respaldada por otros datos de tipificación (Carriço et al., 2005) para su uso en 

vigilancia epidemiológica.   

 

 En cuanto a los 25 aislados del HR ISSSTE de la Cd. de Puebla, se realizó 

la amplificación del gen blaIMP y blaGES, debido a que el 100% presentaron 

resistencia ya sea a IMP, MEM o a ambos, y tanto blaIMP y variantes de blaGES  se 

han reportado como involucrados en la resistencia a carbapenémicos. También se 

amplificó el gen blaPSE  pues el 88% de los aislados fue resistente a carbenicilina y 

este gen se ha asociado con la resistencia a este antibiótico. Con los resultados 

de esta amplificación y la genotipificación por PFGE, se seleccionaron 7 aislados 

de este hospital, cuyo fenotipo de resistencia ya se conocía, para el estudio de 

mecanismos que pudieran explicar su multiresistencia; 6 de estos aislados fueron 

recolectados de los mismos pacientes, cuyas muestras fueron tomadas en fechas 

diferentes o provenían de diferente sitio anatómico y no estaban genéticamente 

relacionados de acuerdo a PFGE (PE02 y PE20; PE06 y PE52; PE26 y PE30); y 

además el aislado PE21 que amplificó para los genes blaIMP y blaGES pues la 

coexistencia de estos genes no ha sido reportada en México, solo existe un 

estudio realizado en Brasil, en donde se encontró esta ocurrencia en un aislado 

clínico de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (Polotto et al., 2012). 
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 A los 7 aislados se les determinó la CMI, observando que algunos 

antibióticos presentaron el fenotipo de sensibilidad mediante la prueba de difusión 

en disco, mientras que por CMI fueron resistentes, y en el caso de colistina todos 

los aislados fueron sensibles a pesar de que algunos aislados presentaron 

resistencia mediante Kirby Baüer. Por lo anterior, para la evaluación de este 

antibiótico se requiere la aplicación de un método de dilución, pues la sensibilidad 

obtenida por difusión en disco tiene el inconveniente de que un porcentaje de los 

aislados con CMI elevadas caerán dentro de los puntos de corte de susceptibilidad  

(Fica et al., 2007), debido a que las polimixinas se difunden muy poco en el agar 

(Polotto et al., 2012) de ahí la importancia de realizar esta prueba para la 

confirmación de la resistencia.  

 

 Las CMI para carbapenémicos en general en estas cepas están por arriba 

de 512 µg/ml, lo que puede ser el reflejo de una combinación de mecanismos de 

resistencia que contribuyen a ella, por esta razón es necesario el estudio de los 

mecanismos de resistencia presentes en estos aislados. 

 

 Debido a que los aislados en estudio, presentan una alta resistencia a 

betalactámicos y aminoglucósidos se realizó la amplificación y secuenciación de 

los genes codificantes de metalo beta-lactamasas, serin beta-lactamasas y, beta-

lactamasas del tipo Oxa, asi como enzimas modificadoras de aminoglucósidos, 

debido a que son los genes que se han reportado presentes en P. aeruginosa en 

otros estudios (Fournier et al., 2013; Garza-Ramos et al., 2014; Hong et al., 2015; 

Lin et al., 2012; Livermore, 2002; Polotto et al., 2012; Poole, 2005; Rojo-Bezares 

et al., 2014; Zhao & Hu, 2010). 

 

 Los 7 aislados fueron positivos para blaOXA-50, la cual es una oxacilinasa que 

se ha identificado en el genoma de P. aeruginosa PAO1 y se expresa de manera 

constitutiva en todas las P. aeruginosa, mostrando un perfil de hidrólisis de 

espectro reducido que incluye ampicilina, bencilpenicilina, cefaloridina, cefalotina, 

nitrocefina, piperacilina (Girlich et al., 2004). Su capacidad para hidrolizar beta-
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lactámicos es muy baja y juega un papel menor en el fenotipo de resistencia 

natural a beta-lactámicos en P. aeruginosa (Poirel et al., 2010). 

 

 OXA-2 es otra oxacilinasa que está mediada por plásmidos (Dale et al., 

1985), y que determina la resistencia a carboxipenicilinas (carbenicilina, 

ticarcilina), ureidopenicilinas (mezlocilina, azlociliina, piperacilina) y oxacilina (Dale 

et al., 1985; Strateva & Yordanov, 2009), el gen que codifica para esta enzima fue 

amplificado en todos los aislados, excepto en PE02. La prevalencia de esta 

enzima difiere encontrándose entre 0-70% en aislados de P. aeruginosa de 

acuerdo a varios estudios realizados (Ktari et al., 2011; Lee et al., 2005; Vatcheva-

Dobrevska et al., 2013; Zafer et al., 2014). El gen blaOXA-2 se ha encontrado en 

México formando parte de cassettes génicos en integrones de clase 1 (Barrios et 

al., 2012; Castillo-Vera et al., 2012; Garza-Ramos et al., 2008, 2010, 2014; 

Sánchez-Martinez et al., 2010) 

 

 Los aislados PE20, PE06 y PE52 fueron positivos para el gen blaIMP-18; 

mientras que PE21 fue positiva para blaIMP-15; estas enzimas han sido reportadas 

en elementos genéticos móviles como los integrones (Rojo-Bezares et al., 2014). 

En México, blaIMP-18 se ha encontrado en integrones de clase 1 en el Hospital Civil 

de Guadalajara (No. de integrón registrado en Integrall: In96) y en el Centro 

Médico Nacional la Raza (In169) (Garza-Ramos et al., 2008a; Sánchez-Martinez 

et al., 2010); blaIMP-15 se ha reportado también en integrones de clase 1, en el 

Hospital Civil de Guadalajara (In95) y en el Hospital Infantil de Morelia se 

encontraron 3 integrones con estructura similar a In95 (In95-1 like, In95-2 like, 

In95-3 like) y en otros 2 integrones (In204, In205) (Garza-Ramos et al., 2008, 

2010). Estas enzimas confieren resistencia a la mayoría de antibióticos beta-

lactámicos excepto aztreonam, incluyendo combinaciones con inhibidores de beta-

lactamasas, oximinocefalosporinas y carbapenémicos. En el caso de la variante 

IMP-18 se ha reportado que no confiere resistencia completa a carbapenémicos, 

pero da lugar a un incremento en los valores de CMI de hasta siete veces más al 

punto de corte. Esta variante fue identificada en P. aeruginosa por vez primera en 
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Estados Unidos y después en México, y más recientemente en Puerto Rico, 

formando parte de la estructura de integrones de clase I (Borgianni et al., 2011). 

IMP-15 que también es una carbapenemasa, fue originalmente detectada en P. 

aeruginosa en Tailandia, y ha sido reportada también en Europa, México, 

Tailandia, y en un paciente admitido en un hospital en Estados Unidos después de 

una cirugía en un Centro Hospitalario de México (Al-Bayssari et al., 2014; 

Gilarranz et al., 2013); otros reportes han documentado la presencia endémica en 

México de cepas de P. aeruginosa que albergan el gen blaIMP-15 (Garza-Ramos et 

al., 2008, 2010; Gilarranz et al., 2013). Los aislados portadores de estas 

carbapenemasas tienen CMI >512 para IMP y MEM, lo que nos hace pensar que 

tienen otros genes o mecanismos asociados a la resistencia a carbapenémicos, 

por lo que es necesario su estudio. 

 

 GES-2, es una beta-lactamasa de espectro extendido de clase A (BLEE),  

se ha reportado que confiere resistencia a cefalosporinas y contribuye a la 

disminución de la susceptibilidad a imipenem. Los genes codificantes de BBLE de 

clase A, se encuentran formando partes de cassettes génicos de integrones de 

clase 1, los cuales están integrados en plásmidos de conjugación en bacterias 

Gram negativas (Poirel et al., 2001), el gen que codifica para esta enzima, blaGES-2, 

fue encontrada en los aislados PE26 y PE30, y es importante la búsqueda de 

integrones en estos aislados para determinar su importancia en la diseminación de 

resistencia. Además PE21 portó el gen blaGES, sin embargo en este trabajo no 

pudo ser determinada su variante, lo que debe ser realizado en estudios 

posteriores para poder conocer su implicación en la resistencia de este aislado, 

pues algunas variantes de este gen, tienen acción carbapenemasa, que en 

asociación a la presencia de blaIMP-15 en este aislado, podría estar explicando las 

altas CMI para IMP y MEM. 

 

 PE20, PE06, PE26, PE30 y PE21 amplificaron para aac-6´-Ib, estos genes 

han sido encontrados en cromosoma o en plásmidos, y frecuentemente forman 

parte de elementos genéticos móviles (Ramirez & Tolmasky, 2010), proveen 
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resistencia a tobramicina, netilmicina, kanamicina y amikacina (Poole, 2005), y 

algunas de sus variantes muestran un espectro extendido de resistencia a 

gentamicina (Ramirez & Tolmasky, 2010). Lo  que explicaría la resistencia de 

estos aislados a los antibióticos probados netilmicina, amikacina y gentamicina. En 

este trabajo sólo se secuenció aac-6´-Ib en el aislado PE06, se buscaron las 

mutaciones Trp102Arg y Asp179Tyr en la enzima, que es codificada por la 

variante aac6´-Ib-cr, que codifica una aminoglucósido acetil transferasa que 

confiere resistencia a ciprofloxacino (Park et. al., 2006), sin embargo en este caso 

no estuvo presente, pero se tiene que realizar la secuenciación de este gen en los 

otros aislados. 

 

 Los genes encontrados en estos aislados, como se ha descrito 

anteriormente, les confieren resistencia a la mayoría  de los antibióticos que fueron 

estudiados, sin embargo actualmente se continúan incorporando resultados que 

muestran la presencia de nuevas variantes de BLEE del tipo OXA en cepas de P. 

aeruginosa como blaOXA-161, que le confiere resistencia a ceftazidima (González-

Villa et al., 2012); así mismo se ha reportado la presencia de variantes de espectro 

extendido de blaOXA-2, como blaOXA-141 (González-Villa et al., 2012) y blaOXA-15 la 

cual está relacionada con un relativo incremento en los rangos de hidrólisis para 

cefaloridina, cefalotina y más dramáticamente para ceftazidima (Danel et al., 

1997). 

 

También se ha descrito el hallazgo de la MBL blaFIM-1 en aislados clínicos 

de P. aeruginosa en Italia (Pollini et al., 2013) y que tiene una amplia especificidad 

de sustrato, especialmente para penicilinas y carbapenémicos (Hong et al., 2015). 

Además hay otros tipos de MBL adquiridas, que han sido reportadas en este 

microorganismo (blaSPM, blaSIM, blaKHM, blaAIM, blaDIM, blaSMB, blaTMB) (Hong et al., 

2015). Es por ello que es de suma importancia el diseño de oligonucleótidos y la 

búsqueda de otros genes que pudieran estar implicados con las altas CMI para un 

mejor entendimiento de la multiresistencia. 
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Por otro lado P. aeruginosa cuenta también con bombas de expulsión que 

contribuyen considerablemente a la resistencia a los antibióticos y que podrían 

explicar los valores altos para CMI de algunos antibióticos. MexAB-OprM juega un 

papel relevante en la resistencia intrínseca de P. aeruginosa a los antibióticos. La 

expresión de las otras bombas de expulsión bajo condiciones estándar de cultivo 

es demasiado baja para alcanzar la resistencia, sin embargo estas bombas 

pueden ser sobre-expresadas y provocar resistencia, debido a mutaciones en sus 

elementos reguladores (Olivares et al., 2013). 

 

 Las fluroroquinolonas y aminoglucósidos son dos clases importantes de 

antibióticos usados en el tratamiento de las infecciones causadas por  

Pseudomonas. Sin embargo P. aeruginosa es capaz de desarrollar resistencia a 

estos agentes, reduciendo su utilidad. La bomba MexAB-OprM contribuye a la 

resistencia de la bacteria a fluoroquinolonas, beta-lactámicos e inhibidores de 

beta-lactamasas, mientras que MexXY-OprM contribuye a la resistencia a 

aminoglucósidos. La sobre-expresión de  estas bombas pueden conferir altos 

niveles de resistencia a aislados clínicos como resultado de mutaciones que 

ocurren en sus genes reguladores mexR y mexZ (Gorgania et al., 2010). 

 

Los aislados PE06 y PE52 presentaron la mutación Val126Glu en MexR, 

esta mutación se ha reportado que por sí sola no puede cambiar la susceptibilidad 

de la bacteria, pero causa resistencia cuando ocurre de manera paralela una 

mutación en el gen gyrA (Gorgania et al., 2010), otro estudio reporta que esta 

mutación no tiene efecto significativo en la resistencia a ciprofloxacino (Kobayashi 

et al., 2013), sin embargo Tada et al., 2013 reporta que a este cambio 

aminoacídico, se le atribuye la sobre-expresión de la bomba MexAB-OprM; por lo 

tanto es necesario hacer estudios de la expresión de la bomba realizando 

mutaciones sitio dirigidas de este tipo.  

 

En cuanto a MexZ PE06 y PE52 presentaron la mutación Glu81Asp, y PE21 

Gly62Glu, sin embargo estas mutaciones no han sido reportadas al momento, por 
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lo tanto se desconoce si contribuyen o no a la resistencia en aislados de P. 

aeruginosa. Debido a las discrepancias en los reportes de la mutación Val126Glu 

en MexR y a que no se han estudiado las mutaciones encontradas en MexZ 

(Glu81Asp y Gly62Glu) es fundamental el análisis de la expresión las bombas en 

los aislados, para conocer si contribuye o no la resistencia. 

