BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
LICENCIATURA EN QUIMICO FARMACOBIOLOGO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
CENTRO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS MICROBIOLOGICAS

PERFIL FENOTIPICO DE RESISTENCIA Y DETECCION DE
GENES QUE CODIFICAN PARA METALO-B-LACTAMASAS:
VIM, IMP Y GIM DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa

TESIS PRESENTADA PARA OBTENER
EL TITULO DE: LICENCIATURA EN
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA:
ANGELICA MORALES LUNA

DIRECTORA DE TESIS:
D. C. PATRICIA LOZANO ZARAIN

ASESORA DE TESIS:
M.C. ALMA LOPEZ GARCIA

PUEBLA, PUE. OCTUBRE 2015



La soledad eo wecesaria para gozar de wwestro
la vida e preciso dar alge de wuestra vida al
mayor wiamers de ferdonas.

Stendtial (Beyle, Hewr)



A Dios
A mis padres

A mis hermanos



RECONOCIMIENTOS INSTITUCIONALES

Al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas del Instituto de
Ciencias de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, por brindarme la
oportunidad de realizar este estudio.

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Microbiologia
Intrahospitalaria y de la Comunidad del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiolégicas, bajo la direccion de la D. C. Patricia Lozano Zarain.

Este proyecto fue apoyado con recursos del Programa Institucional del Fomento
al Desarrollo de la Investigacion y a la Consolidacion de Cuerpos Académicos,
otorgado por la VIEP con el proyecto numero LOZP-NAT15-G, convocatoria
2015.

Este proyecto fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia
(CONACYT) bajo la asignacién de la D. C. Rosa del Carmen Rocha Gracia con
CB-2012-01-178942 Fondo SEP-CONACYT.



AGRADECIMIENTOS

A la D.C. Patricia Lozano Zarain, por haberme dado la oportunidad de
incorporarme a su grupo de investigacion, por sus consejos, direccion, apoyo y
la confianza que depositdé en mi para la realizacion de este proyecto.

A la M.C. Alma Lépez Garcia, por su ayuda como asesora de tesis, por sus
ensefianzas, consejos y su apoyo incondicional en la realizacién de éste trabajo
cientifico.

Al grupo de trabajo del Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad, por permitirme trabajar y aprender con ustedes. A Clau, quien
estuvo conmigo durante todas las etapas de este proyecto, por haber
compartido conmigo sus conocimientos, infinitas gracias por brindarme tu
amistad. Emilio, compafiero inseparable, gracias por escucharme en buenos y
malos momentos. A Caro, Enrique, Omar, Gerardo, Isa, Aime, Elena y Taty,
por ayudarme y por los consejos que recibi de cada uno de ustedes, les deseo
€xito en sus proXimos proyectos.

Agradezco a mi jurado; la M.C. Laura Martinez Pérez, el M.C. Alejandro C.
Ruiz Tagle y la M.C. Patricia G. Suarez Albores, por dedicarme tiempo para
la revision de esta tesis y sus observaciones sobre la misma.

A la BUAP, por ser mi segunda casa y darme todas las facilidades para crecer
profesionalmente.

A mis amigos, por confiar y creer en mi, por todos los momentos y
experiencias que vivimos juntos. Por todas las veces que recibi su apoyo.

A Isha, Pame, Lau, Lupita y Lore, mis compafieras de trabajo, por su
compresion, por su apoyo y sobre todo por su amistad. Las quiero mucho.



INDICE

Pagina

. INTRODUGCCION. ..ottt ettt es e ee e eesesenens 1
. MARCO TEORICO.......ciiiiieiiiietesieie sttt sttt 2
2.1 InfeCcCioNeS NOSOCOMIAIES. .....c.ceviiiiiiiiiiii e 2
2.2 PSeudomonas @€rUQINOSA..........ccuvvereeruururirniiiasasseeeeeeeesesseessnnsnnnnnna s 3
2.3 Multirresistencia en Pseudomonas aeruginOSa..............uuuueruiinieiiieeeeeeennn. 4
2.4 B-LACIAMASAS......ccceiiiiieeeieeiiieie e et e e e e e e e e e et e e e e e aaaaaaaaae 6
2.5 B-Lactamasas con actividad carbapememasa..............ccccccccciiiiiiiiieeeeee, 6
2.6 Metalo-B-laCtamasas. ......cccceeeeeeeieeiiceeeeee e —————— 8