 

 Otro regulador importante es MexT, que es un regulador transcripcional 

positivo de la bomba de flujo MexEF-OprN (Luong et al., 2014), este gen muestra 

una baja expresión, casi indetectable en cepas wild type, debido a que estas 

cepas tienen un gen mexT no funcional (Maseda et al., 2010) y por lo tanto no 

contribuye significativamente a la resistencia de P. aeruginosa (Llanes et al., 

2011), sin embargo, existen mutaciones en este gen que lo vuelven activo, 

permitiendo la sobre-expresión de esta bomba (Delden et al., 2001; Maseda et al., 

2000) y que se asocian a la alta resistencia a fluoroquinolonas, cloranfenicol, 

trimetoprim y carbapenémicos (Llanes et al., 2011). PE20, PE06, PE52, PE30 y 

PE21 presentaron una deleción de 8 pb de la base 235-242, y por lo tanto un 

cambio en el marco de lectura a partir del aminoácido 80 en el regulador MexT, lo 

que sugiere que no se estaría produciendo la proteína y por lo tanto no habría 

sobre-expresión de la bomba MexEF-OprN, sin embargo es importante el estudio 

de la expresión de esta bomba en los aislados para conocer el impacto de esta 

deleción. 

 

 Los carbapenémicos son antibióticos de amplio espectro utilizados para el 

tratamiento de infecciones nosocomiales ocasionadas por P. aeruginosa. La 

resistencia a carbapenémicos es atribuída a la producción de metalo beta-

lactamasas, al incremento de la expresión de bombas de expulsión activas 

(MexAB-OprD) (Ochoa et al., 2013), mecanismos que ya habían sido estudiados 

en este trabajo, y al no encontrar ninguna relación con los niveles de resistencia 

presentados por estas cepas, fue necesario realizar el estudio de la pérdida de 

permeabilidad de la porina OprD, por lo que se procedió a la búsqueda de 

cambios  en esta proteína. 
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 Es importante mencionar, que los loops 2 y 3 han sido señalados como el 

sitio de entrada para aminoácidos básicos; el loop 2 se determinó como sitio de 

unión para imipenem y el loop 3 funciona como un canal de paso para este 

antibiótico, así que cualquier sustitución o deleción en ellos que cambien su 

conformación pueden causar resistencia a imipenem (Li et al., 2012). Por lo tanto 

se necesita la presencia de los loops 2 y 3 intactos (Fernández & Hancock, 2012) 

y de acuerdo a nuestros resultados, ningún aislado presentó mutaciones en estos 

loops por lo que no se estaría afectando mediante este mecanismo el paso de 

imipenem al interior de la bacteria. 

 

 Por otro lado, algunos aislados presentaron mutaciones en el loop 1 (PE20, 

PE06, PE52, PE26, PE30 y PE21), loop 5 (PE06, PE52, PE26, PE30 y PE21), 

loop 6 y loop 7 (PE06, PE52 y PE21), sin embargo estudios sugieren estos loops 

no están involucrados en el paso de imipenem por la porina OprD (Li et al., 2012). 

En cuanto al loop 7, se ha descrito que sustituciones aminoacídicas en este loop, 

ocasionan un incremento en la susceptibilidad a meropenem, con una disminución 

de 4 veces en la CMI (Epp et al., 2001; Li et al., 2012), esta sustitución consiste en 

el reemplazo de 12 aminoácidos en la región del 372 al 383 (MSDNNVGYKNYG) 

por una secuencia divergente de 10 aminoácidos (VDSSSSYAGL) formando el 

llamado loop 7 corto (L7-short) (Epp et al., 2001; Rojo-Bezares et al., 2014). Esta 

secuencia L7-short estuvo presente en los aislados PE06, PE52 y PE21, pero esta 

disminución de la CMI a meropenem no se observó debido a la presencia de 

metalo beta-lactamasas del tipo IMP que hidrolizan carbapenémicos. 

 

Además PE06, PE52 y PE21 presentan codones de paro tempranos en el 

loop 8, la presencia de codones de paro se ha reportado que resultan en la 

pérdida de la porina o la reducción en la expresión (Rodríguez-Martínez et al., 

2009), que han sido clasificadas en otros trabajos como OprD “deficient types” 

(Ocampo-Sosa et al., 2012); estos codones de paro, junto con la presencia de 

carbapenemasas de tipo IMP que portan estos aislados pueden estar explicando 
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las altas CMIs a imipenem, sin embargo se necesitan estudios que demuestren la 

pérdida o disminución en la expresión de la porina. 

 

 Otro dato interesante, es que en el aislado PE20, la secuencia de la 

porina OprD en la posición aminoacídica 246, se encontró truncada debido a la 

presencia de una secuencia de inserción IS1394, que es una secuencia de 1,100 

pb que codifica para una trasposasa. Las secuencias de inserción, al igual que las 

sustituciones o deleciones en el gen oprD o su región promotora pueden disminuir 

o causar la pérdida de la producción de OprD, dando como resultado una 

reducción significativa en la susceptibilidad de P. aeruginosa a los antibióticos 

carbapenémicos (Fowler & Hanson, 2014). En P. aeruginosa el primer reporte de 

inactivación insercional de OprD en aislados clínicos por secuencias de inserción 

que conducen a la resistencia a carbapenémicos ocurrió en 2004 (Wolter et al., 

2004), y a la fecha existen varios reportes acerca de la presencia de secuencias 

de inserción que inactivan a esta porina (Al-Bayssari et al., 2014; Al-Bayssari et 

al., 2015; Diene et al., 2013; Fang et al., 2014; Wolter et al., 2004). La secuencia 

de inserción IS1394 localizada en este estudio en el aislado PE20, fue detectada 

por primera vez formando parte del genoma de P. alcaligenes en Singapur 

(GenBank: U37284.1) y se ha encontrado también en P. putida (Yeo & Poh, 1996). 

En P. aeruginosa IS1394 se ha reportado en Alemania insertada en cassettes 

génicos de los integrones In77 (Castanheira et al., 2004; Wendel et al., 2013) y 

In77b (Wendel et al., 2013); y en Puerto Rico y Polonia se ha descrito que esta 

secuencia está insertada en la porina oprD de P. aeruginosa (GenBank: 

KF682463.1) (Wolkowicz et al., 2013; Wolter et al., 2009), además es importante 

mencionar que en México hasta el momento no existen reportes de esta IS, siendo 

este trabajo el primer reporte de esta IS en la porina OprD en el país. 

 

 En lo que respecta a la porina de los aislados PE26 y PE30, no se 

encontraron mutaciones en los loops 2 y 3 de OprD, sin embargo no se logró 

secuenciar el gen completo, lo que sugiere la existencia de mutaciones en los 

sitios de reconocimiento de los oligonucleótidos que se tienen en el laboratorio, 
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pues en la secuencia obtenida no existen codones de paro tempranos que puedan 

explicar el por qué no se haya obtenido el amplificado de todo el gen, por lo que se 

sugiere el diseño de oligonucleótidos fuera de la región codificante, que permitan 

la búsqueda de mutaciones en los loops que no se obtuvieron en este trabajo. 

 

 P. aeruginosa resistente a carbapenémicos, como se mostró en este 

estudio, está asociada a la producción de MBL, la diseminación de estos genes 

pueden ser responsables de brotes nosocomiales en centros hospitalarios, por lo 

que es importante identificar genes de carbapenemasas transmitidos mediante 

elementos genéticos móviles que puedan promover la diseminación de la 

resistencia a estos antibióticos, los cuales son los principalmente usados en la 

práctica clínica para el tratamiento de infecciones causadas por este agente (Rizek 

et al., 2014). Para la determinación de la estructura de integrones de clase 1, 

fueron seleccionados los aislados PE06, PE52 y PE21. 

 

PE06 y PE52, fueron obtenidos del mismo paciente, de urocultivos 

recolectados en diferentes fechas (10/05/13 y 14/01/14, respectivamente), tienen 

un perfil de resistencia idéntico, comprobado por CMI para algunos antibióticos, 

perfil genotípico similar (solo difiriendo en que PE06 amplificó para el gen aac6´-Ib 

y PE52 no), y también presentan las mismas mutaciones en reguladores de 

bombas de expulsión y en los loops de la porina OprD, sin embargo no están 

relacionados genéticamente de acuerdo a PFGE, además de que ambos aislados 

portan el gen blaIMP-18, siendo este el primer reporte de esta enzima en aislados de 

este Hospital y en el Estado de Puebla.  

Se hizo la amplificación de las regiones conservadas en integrones de clase 

1 y de la región variable de ambos aislados y se observaron las mismas bandas. 

En cuanto a PE52 se tienen 2 integrones completamente caracterizados, uno de 

ellos conformado por los genes cassette imp-18, aadA1 y oxa-2; y el otro con imp-

18 like, aadA1 y oxa-2. En el caso del aislado PE06 se tienen secuenciados 

parcialmente 2 integrones, uno de ellos de RV ~3000 pb con los genes cassette: 

aac-6´-Ib, un gen que por el peso del gen faltante (~741 pb) presumiblemente sea 
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imp-18, oxa-2 y aadA1; y otro de RV ~2300 pb el cual tiene una estructura inicial 

parecida a los encontrados en PE52, sin embargo sólo se tiene secuenciada una 

parte del gen de la integrasa y adyacente a este el gen blaIMP-18. Estos resultados 

y la amplificación de la región variable de los aislados sugiere que portan los 

mismos integrones, es por ello que se continuará con la búsqueda del integrón de 

RV ~3000 pb en el aislado PE52 y la caracterización completa del integrón de RV 

~2300 pb de PE06 para comprobar esta teoría. Los genes aadA encontrados les 

confieren a estos aislados, resistencia específica a espectinomicina y 

estreptomicina, estos genes existen como genes cassettes y forman parte de un 

gran número de integrones, plásmidos y transposones (Ramirez & Tolmasky, 

2010), como se demostró en este trabajo. 

 Con las estructuras completas de los integrones de PE52, se realizó la 

búsqueda de integrones de clase 1 con la carbapenemasa IMP-18, y solo existen 

seis integrones de P. aeruginosa (registrados en Integrall con los números de 

integrón: In133, In706, In707, In98, In96, In169) con esta metalo beta-lactamasa 

que han sido reportados en Estados Unidos, Puerto Rico y México (Borgianni et 

al., 2011; Garza-Ramos et al., 2008a; Martínez et al., 2012; Sánchez-Martinez et 

al., 2010), sin embargo ninguno de ellos coincide con las estructuras encontradas 

en este estudio, siendo también el primer reporte de esta conformación de 

integrones de clase 1 con blaIMP-18, por lo que a los integrones de PE52 ya les 

fueron asignados números de integrón en Integrall (In1215 y In1218) y las 

secuencias están por subirse a The Integron Database http://integrall.bio.ua.pt/ y 

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

 

 Por otro lado, los dos integrones de PE21, se secuenciaron parcialmente. 

Uno de ellos de RV ~3000 pb con los genes cassette aacA7 y imp-15 en la región 

5´, y orfD adyacente a la región 3´-CS, y aunque se desconoce qué otros genes 

están conformando la región variable, es importante mencionar que tiene una 

estructura similar al integrón In95, que ha sido encontrado en aislados del Hospital 

Civil de Guadalajara y en Estados Unidos (University of Kentucky HealthCare) y en 

http://integrall.bio.ua.pt/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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el Hospital Infantil de Morelia se presentaron integrones con estructuras altamente 

relacionadas con In95 (In95 like) (Garza-Ramos et al., 2008, 2010), por lo que la 

caracterización completa es necesaria en estudios posteriores para la 

comparación con estos integrones reportados; el gen aacA7 encontrado en este 

integrón le confiere al aislado resistencia a gentamicina (con CMI >512 µg/ml), 

tobramicina y netilmicina (resistente por Kirby Baüer) (Poole, 2005). Además el 

integrón de ~1300 pb está conformado por aadA6 que como se mencionó 

anteriormente, este tipo de enzimas confieren resistencia a espectinomicina y 

estreptomicina. 

 

 Por último para confirmar que los aislados PE06 y PE52 no tenían relación 

genética a pesar de haber sido recolectados del mismo paciente, y de que 

contaban con mecanismos de resistencia muy parecidos, se realizó su 

genotipificación por MLST, obteniendo que PE06 pertenece a la secuencia tipo 

ST308, la cual ha sido reportada en Francia (Cholley et al., 2011; Larché et al., 

2012) y Colombia (Correa et al., 2015; Cuzon et al., 2011), portando genes blaKPC-

2, blaIMP-13; mientras que PE52 fue ST385, y ha sido reportada en Australia en 

muestras de origen ambiental, animal y pacientes sin fibrosis quística (Kidd et al., 

2012). 