. ANTECEDENTES. ...ttt e e e e e e e e 10
3.1 Antecedentes gENEIAIES. .......couui i 10
3.2 Antecedentes eSPECIfiCOS........c.uuuiiiiiiiiiiii e 11

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..ot 13
N 16 1S = (07X 1 [ ] N O 14
OBUJIETIVOS. ...ttt bbbttt et e e e e e e eeaeeens 15
6.1 ODJEtIVO GENETAL........uiiiiiiiiiiiiiiie e 15
6.2 ObjetivoS ESPECITICOS. .. uuuiiii it 15

. METODOLOGIA. ..ottt 16
7.1 TIPO A€ EStUAIO. . ..eeiiee e e e e e e e e s 16
7.2 UNIVEISO 08 ©StUAIO. ....ciiiiiiiiee e ittt e e e e s eeeeeee s 16
7.3 CriteriosS de eXCIUSION........cooiiiii ittt 16
7.4 CriterioS de INCIUSION.........oooiiii ittt e e e aeeeeeees 16

. ESQUEMA GENERAL DE TRABAUJO.......utiiiiiiieiieeeeee e 17
. MATERIAL Y METODOS.......o ottt ettt 18
9.1 Cepas de estudio Y ratifiCaCiON...........ceeeiiiieiieeeiiniiiie e 18
9.2 Fenotipo de resistencia por el método de disco (Kirby

o F= LU= SR 18
9.3 EXLracCion de DINA.......coooii ittt 20
9.3.1Medicion de la concentracion de DNA..........coooiiiiiiiiiiiieie e 20
9.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)..........uevvviiiiiiiiiiiiiiiiins 21

Vi



RS = [T e 1 0] (0] (=11 KT TP U TR 23

9.6 Secuenciacion de los productos de PCR..........cccccevvviviieecccii 24
9.6.1 ANAlisis de 1as SECUBNCIAS. .........cccurririiiiiiiiiee e e e e e e e e e 24
L1O.RESULTADOS. ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e beaeeees 25
10.1 DAt0S de [aS CEPAS......cceeeeeie e 25
10.2 Susceptibilidad antimicrobiana..............ccoooiiiiiiiiiiii e 27
10.3 Amplificacion de genes de reSiSteNnCia............eeeeeeeriiiiviiiieeeiiiiiieeeeeeens 29
10.4 Secuenciacion y analisis de resultados...........ccccceeeeeeveeeeeiiiciiiiiieeeee, 31
11.DISCUSION DE RESULTADOS......oooiiiieeceeeee ettt en e 34
12.CONCLUSIONES.... ..ottt a e e e e e e as 39
13 PERSPECTIVAS. ... ettt e e e e e e e e e e e e e s s 40
14.BIBLIOGRAFIA. ...ttt 41
LS. ANEX O S e 49

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla Titulo Pagina

1 Puntos de corte del CLSI, 2015 para Pseudomonas 19
aeruginosa

2 Componentes de la PCR 21

3 Cepas control positivo para la realizacién de PCR 22

4 Oligonucleodtidos utilizados para la amplificacion de 22
genes de resistencia

5 Condiciones de trabajo de la PCR empleadas para 23
amplificar los diferentes genes de resistencia

6 Patrones de susceptibilidad a diversos antibidticos en 27
cepas de P. aeruginosa aisladas de febrero a junio de
2014 en el HNP

7 Fenotipo y genotipo parcial de resistencia de las cepas 30

de resistentes a carbapenémicos aisladas en el HNP

Vil




INDICE DE FIGURAS

Figura Titulo Pagina

1 Origen de las 32 cepas aisladas de febrero a junio 26
de 2014 en el HNP de la ciudad de Puebla

2 Areas hospitalarias de donde provienen las 32 26
cepas aisladas de febrero a junio de 2014 en el
HNP de la ciudad de Puebla