 

Con toda la información reunida, en forma general podemos decir que las 

altas CMIs, están explicadas por los mecanismos de resistencia encontrados en 

cada uno de los 7 aislados seleccionados: 

a) PE02 portó blaOXA-50 que le confiere resistencia ampicilina, bencilpenicilina 

(antibióticos no probados) y cefalotina (resistente por Kirby Baüer). La 

resistencia a imipenem (CMI 128µg/ml) puede deberse a que no presenta la 

porina OprD implicada en la entrada de este antibiótico, además podría 

presentar otros mecanismos no estudiados en este trabajo que justifiquen 

su resistencia para el resto de los antibióticos. 

b) PE20 portó blaIMP-18, dando resistencia a IMP, MEM y FEP (CMI >512 

µg/ml) y a la mayoría de los beta-lactámicos; blaOXA-50 relacionada con 
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resistencia a ampicilina, bencilpenicilina (no probados) y cefalotina 

(resistente por Kirby Baüer); blaOXA-2 que confiere resistencia a 

carbenicilina, piperacilina, ticarcilina (resistentes por Kirby Baüer), 

mezlocilina, azlocilina y oxacilina (no probados); y aac-6´-Ib, que estaría 

explicando las altas CMI (>512 µg/ml) para GM y AN. La presencia de la 

secuencia de inserción IS394 truncando la porina OprD, podría estar 

involucrada en la disminución o la pérdida de producción de la bomba y por 

lo tanto contribuir a la alta resistencia a imipenem y meropenem. 

c) Para PE06 y PE52, todos los antibióticos probados, excepto colistina,  

mostraron altas CMI. Los dos aislados portaron: blaIMP-18 implicado en la 

resistencia a IMP, MEM y FEP (CMI >512 µg/ml) y la mayoría de los beta-

lactámicos; blaOXA-2 que confiere resistencia a carbenicilina, piperacilina, 

ticarcilina (resistentes por Kirby Baüer), mezlocilina, azlocilina y oxacilina 

(no probados); blaOXA-50 relacionada con resistencia a ampicilina, 

bencilpenicilina (no probados) y cefalotina (resistente por Kirby Baüer);  

aadA1 que brinda resistencia específica a espectinomicina y estreptomicina 

(antibióticos no sugeridos por CLSI para P. aeruginosa); ambos aislados 

presentan resistencia a GM y AN, que en PE06 se relaciona con la 

presencia del gen aac-6´-Ib y en PE52 podría estar involucrado otro 

mecanismo no estudiado en el presente trabajo. 

d) PE26 y PE30 portaron los genes: blaGES-2 que se relaciona con la 

resistencia a cefalosporinas e imipenem, y podría explicar las CMI altas 

para este antibiótico y para FEP, y CAZ (>512 µg/ml); blaOXA-2 que confiere 

resistencia a carbenicilina, piperacilina, ticarcilina (resistentes por Kirby 

Baüer), mezlocilina, azlocilina y oxacilina (no probados); blaOXA-50 

relacionada con resistencia a ampicilina, bencilpenicilina (no probados) y 

cefalotina (resistente por Kirby Baüer); aac-6´-Ib, que justifica las altas CMI 

(>512 µg/ml) para GM y AN. Además portan integrones de clase 1 que 

podrían tener cassettes génicos que estén contribuyendo a la resistencia, 

sin embargo las estructuras de esos integrones no fueron determinadas en 

este trabajo. 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

85 
 

e) PE21 portó los genes blaIMP-15 (insertado en un integrón de clase 1) que le 

confiere resistencia a IMP, MEM y FEP (>512 µg/ml) y la mayoría de los 

beta-lactámicos; blaOXA-2 que confiere resistencia a carbenicilina, 

piperacilina, ticarcilina (resistentes por Kirby Baüer), mezlocilina, azlocilina y 

oxacilina (no probados); blaOXA-50 relacionada con resistencia a ampicilina, 

bencilpenicilina (no probados) y cefalotina (resistente por Kirby Baüer);  

aac6´-Ib que puede explicar las altas CMI para AN, GM (>512 µg/ml), 

además de que porta aacA7 (formando parte de un integrón) y que le 

confiere resistencia también a gentamicina. La determinación en trabajos 

posteriores de la variante del gen blaGES, podrá indicarnos su asociación a 

la resistencia a algún antibiótico en este aislado, pues existen variantes que 

tienen actividad carbapenemasa. Los dos integrones que porta fueron 

caracterizados parcialmente, uno de ellos porta aadA6, relacionada con la 

resistencia a espectinomicina y estreptomicina (antibióticos no sugeridos 

por CLSI para P. aeruginosa). 

 

Las mutaciones presentadas en los loops de la porina OprD de los aislados, no 

contribuyen en la resistencia a imipenem, y aunque en PE06, PE52 y PE21 se 

presenta el loop 7 corto que está relacionado con un aumento en la sensibilidad a 

meropenem este aumento no se observó, lo que puede ser debido a que 

presentan codones de paro tempranos en el loop 8 que podrían provocar la 

pérdida de la porina o la reducción en su expresión y por lo tanto, asociado a la 

presencia de MBL del tipo IMP en estos aislados, estaría aumentando la 

resistencia a carbapenémicos. Las altas CMIs para CIP pueden estar relacionadas 

con la presencia de la mutación Val126Glu en el regulador MexR, sin embargo 

hace falta la búsqueda de mutaciones en gyrA y parC. 

 

 Como podemos observar en este trabajo el estudio de la relación genética 

entre aislados y de los mecanismos de resistencia presentes en P. aeruginosa es 

de suma importancia a nivel epidemiológico, debido a que su gran versatilidad 

puede favorecer la generación no controlada de bacterias multidrogoresistentes, 
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que aunado a la ausencia de nuevos fármacos, genera problemas tanto 

epidemiológicos como terapéuticos de acuerdo a las características fenotípicas y 

genotípicas de las cepas circulantes en cada unidad hospitalaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

87 
 

10. CONCLUSIONES 

 

 Existe una amplia diversidad genética entre los aislados de ambas 

Unidades Hospitalarias, no prevaleciendo grupos genéticamente 

relacionados, por lo tanto estos aislados no formaron parte de un brote. 

 Se estudiaron los mecanismos de resistencia presentes en 7 aislados del 

HR ISSSTE de la Cd. de Puebla, pertenecientes a 4 pacientes con fenotipo 

de resistencia similar; 100% de los aislados portaron blaOXA-50; 85.7% portó 

blaOXA-2; el 42.8% de los aislados portó blaIMP-18, mientras que 14.2% portó 

blaIMP-15; 42.8% amplificaron para blaGES, de los cuales 2 aislados portaron 

blaGES-2 y uno presenta una variante aún no determinada; por último 71.4% 

amplificó para aac-6´-Ib. 

 Las mutaciones encontradas en los reguladores de bombas de expulsión de 

los 7 aislados, no se han relacionado con la resistencia a los antibióticos. 

 Ningún aislado presentó mutaciones en los loops 2 y 3 de la porina OprD, 

relacionados con la resistencia a imipenem. 

 PE06, PE52 y PE21 tuvieron codones de paro temprano en el loop 8 que 

pueden desencadenar la pérdida o disminución de la expresión de la porina 

OprD y estar relacionados con el aumento en la resistencia a imipenem. 

 La porina OprD en PE20 está truncada por la secuencia de inserción 

IS1394, lo que puede relacionarse con el aumento en la resistencia a 

carbapenémicos. 

 De acuerdo a la amplificación de la RV de PE06 y PE52, ambos portan los 

mismos integrones. 

 Los 2 integrones de PE06 permanecen parcialmente secuenciados. Los 

integrones de PE52 portadores de blaIMP-18 y blaIMP-18 like, fueron asignados 

con los números In1215 y In1218 respectivamente. 

 PE21 tiene 2 integrones parcialmente secuenciados. Uno de ellos porta los 

genes aacA7 y blaIMP-15 cuya estructura está relacionada con In95 

encontrado en Guadalajara y Morelia, y el otro integrón porta una aadA6. 
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 Los aislados pertenecientes a mismos pacientes, a pesar de contar con 

mecanismos de resistencia similares, no tienen relación genética de 

acuerdo a PFGE. 

 PE06 y PE52, no tienen relación genética por PFGE, ni relación clonal pues 

tienen diferente secuencia tipo, ST308 y ST385, a pesar de tener CMI, 

genotipo, y cambios en reguladores de bombas de expulsión y porina OprD 

idénticos. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

 Estudiar los mecanismos de resistencia presentes en los aislados 

genéticamente relacionados y en los clasificados como posiblemente 

relacionados de los aislados del Hospital Regional ISSSTE de Puebla. 

 

 Estandarizar una metodología para la medición de la expresión de las 

bombas de expulsión y la porina OprD, que permita conocer si las 

mutaciones encontradas están involucradas en la resistencia. 

 

 Diseñar oligonucleótidos para la secuenciación completa de la porina OprD 

de los aislados PE26 y PE30. 

 

 Determinar si el aislado PE21 porta una nueva variante del gen blaGES. 

 

 Terminar la caracterización de los integrones de PE06, para llevar a cabo la 

asignación de número en Integrall, y buscar el integrón de ~3000 pb en 

PE52. 

 

 Continuar con la caracterización de los 2 integrones de PE21 y determinar 

qué tipo de variante es blaGES y si forma parte de la estructura de alguno de 

los integrones encontrados. 

 

 Determinar si los integrones portadores de carbapenemasas estudiados se 

encuentran en plásmidos o en cromosoma. 

 

 Realizar la búsqueda de mutaciones en la cefalosporinasa AmpC que 

puede estar involucrada con la resistencia a carbapenémicos. 

 

 Buscar mutaciones en los genes gyrA y parC, relacionados con la 

resistencia a quinolonas. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Antecedentes de los 21 aislados de P. aeruginosa del CMN “20 de 
Noviembre” ISSSTE de la Ciudad de México. 

 
 (Ayala, 2013; Martínez Pérez, 2011; Valerio Calleja, 2012) 

Int1/Sul/Qac

Ps  24 NEFRO/UCIA
Cultivo de 

Sonda
04/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+)

Ps 25 UCIA
Secreción 

Bronquial
26/02/2009

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

IMP,MEM, AN, NET, CIP, 

OFX, C, SXT.

oxa-50 Negativo Negativo (+) / (-) / (-)

Ps  33 NEUROCIRUGIA
Punta de 

Cateter
feb-09

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-

2,oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  35 UCIA/CCV
Cultivo de 

Sonda
19/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps36 UCIA
Punta de 

Cateter
17/02/2009

PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF, 

CAZ,CTX,CRO,FEP,MEM, 

ATM,GM,AN,NET,CIP, 

OFX,NOR,C,SXT

ges-11, oxa-

2,oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  39
UCIA/CIR. 

GRAL

Secreción 

Bronquial
23/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
Negativo Negativo (+)/ (+) / (+)

Ps 47 UCIA/NC
Secreción 

Bronquial
26/02/2009

CB, CF, CTX, CRO, 

IMP,MEM, AN, NET, OFX, C, 

SXT.

oxa-50 Negativo Negativo (+) / (-) / (-) 

Ps  48 TPQ
Herida 

Quirurgica
03/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  49 TPQ
Secreción 

Bronquial
03/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  52 UCIA 
Secreción 

Bronquial
23/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-11, oxa-2 aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  62(3)A TRANSPLANTE Hemocultivo feb-09

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
Negativo Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  65 UCIA Hemocultivo 09/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps 74 UCIA 
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, ATM, GM, NET, C, 

SXT.

oxa-2, oxa-50 aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  78 CCV Herida 17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

oxa-2, oxa-50 aac-3'-IIa Negativo (+) / (-) / (-)

Ps  94 UROLOGIA Urocultivo 30/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, MEM,ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT.

oxa-2, oxa-50
aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  81 TPQ
Secreción  

Bronquial
12/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  84 UCIA
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  87 UCIA
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  89 UCIA
Secreción  

Bronquial
02/04/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  91 UCIA
Secreción  

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

oxa-2, ges-1, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+)

Ps  95 TPQ/NC
Secreción 

Bronquial
05/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR,  SXT.

ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+)

GENOTIPO DE RESISTENCIA INTEGRON 

CLASE I

b-Lactamicos Aminoglucósidos Quinolonas
SERVICIOAISLADO ORIGEN

FECHA 

DE TOMA 

DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE 

RESISTENCIA
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Anexo 2. Antecedentes de los 25 aislados de P. aeruginosa del HR ISSSTE 
de la Ciudad de Puebla. 

 

(Ramos, 2014) 

PsE02 UCI-5 Lavado bronquial 18-abr-13 CF, CTX, FEP, MEM, OFX, C, SXT

PsE06 Urología Urocultivo 10-may-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT, CL

PsE09 MI-512 Urocultivo 18-may-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE10 Hematología Expectoración 20-may-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE15 MI-533 Secreción Bonquial 24-jun-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

PsE16 MI-619 Urocultivo 24-jun-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

PsE18 MI-506 Lavado bronquioalveolar 18-jun-13
PIP, CF, CTX, CRO, IMP, MEM, C, 

CL

PsE19 C-627 Hemocultivo/CVC 04-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

PsE20 C-529-MIH Expectoración 19-ago-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, GM, AN, 

NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

PsE21 C-512-MIH Expectoración 20-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE22 C-507-MIH Urocultivo 26-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

PsE23 UCI-MI Cateter Venoso Central 25-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

PsE24 C-534-MIH Aspirado Bronquial 24-sep-13
TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, OFX, C, SXT

PsE25 C-522 Expectoración 19-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

PsE26 CIR-425 Expectoración 17-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE27 MI-505 Expectoración 19-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE28 UCI-1 Expectoración 18-sep-13 TIM, CF, IMP, MEM, C, SXT

PsE29 Angiología Secreción de pie derecho 07-oct-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

PsE30 CIR-425 Urocultivo 17-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

PsE45 MI Urocultivo 03-dic-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CTX, 

CRO, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE46 C-521-MI Lavado Broncoalveolar 29-dic-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE47 C-515-MI Lavado Broncoalveolar 09-dic-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

PsE48 C-720 Aspirado bronquial 29-oct-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

IMP, MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

PsE50 Nefrología Urocultivo 16-oct-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

FEP, IMP, ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

PsE52 C.E. MI Urocultivo 14-ene-14

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, CIP, OFX, NOR, C, SXT

SERVICIOAISLADO ORIGEN

FECHA DE 

TOMA DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE RESISTENCIA
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Anexo 3. Características fenotípicas y genotípicas de los 21 aislados del 
CMN “20 de Noviembre” ISSSTE de la Cd. de México sometidos a PFGE. 