3 Porcentajes de resistencia para cada antibittico 28
utilizado, de las cepas de P. aeruginosa
provenientes del HNP

4 Porcentajes de resistencia de las cepas de P. 28
aeruginosa por grupos de antibioticos

5 Foto del gel de electroforesis de los productos de 29
PCR amplificados con los oligonucleétidos GES-F
y GES-R Andlisis de la secuencias nucleotidicas
del gen ges-2, y el encontrado en la cepa NPall

6 Alineamiento de la secuencias nucleotidicas del 32
gen ges-2, y el encontrado en la cepa NPall

7 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de 33

la proteina GES-2 y de la cepa NPall




AN
ATM
BET
BLEEs
CAZz
CIP
CL
CLSI
CMmI
FEP
FOX
GM
HNP
IPM
MpBL
MEM
MgCl2
NET
NOR
PCR
PIP
pb
rpm
TE
TIC
TSA
TZP
UFC

3¢
ML

ABREVIATURAS

Amikacina

Aztreonam

Bromuro de Etidio

B-Lactamasas de Espectro Extendido
Ceftazidima

Ciprofloxacino

Colistin

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
Concentracion Minima Inhibitoria
Cefepime

Cefoxitina

Gentamicina

Hospital para el Nifio Poblano
Imipenem

Metalo-B-lactamasas

Meropenem

Cloruro de magnesio

Netilmicina

Norfloxacina

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Piperacilina

Pares de bases

Revoluciones por minuto

Tetraciclina

Ticarcilina

Agar Soya Tripticasa
Piperacilina/Tazobactam

Unidad Formadora de Colonia
Microgramo

Microlitro



RESUMEN

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud de extrema
importancia en el mundo, que afecta la calidad y la eficiencia de los servicios
médicos. Entre las infecciones mas relevantes de este tipo se encuentran
aguellas causadas por Pseudomonas aeruginosa ya que cuenta con diferentes
mecanismos de resistencia a los antibidticos, a través de adquisicion y
diseminacion de genes de resistencia mediante plasmidos e integrones, como
la resistencia a carbapenémicos por metalo-p-lactamasas (MBL). El objetivo de
este trabajo fue realizar el perfil fenotipico de resistencia y buscar genes que
codifican para las MBL: VIM, IMP y GIM. Para lo cual se obtuvieron 32 cepas de
P. aeruginosa procedentes del Hospital para el Nifio Poblano (HNP), aisladas
de pacientes con infeccibn nosocomial, durante el periodo febrero-junio de
2014. Se determin6é su susceptibilidad a antibioticos obteniendo el 27% de
resistencia para B-lactdmicos (40% para imipenem y meropenem), 39% para
aminoglucésidos, 25% para fluoroquinolonas y 28% para colistina,
antimicrobiano de ultimo recurso terapéutico. En este trabajo no se encontraron
los genes vim, imp y gim que codifican para las metalo-3-lactamasas VIM, IMP
y GIM-1. Sin embargo, 31% de las cepas resistentes a carbapenémicos porto el
gen de resistencia ges. El amplificado de 755pb obtenido de la cepa NPall
presentd 96% de similitud con el gen que codifica para la B-lactamasa con
actividad carbapemenasa (contra imipenem) tipo GES-2. Sin embargo, es
necesario realizar nuevamente la secuenciacion porque es posible que
corresponda a otra variante, lo cual es necesario determinar, debido a que el
hallazgo de esta probable nueva variante ges, evidenciaria uno de los
mecanismos de resistencia a carbapenémicos que tendria un alto impacto
epidemioldgico. Por lo tanto, es muy importante seguir realizando este tipo de
estudios, a fin de lograr la aplicacion de un programa hospitalario adecuado
para contener y reducir la difusion de resistencia a antibiéticos, lo cual
actualmente limita las opciones terapéuticas en el ambito hospitalario.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, [-lactamasas, metalo-p-
lactamasas.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales son contraidas durante una estadia en el
hospital que no se habian manifestado ni estaban en periodo de incubacion en el
momento del internado del paciente; se presentan en un 5 a 10 % de pacientes
qgue ingresan al hospital y su desarrollo esta en funcion de la edad, siendo mas
frecuentes en los extremos de la vida.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo aerobio estricto, un
microorganismo altamente versatil, capaz de tolerar condiciones bajas de
oxigeno, puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y crece a temperaturas
de hasta 42°C, ademas tiene la capacidad de adherirse y sobrevivir en equipos
médicos y en otras superficies hospitalarias, favoreciendo el inicio de infecciones
nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos.