 

 

 

 

 

Int1/Sul/Qac

Ps  52 UCIA 
Secreción 

Bronquial
23/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1 ges-11, oxa-2 aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT1

Ps 74 UCIA 
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, ATM, GM, NET, C, 

SXT.

2 oxa-2, oxa-50 aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT2

Ps  78 CCV Herida 17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

3 oxa-2, oxa-50 aac-3'-IIa Negativo (+) / (-) / (-) PT3

Ps36 UCIA
Punta de 

Cateter
17/02/2009

PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF, 

CAZ,CTX,CRO,FEP,MEM, 

ATM,GM,AN,NET,CIP, 

OFX,NOR,C,SXT

4
ges-11, oxa-

2,oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT4

Ps  94 UROLOGIA Urocultivo 30/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, MEM,ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT.

5 oxa-2, oxa-50
aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT5

Ps  39
UCIA/CIR. 

GRAL

Secreción 

Bronquial
23/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
Negativo Negativo (+)/ (+) / (+) PT6/ D

Ps  49 TPQ
Secreción 

Bronquial
03/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

6
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT7/ D

Ps  65 UCIA Hemocultivo 09/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT.

6
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT8/ D

Ps 47 UCIA/NC
Secreción 

Bronquial
26/02/2009

CB, CF, CTX, CRO, 

IMP,MEM, AN, NET, OFX, C, 

SXT.

7 oxa-50 Negativo Negativo (+) / (-) / (-) PT9

Ps  24 NEFRO/UCIA
Cultivo de 

Sonda
04/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+) PT10

Ps  33 NEUROCIRUGIA
Punta de 

Cateter
feb-09

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1
ges-1, oxa-

2,oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+) PT11/ B

Ps  35 UCIA/CCV
Cultivo de 

Sonda
19/02/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT.

1
ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT12/ B

SERVICIO

FECHA 

DE TOMA 

DE 

MUESTRA

GENOTIPO DE RESISTENCIA INTEGRON 

CLASE IFENOTIPO DE 

RESISTENCIA
RESISTOTIPO

PFGE TIPO/ 

GRUPOb-Lactamicos Aminoglucósidos Quinolonas
AISLADO ORIGEN



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

109 
 

 

Anexo 3 continuación… 

 

 

NOTA: Los aislados marcados con un mismo color pertenecen a grupos en PFGE. Las diferencias entre 

aislados de los grupos se resaltan en color rojo. PIP: Piperacilina, TIC:Ticarcilina, CB: Carbenicilina, 
TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF:Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, 
CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: 
Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: 
Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. 

 

 

 

Int1/Sul/Qac

Ps  48 TPQ
Herida 

Quirurgica
03/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT.

6
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT13/ C

Ps  62(3)A TRANSPLANTE Hemocultivo feb-09

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
Negativo Negativo (+) / (+) / (+) PT14/ C

Ps 25 UCIA
Secreción 

Bronquial
26/02/2009

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

IMP,MEM, AN, NET, CIP, 

OFX, C, SXT.

8 oxa-50 Negativo Negativo (+) / (-) / (-) PT15

Ps  81 TPQ
Secreción  

Bronquial
12/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

9
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+) PT16

Ps  95 TPQ/NC
Secreción 

Bronquial
05/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR,  SXT.

10
ges-1, oxa-2, 

oxa-50
aac-3'-IIa Negativo (+) / (+) / (+) PT17

Ps  91 UCIA
Secreción  

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

3
oxa-2, ges-1, 

oxa-50
aac-6´-Ib Negativo (+) / (+) / (+) PT18

Ps  87 UCIA
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

1
ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT19/ A

Ps  89 UCIA
Secreción  

Bronquial
02/04/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

3
ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT20/ A

Ps  84 UCIA
Secreción 

Bronquial
17/03/2009

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, 

CAZ, CTX, CRO, FEP, 

IMP,MEM,ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL.

3
ges-1, oxa-2, 

oxa-50

aac-3'-IIa, aac-6´-

Ib
Negativo (+) / (+) / (+) PT21

SERVICIO

FECHA 

DE TOMA 

DE 

MUESTRA

GENOTIPO DE RESISTENCIA INTEGRON 

CLASE IFENOTIPO DE 

RESISTENCIA
RESISTOTIPO

PFGE TIPO/ 

GRUPOb-Lactamicos Aminoglucósidos Quinolonas
AISLADO ORIGEN
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Anexo 4. Características fenotípicas y genotípicas de los 21 aislados del HR 
ISSSTE de la Cd. de Puebla sometidos a PFGE. 

 

 

 

PsE02 UCI-5 Lavado bronquial 18-abr-13 CF, CTX, FEP, MEM, OFX, C, SXT 1 PT1

PsE09 MI-512 Urocultivo 18-may-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

2 PT2/ B

PsE16 MI-619 Urocultivo 24-jun-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

3 PT3/ B

PsE15 MI-533 Secreción Bonquial 24-jun-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

3 PT4

PsE10 Hematología Expectoración 20-may-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT

4 PT5

PsE19 C-627 Hemocultivo/CVC 04-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

3 PT6

PsE23 UCI-MI Cateter Venoso Central 25-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

5 PT7

PsE22 C-507-MIH Urocultivo 26-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

3 PT8

PsE47 C-515-MI Lavado Broncoalveolar 09-dic-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

6 PT9

PsE20 C-529-MIH Expectoración 19-ago-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, GM, AN, 

NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT, CL

7 PT10

PsE26 CIR-425 Expectoración 17-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, 

CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, GM, 

AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT

4 PT11

PsE30 CIR-425 Urocultivo 17-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

5 PT12

PsE25 C-522 Expectoración 19-sep-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

MEM, GM, AN, NET, CIP, OFX, 

NOR, C, SXT

8 PT13/ A

PsE45 MI Urocultivo 03-dic-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CTX, 

CRO, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

9 PT14/ A

PsE48 C-720 Aspirado bronquial 29-oct-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

IMP, MEM, GM, AN, NET, CIP, 

OFX, NOR, C, SXT

10 PT15/ A

PFGE 

TIPO/ 

GRUPO

SERVICIO

FECHA DE 

TOMA DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE RESISTENCIAAISLADO ORIGEN RESISTOTIPO
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Anexo 4 continuación… 

 

Nota: Los aislados marcados con un mismo color pertenecen a grupos en PFGE. Las diferencias 

entre aislados de los grupos se resaltan en color rojo. PIP: Piperacilina, TIC:Ticarcilina, CB: 

Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF:Cefalotina, 

CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: 

Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: 

Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: 

Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. 

 

 

 

 

PsE46 C-521-MI Lavado Broncoalveolar 29-dic-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

2 PT16

PsE21 C-512-MIH Expectoración 20-ago-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

2 PT17

PsE28 UCI-1 Expectoración 18-sep-13 TIM, CF, IMP, MEM, C, SXT 11 PT18

PsE18 MI-506 Lavado bronquioalveolar 18-jun-13
PIP, CF, CTX, CRO, IMP, MEM, C, 

CL
12 PT19

PsE06 Urología Urocultivo 10-may-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT, CL

13 PT20

PsE52 C.E. MI Urocultivo 14-ene-14

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, CIP, OFX, NOR, C, SXT

14 PT21

PsE24 C-534-MIH Aspirado Bronquial 24-sep-13
TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, IMP, 

MEM, OFX, C, SXT
15 PT22

PsE27 MI-505 Expectoración 19-sep-13

TIC, CB, TIM, CF, CAZ, CTX, CRO, 

FEP, IMP, MEM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

2 PT23

PsE29 Angiología Secreción de pie derecho 07-oct-13

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 

CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 

GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT

6 PT24

PsE50 Nefrología Urocultivo 16-oct-13

PIP, TIC, CB, TIM, CF, CTX, CRO, 

FEP, IMP, ATM, GM, AN, NET, 

CIP, OFX, NOR, C, SXT

16 PT25

PFGE 

TIPO/ 

GRUPO

SERVICIO

FECHA DE 

TOMA DE 

MUESTRA

FENOTIPO DE RESISTENCIAAISLADO ORIGEN RESISTOTIPO
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Anexo 5. Alineamientos en Clustal Omega de las secuencias nucleotídicas y 
aminoacídicas de los genes encontrados en los aislados en estudio del 
Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla 

 

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia nucleotídica de imp-18 (GenBank: 
AY780674.2) con el aislado PE20. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

imp-18       ATGAAAAAATTATTTGTTTTATGTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGAT 

PE20imp      ------------------------------------------------------------ 

                                                                          

 

imp-18       TCTTTGCCTGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTT 

PE20imp      TCTTTGCCTGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       GAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGTGGTTCTTGTAAAGAAT 

PE20imp      GAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGTGGTTCTTGTAAAGAAT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       GATGCTTATCTGATAGATACTCCAATTACCGCTAAAGATACTGAAAAATTAGTTAATTGG 

PE20imp      GATGCTTATCTGATAGATACTCCAATTACCGCTAAAGATACTGAAAAATTAGTTAATTGG 

             ************************************************************ 

 

imp-18       TTTATTGAGCACGGCTATAGAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCATGGCGACAGT 

PE20imp      TTTATTGAGCACGGCTATAGAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCATGGCGACAGT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       ACGGCTGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACA 

PE20imp      ACGGCTGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACA 

             ************************************************************ 

 

imp-18       AATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGTGCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGT 

PE20imp      AATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGTGCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       TATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTTCTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGAT 

PE20imp      TATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTTCTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGAT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       AACGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTATTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCG 

PE20imp      AACGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTATTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCG 

             ************************************************************ 

 

imp-18       GACGGTCTTGGAAATTTAGGGGATGCAAATTTAGAAGCTTGGCCAAAGTCCGCTAAAATA 

PE20imp      GACGGTCTTGGAAATTTA------------------------------------------ 

             ******************                                           

 

imp-18       TTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAACTGGTTGTTTCAAGTCATAGTGAAATTGGAAAC 

PE20imp      ------------------------------------------------------------ 

                                                                          



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

113 
 

 

imp-18       GCATCACTCTTGCAGCGCACATGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGTTAAATGAAAGTAAAAAA 

PE20imp      ------------------------------------------------------------ 

                                                                          

 

imp-18       CCGTTACAGCCAAGTAGCTAA 

PE20imp      --------------------- 

                             

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia aminoacídica de imp-18 
(GenBank: AY780674.2)  con el aislado PE20. 
                                   

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

imp-18       MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 

PE20imp      --------------------SLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 

                                 **************************************** 

 

imp-18       DAYLIDTPITAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 

PE20imp      DAYLIDTPITAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 

             ************************************************************ 

 

imp-18       NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCFVKP 

PE20imp      NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCFVKP 

             ************************************************************ 

 

imp-18       DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKK 

PE20imp      DGLGNL------------------------------------------------------ 

             ******                                                       

 

imp-18       PLQPSS 

PE20imp      ------ 

                    

 

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia nucleotídica de imp-15 (GenBank: 
KC310496.1) con el aislado PE21. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21imp      --------------------------------------------------------AGAG 

imp-15       ATGAACAAGTTATCTGTATTCTTTATGTTTATGTTTTGTAGCATTACTGCCGCAGGAGAG 

                                                                     **** 

 

PE21imp      TCTTTGCCAGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGACGAAGGTGTTTATGTTCATACTTCGTTT 

imp-15       TCTTTGCCAGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGACGAAGGTGTTTATGTTCATACTTCGTTT 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      GAAGAAGTTAACGGTTGGGGTGTTGTTCCTAAACACGGCTTGGTGGTTCTTGTAAATACT 

imp-15       GAAGAAGTTAACGGTTGGGGTGTTGTTCCTAAACACGGCTTGGTGGTTCTTGTAAATACT 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      GAGGCCTATCTGATTGACACTCCATTTACGGCAAAAGATACTGAAAAGTTAGTCACTTGG 

imp-15       GAGGCCTATCTGATTGACACTCCATTTACGGCAAAAGATACTGAAAAGTTAGTCACTTGG 

             ************************************************************ 
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PE21imp      TTTGTGGAGCGCGGCTATAAAATAAAAGGCAGTATTTCCTCTCATTTTCATAGCGACAGC 

imp-15       TTTGTGGAGCGCGGCTATAAAATAAAAGGCAGTATTTCCTCTCATTTTCATAGCGACAGC 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      ACGGGCGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCCCCACGTATGCATCTGAATTAACA 

imp-15       ACGGGCGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCCCCACGTATGCATCTGAATTAACA 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      AATGAACTTCTTAAAAAAGACGGTAAGGTACAAGCTAAAAATTCATTTAGCGGAGGTAGC 

imp-15       AATGAACTTCTTAAAAAAGACGGTAAGGTACAAGCTAAAAATTCATTTAGCGGAGGTAGC 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      TATTGGCTAGTTAATAATAAGATTGAAGTTTTTTATCCTGGTCCAGGGCACACTCCAGAT 

imp-15       TATTGGCTAGTTAATAATAAGATTGAAGTTTTTTATCCTGGTCCAGGGCACACTCCAGAT 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      AACGTAGTGGTTTGGCTACCTGAAAATAGAGTTTTGTTCGGTGGTTGTTTTGTTAAACCG 

imp-15       AACGTAGTGGTTTGGCTACCTGAAAATAGAGTTTTGTTCGGTGGTTGTTTTGTTAAACCG 

             ************************************************************ 

 

PE21imp      TACGGTCTTGGTAATTTGGGTGACGCAAAT------------------------------ 

imp-15       TACGGTCTTGGTAATTTGGGTGACGCAAATTTAGAAGCTTGGCCAAAGTCCGCCAAAATA 

             ******************************                               

 

PE21imp      ------------------------------------------------------------ 

imp-15       TTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAGTTGGTTGTTTCAAGTCATAGTGAAACTGGGAAC 

                                                                          

 

PE21imp      ------------------------------------------------------------ 

imp-15       GCATCACTCTTGAAACTTACTTGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGCTAAAAGAAAGTAAAAAA 

                                                                          

 

PE21imp      --------------------- 

imp-15       CCATCACTGCCAAGTAACTAA 

 
 
 
Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia aminoacídica de imp-15 
(GenBank: KC310496.1) con el aislado PE21. 
                                   

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

imp-15       MNKLSVFFMFMFCSITAAGESLPDLKIEKLDEGVYVHTSFEEVNGWGVVPKHGLVVLVNT 

PE21imp      -------------------ESLPDLKIEKLDEGVYVHTSFEEVNGWGVVPKHGLVVLVNT 

                                ***************************************** 

 

imp-15       EAYLIDTPFTAKDTEKLVTWFVERGYKIKGSISSHFHSDSTGGIEWLNSQSIPTYASELT 

PE21imp      EAYLIDTPFTAKDTEKLVTWFVERGYKIKGSISSHFHSDSTGGIEWLNSQSIPTYASELT 

             ************************************************************ 

 

imp-15       NELLKKDGKVQAKNSFSGGSYWLVNNKIEVFYPGPGHTPDNVVVWLPENRVLFGGCFVKP 

PE21imp      NELLKKDGKVQAKNSFSGGSYWLVNNKIEVFYPGPGHTPDNVVVWLPENRVLFGGCFVKP 

             ************************************************************ 
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imp-15       YGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSETGNASLLKLTWEQAVKGLKESKK 

PE21imp      YGLGNLGDAN-------------------------------------------------- 

             **********                                                   

 

imp-15       PSLPSN 

PE21imp      ------ 

                    

 

Comparación en Clustal Omega de las secuencias nucleotídicas de variantes del 
gen ges (ges-1, ges-2, ges-3, ges-4, ges-5, ges-6, ges-7, ges-11, ges-13, ges-16, 
ges-26) y el encontrado en el aislado PE21. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

PE21ges      ------------CACGCACTATTCCTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATCTGCGTCGGAA 

ges-4        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCATCGGAA 

ges-13       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-6        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-3        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-16       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-2        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-11       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-5        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-7        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-26       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGCGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-1        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

                         *********** ************************* *** ****** 

 

PE21ges      AACTTAACCTTCAGGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAGAAAGCAGCTGAGATCGGT 

ges-4        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-13       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-6        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-3        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-16       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTGAGATCGGT 

ges-2        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-11       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-5        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-7        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-26       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-1        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

             ** ********** *************************** ********* ******** 

 

PE21ges      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGACAGATCGTCGCGGGCCACCGAATCGAGCAGCGTTTT 

ges-4        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-13       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-6        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-3        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAACGGCGCAGCGCTTT 

ges-16       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-2        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-11       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-5        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-7        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-26       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-1        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

             ************************ *********************  * ****** *** 
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PE21ges      GCAATGTGCTCTACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-4        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-13       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-6        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-3        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-16       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-2        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-11       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-5        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-7        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-26       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-1        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

             *********** ************************************************ 

 

PE21ges      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCGTACGGGCGGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-4        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-13       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-6        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-3        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-16       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-2        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-11       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-5        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-7        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCAAATGGTCT 

ges-26       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-1        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

             ***************************** ** **** ************* ******** 

 

PE21ges      CCTGCCGCGGAGCGGTTTCTCGCATCGGGACATATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCG 

ges-4        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-13       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-6        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-3        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-16       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-2        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-11       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-5        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-7        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-26       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-1        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

             ****** ************* *********** **************************  

 

PE21ges      GCGGTGCAGCTCAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-4        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-13       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-6        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-3        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-16       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-2        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-11       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-5        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-7        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-26       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-1        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

             *********** ************************************************ 
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PE21ges      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-4        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-13       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-6        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-3        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-16       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-2        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-11       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-5        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-7        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-26       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-1        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

             ************************************************************ 

 

PE21ges      GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACCACGCCTATTGCT 

ges-4        GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-13       GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-6        GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-3        GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-16       GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-2        GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-11       GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-5        GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-7        GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-26       GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-1        GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

             ************  ********************************* ************ 

 

PE21ges      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGCCCACCTCGACCCAC 

ges-4        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-13       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-6        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-3        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-16       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-2        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-11       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-5        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-7        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-26       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-1        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

             ********************************************* ************** 

 

PE21ges      ACAATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACATTACGAGCGGGTTTT 

ges-4        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-13       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-6        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-3        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-16       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACGCTACGAGCGGGTTTT 

ges-2        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-11       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-5        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-7        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-26       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-1        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

             ** *****************************************  ************** 

 

PE21ges      CCTAAAGATTGGGTTATTGGAGAGAAAACCGGCACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 
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ges-4        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-13       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-6        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-3        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-16       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-2        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-11       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGCCCGGAACGAC 

ges-5        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-7        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-26       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-1        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

             *************** ************* ** **************** ********** 

 

PE21ges      ATTGGGTTTTTTAAAGCCCAGGACAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-4        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-13       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-6        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-3        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-16       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-2        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-11       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-5        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-7        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-26       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-1        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

             ***** ***************** ************************************ 

 

PE21ges      AAACTATCGGCCGAACAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACGCAA 

ges-4        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-13       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-6        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-3        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-16       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-2        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-11       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-5        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-7        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-26       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-1        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

             ************* * **************************************** ***    

 

PE21ges      CTCATCCTGAGCACGG-------- 

ges-4        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-13       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-6        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-3        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-16       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-2        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-11       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-5        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-7        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-26       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-1        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

             **************** 
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Comparación en Clustal Omega de las secuencias aminoacídicas de variantes del 
gen ges (ges-1, ges-2, ges-3, ges-4, ges-5, ges-6, ges-7, ges-11, ges-13, ges-16, 
ges-26) y el encontrado en el aislado PE21. 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21ges      ----HALFLAGIAHSASASENLTFRTDLEKLEREKAAEIGVAIVDPQGQIVAGHRIEQRF 

ges-2        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-3        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRTAQRF 

ges-4        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-6        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-13       MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-16       MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAEIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-11       MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-5        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-7        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-26       MRFIHALLLAAIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

ges-1        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

                 ***:**.***** ***:***:************:**********:******  *** 

 

PE21ges      AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGRDMIVKWSPAAERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-2        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-3        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVKWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-4        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVKWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-6        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVKWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-13       AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVKWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-16       AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-11       AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-5        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-7        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVKWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-26       AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

ges-1        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

             ******************************** ****:****:***************** 

 

PE21ges      AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-2        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-3        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-4        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMSDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-6        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMSDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-13       AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-16       AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMSDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-11       AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-5        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMSDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-7        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-26       AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

ges-1        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMGDNTPGDLRDTTTPIA 

             ******************************************** *************** 

 

PE21ges      MARTVAKVLYGGALTPTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVIGEKTGTCANGGRND 

ges-2        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-3        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-4        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-6        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-13       MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 
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ges-16       MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-11       MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGARND 

ges-5        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-7        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-26       MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

ges-1        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

             *************** *****************************:**********.*** 

 

PE21ges      IGFFKAQDRDYAVAVYTTAPKLSAEQRDELVASVGQVITQLILST-- 

ges-2        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-3        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-4        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-6        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-13       IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-16       IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-11       IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-5        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-7        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-26       IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

ges-1        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

             *******:**************** :*******************   

 

 

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia nucleotídica de ges-2 (GenBank: 
AF326355.1 ) con el aislado PE26 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE26ges      -----------TCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges2         ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

                        ************************************************* 

 

PE26ges      AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges2         AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges2         GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges2         GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges2         GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges2         CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges2         GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 
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             ************************************************************ 

 

PE26ges      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges2         GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges2         GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges2         ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges2         ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges2         CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges2         ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

             ************************************************************ 

 

PE26ges      AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTC---------------------- 

ges2         AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

             **************************************                       

 

PE26ges      ------------------------ 

ges2         CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

                                      

 

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia aminoacídica de ges-2 (GenBank: 
AF326355.1 ) con el aislado PE26 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

ges-2        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

PE26ges      ----HALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

                 ******************************************************** 

 

ges-2        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

PE26ges      AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

             ************************************************************ 

 

ges-2        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

PE26ges      AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

             ************************************************************ 

 

ges-2        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

PE26ges      MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

             ************************************************************ 
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ges-2        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

PE26ges      IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVA--------------- 

             ********************************                

 

Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia nucleotídica de ges-2 (GenBank: 
AF326355.1 ) con el aislado PE30 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30ges      ------------CACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges2         ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

                         ************************************************ 

 

PE30ges      AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges2         AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges2         GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges2         GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges2         GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges2         CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges2         GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges2         GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges2         GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges2         ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges2         ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

             ************************************************************ 
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PE30ges      CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges2         CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges2         ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

             ************************************************************ 

 

PE30ges      AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGT---------------------------- 

ges2         AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

             ********************************                             

 

PE30ges      ------------------------ 

ges2         CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

                                      

 
 
Alineamiento en Clustal Omega de la secuencia aminoacídica de ges-2 (GenBank: 
AF326355.1 ) con el aislado PE30 
 
CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

ges-2        MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

PE30ges      ----HALLLAGIAHSAYASEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRF 

                 ******************************************************** 

 

ges-2        AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

PE30ges      AMCSTFKFPLAALVFERIDSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQA 

             ************************************************************ 

 

ges-2        AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

PE30ges      AVQLSDNGATNLLLREIGGPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIA 

             ************************************************************ 

 

ges-2        MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

PE30ges      MARTVAKVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRND 

             ************************************************************ 

 

ges-2        IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK 

PE30ges      IGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDEL----------------- 

             ******************************                  
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Anexo 6. Análisis de las secuencias aminoacídicas de los reguladores de 
bombas de expulsión de los aislados en estudio del Hospital Regional 
ISSSTE de la Ciudad de Puebla. 

 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE20. 

PE02 mexR Silvestre 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE02mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

PAO1mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 

 

PE02mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

PAO1mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

PE02mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

PAO1mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              *************************** 

 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE20. 

PE20 mexR Silvestre 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

PAO1mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 

 

PE20mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

PAO1mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

PE20mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

PAO1mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              *************************** 
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PE20 mexT Cambio del marco de lectura a partir del aminoácido 80 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20mexT      ---------------------------------------------PAPRRSEPADRVRDP 

PAO1mexT      MPVSDPMPLRHLARPRPVSHARLDGEPPRLQPLAPGNEERHEPKRPAPRRSEPADRVRDP 

                                                           *************** 

 

PE20mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGHQRRAVAPAHAVRRPAVRPYRTQHGAHRAS-------PGNL 

PAO1mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGQPAISAALSRL-RTLFDDPLFVRTGRSMEPTARAQEIFAHL 

              *******************:   :.* ::  *     *  .: *             ..* 

 

PE20mexT      RPPVAGAGFHLHRHE------SRQRVR---SGDQHRGVPHRPFRRRRV------------ 

PAO1mexT      SPALDSISTAMSRASEFDPATSTAVFRIGLSDDVEFGLLPPLLRRLRAEAPGFVLVVRRA 

               * : . .  : * .      *   .*   * * . *:    :** *.             

 

PE20mexT      RPVAAPA---------------PPPARGGAGDRPRRAPRQLSIDAEPAGLGGDLGGRQLH 

PAO1mexT      NYLLMPNLLASGEISVGVSYTDELPANAKRKTVRRSKPKILRADSAPGQLTL-------- 

              . :  *                  **..      *  *: *  *: *. *           

 

PE20mexT      RRTAGQRQAQDRAPQQAEDPPRRLRARPADPRRLLRAT-ARAGVLRRRPQRLRR------ 

PAO1mexT      ------------------------DDYCARPHALVSFAGDLSGFVDEELEKFGRKRKVVL 

                                          * *: *:  :   :*.: .. ::: *       

 

PE20mexT      -----RGAGKIR-------------PQAQGGPGGAAVQRPRHPPGRHRHHRHRARLRRPG 

PAO1mexT      AVPQFNGLGTLLAGTDIIATVPDYAAQALIAAGGLRAE---DPPFETRAFELS--MAW-- 

                   .* *.:               **  . **  .:   .** . * ..    :     

 

PE20mexT      ADRRRRPTRRGPTVRDPRLRTVDGLARRPGQRSGRTLAALADQHVHRRSGQSL 

PAO1mexT      ---------RGAQDNDPAERWLRS----------RISMFIGD-------PDSL 

                       **   .**  * : .          *    :.*        :** 

 

PE20 mexZ Silvestre 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE20mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ************************************************************ 

 

PE20mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ********************************************************* 
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PE20 nfxB Silvestre 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

PAO1nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

              ************************************************************ 

 

PE20nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

PAO1nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

              ************************************************************ 

 

PE20nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

PAO1nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

              ************************************************************ 

 

PE20nfxB      ASNPARS 

PAO1nfxB      ASNPARS 

              ******* 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE06. 

PE06 mexR Val126Glu 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

MEXRPAO1      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

MEXRPE06      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 

 

MEXRPAO1      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

MEXRPE06      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

MEXRPAO1      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

MEXRPE06      APLTPEEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              ***** ********************* 

PE06 mexT cambio del marco de lectura a partir del aminoácido 80 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE06mexT      ----------------------------------------------APRRSEPADRVRDP 

PAO1mexT      MPVSDPMPLRHLARPRPVSHARLDGEPPRLQPLAPGNEERHEPKRPAPRRSEPADRVRDP 

                                                            ************** 

 

PE06mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGHQCRAVAPAHAVRRPAVRPYRTQHGAHRAS-------PGNL 

PAO1mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGQPAISAALSRL-RTLFDDPLFVRTGRSMEPTARAQEIFAHL 

              *******************: . :.* ::  *     *  .: *             ..* 
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PE06mexT      RPPVAGAGLHLHRHE------SRQRVRS---GDQHRGVPHRPFRRRRV------------ 

PAO1mexT      SPALDSISTAMSRASEFDPATSTAVFRIGLSDDVEFGLLPPLLRRLRAEAPGFVLVVRRA 

               * : . .  : * .      *   .*     * . *:    :** *.             