Las infecciones por P. aeruginosa son dificiles de erradicar debido a su elevada
resistencia intrinseca, ademas de su capacidad para adquirir resistencia a
multiples grupos de antibi6ticos. P. aeruginosa posee diversos mecanismos de
resistencia a antibidticos, como la expresiéon de p-lactamasas de amplio
espectro, metalo-p-lactamasas (MBL), mutacion de porinas y bombas de
expulsion activas.

Los carbapenémicos (imipenem y meropenem) son antibiéticos de amplio
espectro empleados para el tratamiento de infecciones nosocomiales producidas
por P. aeruginosa, la resistencia especifica a estos antibiéticos es atribuida a la
falta de permeabilidad en la porina (OprD), a un incremento en la expresion de
las bombas de expulsion activas (MexAB-OprD), a la produccion de B-
lactamasas y/o a la produccién de MBL.

De esta manera la presencia de una P. aeruginosa resistente a carbapenémicos
estd asociada con la produccién de metaloenzimas teniendo la capacidad de
hidrolizar a todas las penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos como
imipenem y meropenem, excepto el aztreonam. En los ultimos afios se ha
observado un aumento de la prevalencia de cepas de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos a nivel mundial, debido a la presencia de MBL de los tipos;
IMP, VIM, SPM y GIM.

Las MBL han sido reportadas en casi todas las regiones del mundo,
encontrandose las cuatro mayores familias IMP, VIM, SPM y GIM en
aislamientos de P. aeruginosa, la mayoria de ellas han sido reportadas en
Europa, Asia y Norteamérica. En México, se han hallado MBL en muestras de
hospitales de los estados de Durango, México y Guadalajara, durante los ultimos
diez afos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son aquellas contraidas durante una
estadia en el hospital que no se habian manifestado ni estaban en periodo de
incubacion en el momento del internado del paciente. Las infecciones que
ocurren después de 48 horas del internamiento suelen considerarse
nosocomiales. Comprenden a las infecciones contraidas en el hospital, pero que
se manifiestan después del alta hospitalaria y también a las infecciones
ocupacionales del personal del establecimiento (WHO/CDS/CSR/EPH, 2002).

Las infecciones nosocomiales se presentan en un 5 a 10 % de pacientes
que se internan en el hospital, el desarrollo de las mismas esta en funcion de: la
edad, siendo mas frecuentes en los extremos de la vida; el estado inmunitario,
ya que los inmunodeprimidos de diferente etiologia son los mas susceptibles y la
patologia de base, la cual determina el destino de internacién del paciente, de
donde se parte que los servicios de Unidad de Terapia Intensiva (UTI),
guemados y salas quirdrgicas son las dependencias hospitalarias donde mas
frecuentemente se presentan estas infecciones (Pérez et al., 2010; Lopez et al.,
2011).

La etiologia de las infecciones intrahospitalarias ha presentado
variaciones a través del tiempo. En el inicio, los patdgenos predominantes fueron
grampositivos, pero con la introduccién de los antibiéticos se llevd a cabo una
disminucién de las infecciones causadas por estos microorganismos y pasaron a
ser producidas fundamentalmente por bacterias gramnegativas. A finales del
milenio pasado, los microorganismos grampositivos reaparecieron como
patdogenos predominantes en algunas partes del mundo. Y se le suma el
incremento de casos causados por hongos. A pesar de ello, las bacterias
gramnegativas todavia se encuentran entre los principales agentes

nosocomiales a nivel mundial (Lebeque et al., 2006; Pérez et al., 2010).
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En las infecciones nosocomiales los agentes infecciosos mas importantes
son Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativo, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus, Enterobacter, Escherichia coli, Candida albicans,
Klebsiella, entre otros. Se ha demostrado que las infecciones adquiridas en las
UTI, tienen una mayor probabilidad de ser causadas por bacterias resistentes a
los antibidticos, ésta resistencia incrementa a su vez la estancia hospitalaria,

mortalidad, morbilidad, y los costos econdmicos asociados (Lister et al., 2009).