 

PE06mexT      RPVAAPA---------------PPPARGGAGDRPRRAPRQLSIDAEPAGLGGDLGGRQLH 

PAO1mexT      NYLLMPNLLASGEISVGVSYTDELPANAKRKTVRRSKPKILRADSAPGQLTL-------- 

              . :  *                  **..      *  *: *  *: *. *           

 

PE06mexT      RRTAGQRQAQDRAPQQAEDPPRRLRARPADPRRLLRAT-ARAGVLRRRPQRLRR------ 

PAO1mexT      ------------------------DDYCARPHALVSFAGDLSGFVDEELEKFGRKRKVVL 

                                          * *: *:  :   :*.: .. ::: *       

 

 

PE06mexT      -----RGAGKIR-------------PQAQGGPGGAAVQRPRHPPRRHRHHRHRARLRRPG 

PAO1mexT      AVPQFNGLGTLLAGTDIIATVPDYAAQALIAAGGLRAE---DPPFETRAFELS--MAWRG 

                   .* *.:               **  . **  .:   .** . * ..    :   * 

 

PE06mexT      ADRRR-----RPTRRGPAVRDPRLRTVDGLARRPGQRPGGTLAALADQHVHRRSGQSL 

PAO1mexT      AQDNDPAERWLRSRISMFIGDP-----DSL---------------------------- 

              *: .        :* .  : **     *.*                             

 

PE06 mexZ Glu81Asp 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE06mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE06mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCDRSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ********************:*************************************** 

 

PE06mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ********************************************************* 

 

   

PE06 nfxB Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

nfxB-PE06      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

nfxB-PAO1      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

               ************************************************************ 

 

nfxB-PE06      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

nfxB-PAO1      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

               ************************************************************ 

 

nfxB-PE06      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

nfxB-PAO1      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

               ************************************************************ 
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nfxB-PE06      ASNPARS 

nfxB-PAO1      ASNPARS 

               ******* 

 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE52. 

PE52 mexR Val126Glu 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

mexR-PE52      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

mexR-PAO1      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

               ************************************************************ 

 

mexR-PE52      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

mexR-PAO1      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

               ************************************************************ 

 

mexR-PE52      APLTPEEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

mexR-PAO1      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

               ***** ********************* 

 

PE52 mexT cambio del marco de lectura a partir del aminoácido 80 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE52mexT      ----------------------------------------------APRRSEPADRVRDP 

PAO1mexT      MPVSDPMPLRHLARPRPVSHARLDGEPPRLQPLAPGNEERHEPKRPAPRRSEPADRVRDP 

                                                            ************** 

 

PE52mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGHQCRAVAPAHAVRRPAVRPYRTQHGAHRAS-------PGNL 

PAO1mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGQPAISAALSRL-RTLFDDPLFVRTGRSMEPTARAQEIFAHL 

              *******************: . :.* ::  *     *  .: *             ..* 

 

PE52mexT      RPPVAGAGLHLHRHE------SRQRVRS---GDQHRGVPHRPFRRRRV------------ 

PAO1mexT      SPALDSISTAMSRASEFDPATSTAVFRIGLSDDVEFGLLPPLLRRLRAEAPGFVLVVRRA 

               * : . .  : * .      *   .*     * . *:    :** *.             

 

PE52mexT      RPVAAPA---------------PPPARGGAGDRPRRAPRQLSIDAEPAGLGGDLGGRQLH 

PAO1mexT      NYLLMPNLLASGEISVGVSYTDELPANAKRKTVRRSKPKILRADSAPGQLTL-------- 

              . :  *                  **..      *  *: *  *: *. *           

 

PE52mexT      RRTAGQRQAQDRAPQQAEDPPRRLRARPADPRRLLRAT-ARAGVLRRRPQRLRR------ 

PAO1mexT      ------------------------DDYCARPHALVSFAGDLSGFVDEELEKFGRKRKVVL 

                                          * *: *:  :   :*.: .. ::: *       

 

PE52mexT      -----RGAGKIR-------------PQAQGGPGGAAVQRPRHPPRRHRHHRHRARLRRPG 

PAO1mexT      AVPQFNGLGTLLAGTDIIATVPDYAAQALIAAGGLRAE---DPPFETRAFELS--MAWRG 

                   .* *.:               **  . **  .:   .** . * ..    :   * 
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PE52mexT      ADRRR-----RPTRRGPAVRDPRLRTVDGLARRPGQRPGGTLAALADQHVHRRSGQSL 

PAO1mexT      AQDNDPAERWLRSRISMFIGDP-----DSL---------------------------- 

              *: .        :* .  : **     *.*                             

 
 

PE52 mexZ Glu81Asp 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE52mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE52mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCDRSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ********************:*************************************** 

 

PE52mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ********************************************************* 

 

   

PE52 nfxB Silvestre 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

nfxB-PE52      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

nfxB-PAO1      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

               ************************************************************ 

 

nfxB-PE52      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

nfxB-PAO1      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

               ************************************************************ 

 

nfxB-PE52      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

nfxB-PAO1      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

               ************************************************************ 

 

nfxB-PE52      ASNPARS 

nfxB-PAO1      ASNPARS 

               ******* 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE26. 

PE26 mexR Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

PE26mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

PAO1mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 

 

PE26mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

PAO1mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

PE26mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

PAO1mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              *************************** 

 

PE26 mexZ Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE26mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE26mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ************************************************************ 

 

PE26mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ********************************************************* 

 

PE26 nfxB Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE26nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

PAO1nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

              ************************************************************ 

 

PE26nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

PAO1nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

              ************************************************************ 

 

PE26nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

PAO1nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

              ************************************************************ 
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PE26nfxB      ASNPARS 

PAO1nfxB      ASNPARS 

              ******* 

 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE30. 

PE30 mexR Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

PAO1mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 

 

PE30mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

PAO1mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

PE30mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

PAO1mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              *************************** 

 
PE30 mexT cambio del marco de lectura a partir del aminoácido 80 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30mexT      ----------------------------------------------APRRSEPADRVRDP 

PAO1mexT      MPVSDPMPLRHLARPRPVSHARLDGEPPRLQPLAPGNEERHEPKRPAPRRSEPADRVRDP 

                                                            ************** 

 

PE30mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGHQRRAVAPAHAVRRPAVRPYRTQHGAHRAS-------PGNL 

PAO1mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGQPAISAALSRL-RTLFDDPLFVRTGRSMEPTARAQEIFAHL 

              *******************:   :.* ::  *     *  .: *             ..* 

 

PE30mexT      RPPVAGAGFHLHRHE------SRQRVR---SGDQHRGVPHRPFRRRRVRPVAAPAPPPAR 

PAO1mexT      SPALDSISTAMSRASEFDPATSTAVFRIGLSDDVEFGLLPPLLRRLRA-----EAPG--- 

               * : . .  : * .      *   .*   * * . *:    :** *.      **     

 

PE30mexT      GGAGDRPRRAPRQLSIDAEPAGL-GGDLGGRQLHRRTAGQRQAQDRAPQQAEDPPRRLRA 

PAO1mexT      --FVLVVRRANYLLM----PNLLASGEIS--------VGVS-YTDELPANAK----RKTV 

                     ***   *     *  * .*::.        .*     *. * :*:    *  . 

 

PE30mexT      RPADPRRLLRATARAGVLRRRPQRLCRRGAGKIR-------------------------- 

PAO1mexT      RRSKP-KILRADSAPGQLT--LDDYCARPHALVSFAGDLSGFVDEELEKFGRKRKVVLAV 

              * :.* ::*** :  * *    :  * *  . :                            

 

PE30mexT      P-----------------------QAQGGPGGAAVQRPRHPPGRHRHHRHRARLRRPGAD 

PAO1mexT      PQFNGLGTLLAGTDIIATVPDYAAQALIAAGGLRAE---DPPFETRAFELS--MAW---- 

              *                       **  . **  .:   .** . * ..    :       

 

PE30mexT      RRRRPTRRGPTVRDPRLRTVDGLARRPGQRSGRTLAALADQHVHRRSGQSL 
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PAO1mexT      -------RGAQDNDPAERWLRS----------RISMFIGD-------PDSL 

                     **   .**  * : .          *    :.*        :** 

 

PE30 mexZ Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE30mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ************************************************************ 

 

PE30mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ********************************************************* 

 

PE30 nfxB Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

PAO1nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

              ************************************************************ 

 

PE30nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

PAO1nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

              ************************************************************ 

 

PE30nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

PAO1nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

              ************************************************************ 

 

PE30nfxB      ASNPARS 

PAO1nfxB      ASNPARS 

              ******* 

 

Análisis de la secuencia aminoacídica de los reguladores de bombas de expulsión 
del aislado PE21. 

PE21 mexR Silvestre 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

PAO1mexR      MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 

              ************************************************************ 
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PE21mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

PAO1mexR      MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 

              ************************************************************ 

 

PE21mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

PAO1mexR      APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI 

              *************************** 

 

PE21 mexT cambio del marco de lectura a partir del aminoácido 80 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21mexT      ----------------------------------------------APRRSEPADRVRDS 

PAO1mexT      MPVSDPMPLRHLARPRPVSHARLDGEPPRLQPLAPGNEERHEPKRPAPRRSEPADRVRDP 

                                                            *************  

 

PE21mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGHQRRAVAPAHAVRRPAVRPHRTQHGTH-----RA--SPGNL 

PAO1mexT      DARTQRDPRRRETVPRPAGQPAISAALSRL-RTLFDDPLFVRTGRSMEPTARAQEIFAHL 

              *******************:   :.* ::  *     *  .: *       **    ..* 

 

PE21mexT      RPPVAGAGFHLHRHE------SRQ--RVR-SGDQHRGVPHRPFRRRRV------------ 

PAO1mexT      SPALDSISTAMSRASEFDPATSTAVFRIGLSDDVEFGLLPPLLRRLRAEAPGFVLVVRRA 

               * : . .  : * .      *    *:  * * . *:    :** *.             

 

PE21mexT      RPVAAPA---------------PPPARGGAGDRPRRAPRQLSIDAEPAGLGGDLGGRQLH 

PAO1mexT      NYLLMPNLLASGEISVGVSYTDELPANAKRKTVRRSKPKILRADSAPGQLTL-------- 

              . :  *                  **..      *  *: *  *: *. *           

 

PE21mexT      RRTAGQRQAQDRAPQQAEDPPRRLRARPADPRRLLRAT-ARAGVLRRRPQRLRR------ 

PAO1mexT      ------------------------DDYCARPHALVSFAGDLSGFVDEELEKFGRKRKVVL 

                                          * *: *:  :   :*.: .. ::: *       

 

PE21mexT      -----RGAGKIR-------------PQAQGGPGGAAVQRPRHPPGRHRHHRHRARLRRPG 

PAO1mexT      AVPQFNGLGTLLAGTDIIATVPDYAAQALIAAGGLRAE---DPPFETRAFELS--MAW-- 

                   .* *.:               **  . **  .:   .** . * ..    :     

 

PE21mexT      ADRRRRPTRRGPTVRDPRLRTVDGLARRPGQRSGGTLAALADQHVHRRSGQSL 

PAO1mexT      ---------RGAQDNDPAERWLRS---RISMF-------IGD-------PDSL 

                       **   .**  * : .   * .         :.*        :** 

 

PE21 mexZ Gly162Glu 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

PAO1mexZ      MADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVCLAMCDRAFGQIEVPDENARVPALDILLRAGMGFL 

              ************************************************************ 

 

PE21mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

PAO1mexZ      RQCCEPGSVQRVLEILYLKCERSDENEPLLRRRELLEKQGQRFGLRQIRRAVERGELPAR 

              ************************************************************ 
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PE21mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAELDSLRSSPYLLLADA 

PAO1mexZ      LDVELASIYLQSLWDGICGTLAWTERLRDDPWNRAERMFRAGLDSLRSSPYLLLADA 

              ***************************************** *************** 

 

PE21 nfxB Silvestre 

 
CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

PAO1nfxB      MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 

              ************************************************************ 

 

PE21nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

PAO1nfxB      VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 

              ************************************************************ 

 

PE21nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

PAO1nfxB      ALDAFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 

              ************************************************************ 

 

PE21nfxB      ASNPARS 

PAO1nfxB      ASNPARS 

              ******* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



“ESTUDIO DE LA RESISTENCIA, GENOTIPIFICACIÓN Y RELACIÓN CLONAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

135 
 

Anexo 7. Análisis de las secuencias de la porina oprD de los aislados en 
estudio del Hospital Regional ISSSTE de la Cd. de Puebla. 

Análisis de la secuencia de nucleotídica de la porina OprD del aislado PE20. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC 

PAOoprD      ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      GCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGC 

PAOoprD      GCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      AGCCTGAACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGGAAGGTCGGGGT 

PAOoprD      AGCCTCGACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGCGGCAGCGGG 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      GATCGCGTCGATTGGACCCAGGGCTTCCTCACCACCTACGAATCCGGCTTCACTCAAGGC 

PAOoprD      GACCGCGTCGACTGGACCCAAGGCTTCCTCACCACCTATGAATCCGGCTTCACCCAAGGC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ACCGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTGGGCCTGAAGCTCGACGGCACCTCC 

PAOoprD      ACTGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTGGGCCTGAAGCTCGACGGCACCTCC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      GACAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACGGCAAGCCGCGCGATGACTAC 

PAOoprD      GACAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACGGCAAGCCGCGCGATGACTAC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      AGCCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAG 

PAOoprD      AGCCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAG 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGC---------------------------------- 

PAOoprD      ATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCTGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCG 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      ACCGGCTTCCAGCTGCAGAGCAGCGAATTCGAAGGGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      ACCGAGGGCAAGGAGCCGACCACCGTCAAATCGCGTGGCGAACTCTATGCCACCTACGCA 
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PE20-2R      ------------------------------------------------------------ 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      GGCGAGACCGCCAAGAGCGCCGATTTCATTGGGGGCCGCTACGCAATCACCGATAACCTC 

                                                                          

 

PE20-2R      ------------------------------------CATCGCCAGTTCTACCTGAACACC 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      AGCGCCTCCCTGTACGGCGCCGAACTCGAAGACATCTATCGCCAGTATTACCTGAACAGC 

                                                                          

 

PE20-2R      AACTACTCCATTCCGCTGGCCTCCGATCAATCGCTGGGCTTCGACTTCAACATTTACCGC 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      AACTACACCATCCCACTGGCATCCGACCAATCGCTGGGCTTCGATTTCAACATCTACCGC 

                                                                          

 

PE20-2R      ACCACCGACGAAGGCAAGTCCAAGGCTGGCGACATCAGCAACACCACCTGGTCCCTGGCG 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      ACAAACGATGAAGGCAAGGCCAAGGCCGGCGACATCAGCAACACCACTTGGTCCCTGGCG 

                                                                          

 

PE20-2R      GGCGCGTATACCCTGGACCCCCACACCTTCACCCTGGCCTACCAGCAGGTGCATGGCGAC 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      GCAGCCTACACTCTGGATGCGCACACTTTCACCTTGGCCTACCAGAAGGTCCATGGCGAT 

                                                                          

 

PE20-2R      GAGCCGTTCGACTACATCGGCTTCGGCGGCAACGGTTCCGGCGCCGGCGGCGACTCGATC 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      CAGCCGTTTGATTATATCGGCTTCGGCCGCAACGGCTCTGGCGCAGGTGGCGACTCGATT 

                                                                          

 

PE20-2R      TTCCTCGCCAACTCCGTCCAGTACTCCGACTTCAACGGTCCTGGCGAGAAATCCTGGCAG 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      TTCCTCGCCAACTCTGTCCAGTACTCCGACTTCAACGGCCCTGGCGAGAAATCCTGGCAG 

                                                                          

 

PE20-2R      GCCCGCTACGACCTGAACCTGGCCTCCTACGGCGTTCCTGGCCTGACCTTCATGCTGCGT 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      GCTCGCTACGACCTGAACCTAGCCTCCTATGGCGTTCCCGGCCTGACTTTCATGGTCCGC 

                                                                          

 

PE20-2R      TACATCAATGGTAAGGACATCGACGGTACCAAGGTCGATTCCAGCTCC------TCCTAT 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      TATATCAATGGCAAGGACATCGATGGCACCAAGATGTCTGACAACAACGTCGGCTATAAG 

                                                                          

 

PE20-2R      GCAGGCCTGTACGGCGAGGATGGCAAGCACCACGAAACCAACCTCGAAGCCAAGTACGTG 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      AACTACGGCTACGGCGAGGATGGCAAGCACCACGAAACCAACCTCGAAGCCAAGTACGTG 

                                                                          

 

PE20-2R      GTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCTGTCGTTCCGCATCCGCCAGGCCTGGCACCGTGCC 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      GTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCTGTCGTTCCGCATCCGCCAGGCCTGGCACCGTGCC 
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PE20-2R      AACGCCGACCAGGGCGAAGGCGACCAGAACGAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGCTG 

PE20-2F      ------------------------------------------------------------ 

PAOoprD      AACGCCGACCAGGGCGAAGGCGACCAGAACGAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGCTG 

                                                                          

 

PE20-2R      TCGATCCTGTAA 

PE20-2F      ------------ 

PAOoprD      TCGATCCTGTAA 

 

 

    

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20-F      TCGCGTCGATTGGACCCAGGGCTTCCTCACCACCTACGAATCCGGCTTCACTCAAGGCAC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTGGGCCTGAAGCTCGACGGCACCTCCGA 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACGGCAAGCCGCGCGATGACTACAG 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAGAT 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      GCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCTGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCGAC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CGGCTTCCAGCTGCAGAGCAGCGAATTCGAAGGGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTCAC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CGAGGGCAAGGAGCCGACCACCGTCAAATCGCGCGGTGAGCTCTACGCCACCTACGCCGG 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CCAGACAGCCAAGAGCGCCGACTTCGCTGGCGGCCGCTACGCGATCACCGACAACCTCAG 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      CGCCTCCCTCTATGGCGCAGAGCTGAAAGACATGGCGGCCGCAAAAACTGAGTGCAACAC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ---------------------------------GGCGGCCGCAAAAACTGAGTGCAACAC 
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PE20-F      CCGACCATTTCGGTAAGGTGTTGCCCCATGTCCTATCACGAACTCAGCGCCACAGAGCGC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      CCGACCATTTCGGTAAGGTGTTGCCCCATGTCCTATCACGAACTCAGCGCCACAGAGCGC 

                                                                         

 

PE20-F      GTCACGATCCAGATCGGCCTGTGCAATGGCTTCAGCCAGCGCAGGCTTGCCCGGCTGATG 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      GTCACGATCCAGATCGGCCTGTGCAATGGCTTCAGCCAGCGCAGGCTTGCCCGGCTGATG 

                                                                         

 

PE20-F      AACCGCAGCCCCTCGACGGTCAGCCGTGAGATCCGGCGCAACCGGAATGCTCAAGGCGAG 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      AACCGCAGCCCCTCGACGGTCAGCCGTGAGATCCGGCGCAACCGGAATGCTCAAGGCGAG 

                                                                         

 

PE20-F      TACGTTGCAGACGATGCCCAGCGCTTGATGCATACACGCCGCGTGGTCTGTCGACCCGCA 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      TACGTTGCAGACGATGCCCAGCGCTTGATGCATACACGCCGCGTGGTCTGTCGACCCGCA 

                                                                         

 

PE20-F      AAACGGCTGGTGCCCGGCAACGAGTTGTTCGAGCTGGTCGCCCACCTGCTGCGACAGCGC 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      AAACGGCTGGTGCCCGGCAACGAGTTGTTCGAGCTGGTCGCCCACCTGCTGCGACAGCGC 

                                                                         

 

PE20-F      TTTTCTCCCGAGCAGATTGCCGGCAAGCTGCGAACCATGAAATCCCCAAGCTTCG----- 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      TTTTCTCCCGAGCAGATTGCCGGCAAGCTGCGAACCATGAAATCCCCAAGCTTCGAAGAC 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      GCCTACGTCTGCCGCGAGACAATCTACAACGCGATCTATGCCCTGCCGGTCGGCGAGCTG 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      CGCAAGGAGCTGATCATCTGTCTGCGGCAGGGCAAGACTACCCGCCGGCCGCGCTCCGGC 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      GGGGTGGATCGACGTGGCCAGATCCCCGACATGGTCAGCATCCACGTACGCCCACCGGAG 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ATCGAAGACCGCCTGATGCCCGGTCACTGGGAGGGCGATCTGATCAAGGGCAAGGCCAAC 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      GCCTCGGCGGTAGCCACCCTGGTCGAGCGCACCAGCGGCTACCTGATCCTGGCGAAGATG 
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PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      AACGATGCGACGGCGACCTCGGCGGTGGAGGGCTTCAGCGCGGCGCTGAACCGCATGCCG 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      CTGGCTGTACGCAAGAGCATGACCTACGACCAGGGGCGAGAGATGGCGCGGCACGCGGAA 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ------------------------------------------------------------ 

IS1394      ATCACCCAGAAGACCGGTGTGGCGATCTACTTCTGCGACCCACACAGCCCCTGGCAGCGC 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      ---------------------------------CAGTACCTGCCCAAGGGCACGGACTTG 

IS1394      GGCAGCAACGAGAACATCAACGGCCTGATCCGCCAGTACCTGCCCAAGGGCACGGACTTG 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      TCGGTGTACAGCCAGGAGCAGTTGGATGCCATTGCCTACGAACTGAACATCCGACCGCGC 

IS1394      TCGGTGTACAGCCAGGAGCAGTTGGATGCCATTGCCTACGAACTGAACATCCGACCGCGC 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      AAGCGCTTCAATTGGAAATGCCCGATTGAGGTCATGACAGAGGTAGTGGCGTTGCAGCAT 

IS1394      AAGCGCTTCAATTGGAAATGCCCGATTGAGGTCATGACAGAAGTAGTGGCGTTGCAGCAT 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      GATGCACCTGCTTCAATCCAGTAACCGTGTTGGACTCAGCTTCTGCAACCGCCCATCTAT 

IS1394      GATGCACCTGCTTCAATCCAGTAACCGTGTTGCACTCAGCTTCTGCAACCGCC------- 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      CGCCAGTACTACCTGAACACCAACTACACCATCCCGCTGGCCTCCGATCAATCGCTGGGC 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      ------------------------------------------------------------ 

PE20-R      TTAGACTTCAACATTTTCCTCGCCACCGACGAAGGCAAGTCCAAGGCTGGCGACATCAGC 

IS1394      ------------------------------------------------------------ 

                                                                         

 

PE20-F      --------- 

PE20-R      AACACCACC 

IS1394      --------- 

                      

OprD; IS1394 
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   Análisis de la secuencia de aminoacídica de la porina OprD del aislado PE20. 

PE20 oprD- amplicón 2F-F 

Met K V Met K W S A I A L A V S A G S T Q F A V A D A F V S D Q A E A K G F I E D S S L N L L 
L R N Y Y F N R D G K E G R G D R V D W T Q G F L T T Y E S G F T Q G T V G F G V D A F G 
Y L G L K L D G T S D K T G T G N L P V Met N D G K P R D D Y S R A G G A V K V R I S K T 
Met L K W G E Met Q P T A P V F A A G G S R L F P Q T A T G F Q L Q S S E F E G L D L E A G 
H F T E G K E P T T V K S R G E L Y A T Y A G Q T A K S A D F A G G R Y A I T D N L S A S L Y 
G A E L K D Met A A A K T E C N T R P F R Stop G V A P C P I T N S A P Q S A S R S R S A C A 
Met A S A S A G L P G Stop Stop T A A P R R S A V R S G A T G Met L K A S T L Q T Met P S A 
Stop C I H A A W S V D P Q N G W C P A T S C S S W S P T C C D S A F L P S R L P A S C E P 
Stop N P Q A S 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE20oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE20oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE20oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE20oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDMAAAKTECN 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*:       . 

 

PE20oprD      TRPFR-GVAPCPITNSAPQSA----SRSR-----SACAMASASAGLPG--TA-------- 

PAO1oprD      NYT-------IPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLA 

              .    *     *::..   .      *:.     .*  ::.:: .* .  *          

 

PE20oprD      -------AP------RRSAVRSGATGMLKASTLQTMPSA-CIHAAWSVDPQNGWCPATSC 

PAO1oprD      YQKVHGDQPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYS--------DFNGPGEKSWQARYDL 

                      *       *..  :*. .:: *.::*     *     :.   ::.*    .  

 

PE20oprD      SSWSPTCCDSAFLPSRLPASCEP-NPQAS------------------------------- 

PAO1oprD      NLASYGVPGLTFMVRYING-KDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSG 

              .  *      :*:   : .  :    : *                                

 

PE20oprD      --------------------------------------- 

PAO1oprD      PAKDLSFRIRQAWHRANADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

                                                      

 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de la porina OprD del aislado PE06. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE06oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE06oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE06oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE06oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*********: 

 

PE06oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKSKAGDISNTTWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGD 

PAO1oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

              *********************.****:*************.**************:**** 

 

PE06oprD      EPFDYIGFGGNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMLR 

PAO1oprD      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

              :******** ************************************************:* 

 

PE06oprD      YINGKDIDGTKVDSSSS--YAGLYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

PAO1oprD      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

              ***********:....       ************************************* 

 

PE06oprD      NADQG-GDQNE------------ 

PAO1oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

              ***** *****             

 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de la porina OprD del aislado PE52. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE52oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE52oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE52oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE52oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*********: 

 

PE52oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKSKAGDISNTTWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGD 

PAO1oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

              *********************.****:*************.**************:**** 

 

PE52oprD      EPFDYIGFGGNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMLR 

PAO1oprD      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

              :******** ************************************************:* 

 

PE52oprD      YINGKDIDGTKVDSSSS--YAGLYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

PAO1oprD      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

              ***********:....       ************************************* 

 

PE52oprD      NADQG-GDQNEFRLIVDYPLSIL 

PAO1oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

              ***** *****************          

 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de la porina OprD del aislado PE26. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE26oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE26oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE26oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE26oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*********: 

 

PE26oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKSKAGDISNTT------------------------ 

PAO1oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

              *********************.****:*********                          

 

PE26oprD      ------------------------------------------------------------ 

PAO1oprD      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

                                                                           

 

PE26oprD      ------------------------------------------------------------ 

PAO1oprD      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

                                                                           

 

PE26oprD      ----------------------- 

PAO1oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de la porina OprD del aislado PE30. 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE30oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE30oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE30oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE30oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*********: 

 

PE30oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKSKAGDISNTT------------------------ 

PAO1oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

              *********************.****:*********                          

 

PE30oprD      ------------------------------------------------------------ 

PAO1oprD      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

                                                                           

 

PE30oprD      ------------------------------------------------------------ 

PAO1oprD      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

                                                                           

 

PE30oprD      ----------------------- 

PAO1oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Análisis de la secuencia aminoacídica de la porina OprD del aislado PE21. 

 
CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 

PE21oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRG 

PAO1oprD      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

              ******************************************:*************.* * 

 

PE21oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1oprD      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ************************************************************ 

 

PE21oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1oprD      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

              ************************************************************ 

 

PE21oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1oprD      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

              *********************:******* *******************:*********: 

 

PE21oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKSKAGDISNTTWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGD 

PAO1oprD      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

              *********************.****:*************.**************:**** 

 

PE21oprD      EPFDYIGFGGNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMLR 

PAO1oprD      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

              :******** ************************************************:* 

 

PE21oprD      YINGKDIDGTKVDSSSS--YAGLYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQA-HRA 

PAO1oprD      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

              ***********:....       ********************************* *** 

 

PE21oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

PAO1oprD      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

              *********************** 

 
 
 

LOOPS 

L1; L2; L3; L4; L5; L6; L7; L8 
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Anexo 8. Secuencia completa de los integrones de clase 1 del aislado PE52. 

CTACCTCTCACTAGTGAGGGGCGGCAGCGCATCAAGCGGTGAGCGCACTCCGGCACCGCCAACTTTCAGCACATGCGT

GTAAATCATCGTCGTAGAGACGTCGGAATGGCCGAGCAGATCCTGCACGGTTCGAATGTCGTAACCGCTGCGGAGCAA

GGCCGTCGCGAACGAGTGGCGGAGGGTGTGCGGTGTGGCGGGCTTCGTGATGCCTGCTTGTTCTACGGCACGTTTGA

AGGCGCGCTGAAAGGTCTGGTCATACATGTGATGGCGACGCACGACACCGCTCCGTGGATCGGTCGAATGCGTGTGCT

GCGCAAAAACCCAGAACCACGGCCAGGAATGCCCGGCGCGCGGATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGGAAGCGCAACG

CCGCTGCGGCCCTCGGCCTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTGCTCGCGCAGGCTGGGTGCCAAG

CTCTCGGGTAACATCAAGGCCCGATCCTTGGAGCCCTTGCCCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGAT

CCTTGACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCC

TTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCC

GATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTGACGATG

CGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGG

GTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAA

GTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCAT

GGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGT

TTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGAAAAGGGTAAGTATGA

AAAAATTATTTGTTTTATGTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGATTCTTTGCCTGATTTAAAAATTGAGA

AGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGT

GGTTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATAGATACTCCAATTACCGCTAAAGATACTGAAAAATTAGTTAATTGGTTTA

TTGAGCACGGCTATAGAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCATGGCGACAGTACGGCTGGAATAGAGTGGCTTA

ATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACAAATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGTGCAAGCTACAAAT

TCTTTTAGTGGAGTTAGTTATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTTCTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGATAA

CGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTATTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCGGACGGTCTTGGAAATTTAGGG

GATGCAAATTTAGAAGCTTGGCCAAAGTCCGCTAAAATATTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAACTGGTTGTTTCA 

A/GGTCATAGTGAAATTGGAAACGCATCACTCTTGCAGCGCACATGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGTTAAATGAAAGT

AAAAAACCGTTACAGCCAAGTAGCTAAATTTCTAACAAGTCGTTGCAGCATCGTTCCGCTTTGCTCCACTGGACGGGTT

TTAAGTCGCATTTTTGTGGCTCGCTGGCGCTCACTTTATCACAAAAATACAACTTAAAACCCGCCGCTGAACTCGGCGTT

AAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCT

CGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTT

GCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACGTCGGCTTC

CCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCA

GCTAAGCGCGAACTGCAGTTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATTGAC

ATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTT

GATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCT

GGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAGAATCGCGCCGAAGGAT

GTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTT

GGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCAC

CAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTACCTTGGCCGTTGG

GCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGC

AAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAG

ACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATT

CAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGTTA

ACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGC

TATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTTCGA

CAAGTAATGGCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGCATTTCTCAGGAAGCTCT
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ATCGTAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAACT

GGATACTGCGTGCAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTC

CGTATTCTTCGCACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGATGATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAAT

CCTTCGCTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCAGCGCCGGTT

ACTTCAACGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGC

GTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAA

GTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGG

CATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGT

CGTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCTCATA

ATTGCTGCCTTTTTGCTCGCCCGATCCCCATCGTGGAAGTCGCTGCGGAGGCCGACGCCATGGTGACGGTGTTCGGCAT

TCTGAATCTCACCGAGGACTCCTTCTTCGATGAGAGCCGGCGGCTAGACCCCGCCGGCGCTGTCACCGCGGCGATCGA

AATGCTGCGAGTCGGATCAGACGTCGTGGATGTCGGACCGGCCGCCAGCCATCCGGACGCGAGGCCTGTATCGCCGG

CCGATGAGATCAGACGTATTGCGCCGCTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCAATCGACAGCTTCCA

ACCGGAAACCCAGCGCTATGCGCTCAAGCGCGGCGTGGGCTACCTGAACGATATCCAAGGATTTCCTGACCCTGCGCT

CTATCCCGATATTGCTGAGGCGGACTGCAGGCTGGTGGTTATGCACTCAGCGCAGCGGGATGGCATCGCCACCCGCAC

CGGTCACCTTCGACCCGAAGACGCGCTCGACGAGATTGTGCGGTTCTTCGAGGCGCGGGTTTCCGCCTTGCGACGGAG

CGGGGTCGCTGCCGACCGGCTCATCCTCGATCCGGGGATGGGATTTTTCTTGAGCCCCGCACCGGAAACATCGCTGCA

CGTGCTGTCGAACCTTCAAAAGCTGAAGTCGGCGTTGGGGCTTCCGCTATTGGTCTCGGTGTCGCGGAAATCCTTCTTG

GGCGCCACCGTTGGCCTTCCTGTAAAGGATCTGGGTCCAGCGAGCCTTGCGGCGGAACTTCACGCGATCGGCAATGGC

GCTGACTACGTCCGCACCCACGCGCCTGGAGATCTGCGAAGCGCAATCACCTTCTCGGAAACCCTCGCGAAATTTCGCA

GTCGCGACGCCAGAGACCGAGGGTTAGATCATGCCTAG 

Pares de bases secuenciadas (Solo los nucleótidos escritos con color negro se encuentran 
secuenciados)  
 
5´-CS 
IntI: 773 pb 
 
TGGACA /regulatory_class="minus_35_signal" 

                     /note=" PcH1 promoter " 

TAAACT /regulatory_class="minus_10_signal" 

                     /note=" PcH1 promoter " 

TTGTTA /regulatory_class="minus_35_signal" 

                     /note="inactive P2 promoter" 

TACAGT /regulatory_class="minus_10_signal" 

                     /note=" inactive P2 promoter" 

AGTCTA COMPLEMENT 

                     /regulatory_class="minus_10_signal" 

                     /note="Pint promoter" 

CAGCAA COMPLEMENT 

                     /regulatory_class="minus_35_signal" 

                     /note="Pint promoter" 

 

attI: 56pb  

imp-18: 741pb; A/G: A (imp-18) In1215 ; G (imp-18 like) In1218 

aadA1: 792pb 
oxa2: 828pb 
qacE-delta-1: 341pb 

sul1: 760pb 
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Anexo 9. Secuencia parcial del integrón de clase 1 del aislado PE06 (RV 

~2300pb). 

 

ACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGA

CATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGA

CCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTA

TGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGAT

GTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGAAAAGGGTAAGTATGAAAAAATTATTTGTTTTAT

GTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGATTCTTTGCCTGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAA

AGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGTGG

TTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATAGATACTC 

 

Pares de bases secuenciadas  
 
5´-CS 

intI1: 182pb 

attI: 56pb 

imp-18: 218pb 
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Anexo 10. Secuencia parcial de la probable estructura de los integrones de 

clase 1 del aislado PE21. 

 

 

Integrón RV ~1300pb. 

 

GATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGACATCATGAGTA

ACGCAGTACCCGCCGAGATTTCGGTACAGCTATCACTGGCTCTCAACGCCATCGAGCGTCATCTGGAATCAA

CGTTGCTGGCCGTGCATTTGTACGGCTCTGCACTGGACGGTGGCCTGAAGCCATACAGTGATATTGATTTGC

TGGTTACTGTGGCTGCACGGCTCGATGAGACTGTCCGACAAGCCCTGGTCGTAGATCTCTTGGAAATTTCTG

CCTCCCCTGGCCAAAGTGAAGCTCTCCGCGCCTTGGAAGTTACCATCGTCGTGCATGGTGATGTTGTCCCTT

GGCGTTATCCGGCCAGACGGGAACTGCAATTCGGGGAGTGGCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTT

CGAGCCCGCCACAACCGATGTTGATCTGGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTTGCATTGGC

AGGTTCGGCCGCA 

 
Pares de bases secuenciadas  
 
5´-CS 

intI1: 55pb 

aadA6: 450pb 
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Integrón RV ~3000pb. 

 

TTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTTGACA

TAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACC

GAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATG

CCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGT

TACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGCACCAATGGATAGTTCGCCGCTCGTCAGGCCTGTT

GAAACTACCGATTCGGCCAGTTGGCTAAGCATGCGCTGTGAGCTGTGGCCAGATGGCACATGTCAAGAGC

ACCAGTCAGAGATCGCAGAATTTCTGTCCGGAAAAGTCGCCCGGCCTGCTGCTGTCCTCATTGCTGTAGCAC

CCGACGGAGAAGCACTAGGGTTTGCCGAGCTTTCGATCCGCCCGTATGCGGAGGAGTGCTACTCCGGCAAC

GTTGCGTTCTTGGAGGGTTGGTACGTTGTGCCAAGTGCGCGGCGTCAGGGCGTAGGTGTAGCTCTGGTAA

AAGCCGCCGAGCATTGGGCTCGTGGTCGCGGATGCACCGAATTCGCCTCCGACACTCAACTTACCAACAGC

GCAAGCACCTCGGCGCACCTGGCGGCTGGATTCACGGAGGTTGCTCAAGTACGCTGCTTCCGGAAACCGTT

GTGA 
ATGAACAAGTTATCTGTATTCTTTATGTTTATGTTTTGTAGCATTACTGCCGCAGGAGAGTCTTTGCCAGATT

TAAAAATTGAGAAGCTTGACGAAGGTGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAACGGTTGGGGTGTT

GTTCCTAAACACGGCTTGGTGGTTCTTGTAAATACTGAGGCCTATCTGATTGACACTCCATTTACGGCAAAA

GATACTGAAAAGTTAGTCACTTGGTTTGTGGAGCGCGGCTATAAAATAAAAGGCAGTATTTCCTCTCATTTT

CATAGCGACAGCACGGGCGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCCCCACGTATGCATCTGAATTAACA

AATGAACTTCTTAAAAAAGACGGTAAGGTACAAGCTAAAAATTCATTTAGCGGAGGTAGCTATTGGCTAGT

TAATAATAAGATTGAAGTTTTTTATCCTGGTCCAGGGCACACTCCAGATAACGTAGTGGTTTGGCTACCTGA

AAATAGAGTTTTGTTCGGTGGTTGTTTTGTTAAACCGTACGGTCTTGGTAATTTGGGTGACGCAAATTTAGA

AGCTTGGCCAAAGTCCGCCAAAATATTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAGTTGGTTGTTTCAAGTCATAG

TGAAACTGGGAACGCATCACTCTTGAAACTTACTTGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGCTAAAAGAAAGTAAAA

AACCATCACTGCCAAGTAACTAA 

 

ATGTTTATTCAAACGGCATTCAGTTTCTCAAACGCTGTGCAGCGCTGGGTTTGCCGTTTCTCTGGGCTTCGCC

TGGTGGCGTTACGCTGGTTTGTGGTCTTTTTGGCCTCTGGCCCTTGTGTAGCAAGCGCGAGCAGCTATTTTT

TTCGTAGTGCTGTGCCGCCTCGGTGGCACCGTGCCTTTTCGCAGTTAGCGCCCGTCGCCAAGTTACGGTTAT

CCGTTTTGGCTTCTGGCTCTAACATTTCGGTCAAGCCGACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTAACTCGCCCGTTA

GATGCACTAAGCACA 

Pares de bases secuenciadas (Solo los nucleótidos escritos con color negro se encuentran 
secuenciados)  
 
5´-CS 

intI1: 180pb 
attI: 56pb 
aacA7: 146pb 
imp-15: 418pb 
orfD: 70pb 
Region conservada 3´: 26pb 
 

Unión aacA7-imp-15 

¿?      ~1500-1800pb 