2.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria gramnegativa, aerobia estricta, ubicua, no
fermentadora, que pocas veces forma parte de la microbiota normal del ser
humano (Diaz et al., 2009; Kung et al., 2010). Posee un genoma con 6.3
millones de pares de bases, las cuales codifican 5570 genes siendo rica en
factores de virulencia (Stover et al., 2000). Su capacidad de sobrevivir en
medios con minimos nutrientes y tolerar una variedad de condiciones fisicas le
ha permitido persistir tanto en la comunidad como en los hospitales causando
morbilidad y mortalidad significativa en seres humanos inmunocomprometidos.
La clave para la supervivencia de P. aeruginosa en entornos que van desde el

suelo hasta varios organismos hospederos, es su versatilidad metabdlica.

P. aeruginosa puede subsistir en una variedad de diferentes fuentes de
carbono, es capaz de utilizar nitrbgeno como un aceptor terminal de electrones
respirando bajo condiciones anaerdbicas, tiene un minimo de requerimientos
nutricionales, y crece a temperaturas de hasta 42°C. Debido a su diversidad
metabdlica, P. aeruginosa puede incluso multiplicarse en ciertos desinfectantes y
metabolizar muchos antibiéticos (Pier et al., 2007; Kung et al., 2010), siendo
considerado uno de los patdégenos oportunistas mas importantes en UTI,
asociado frecuentemente a infecciones de tejidos blandos, neumonias,
bacteremia y meningitis (Pérez et al., 2008; Diaz et al., 2009). Con frecuencia

las infecciones producidas por este microorganismo son dificiles de tratar debido
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a la resistencia intrinseca y adquirida que posee a mudltiples grupos de
antibioticos (Pérez et al., 2008; Casellas, 2011; Rojo et al., 2014).

2.3 Multirresistencia en Pseudomonas aeruginosa

La multirresistencia en P. aeruginosa resulta de su notable resistencia a
los antibidticos, ademéas de su capacidad para adquirir y albergar diversos
determinantes de resistencia (Tam et al., 2010; Hirsch y Tam, 2010). Se conoce
que la resistencia intrinseca en P. aeruginosa esta determinada por varios
mecanismos; como la baja permeabilidad en la membrana externa, la produccién
inducida de B-lactamasas tipo AmpC, la expresion constitutiva de bombas de
expulsion como MexAB-OprM (Livermore, 2002; Slama, 2008; Diaz et al.,
2009) y la inactivacion enddgena de farmacos (Poole, 2011; Morita et al., 2014).
Por su parte, la resistencia adquirida se basa en la capacidad de esta bacteria
de intercambiar material genético a través de plasmidos, integrones vy
transposones (Walsh, 2008). A menudo estos mecanismos existen de forma
simultdnea, lo que confiere a P. aeruginosa resistencia combinada a muchos

grupos de antibiéticos (Strateva y Yordanov, 2009; Kung et al., 2010).

En los dltimos afios se ha observado un aumento de la prevalencia de
cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos a nivel mundial, debido a
la expresion de MBL de varios tipos; IMP, VIM, SPM y GIM (Casellas, 2011;
Rizek et al., 2014; Saavedra et al., 2014), estas cepas a su vez, presentan
resistencia mdltiple a otros antibiéticos como los betalactamicos,
aminoglucésidos y fluoroquinolonas (Pérez et al., 2008; Strateva y Yordanov,
2009), puesto que, la resistencia a carbapenémicos por MBL se encuentra
asociada a integrones de localizacion plasmidica; los mas frecuentes son los de
clase 1 (donde se encuentran genes que codifican para enzimas como: VIM, IMP
y GIM), aunque también se han hallado en integrones de clase 3 (genes
codificantes para IMP); por otra parte, no se han encontrado genes de MpL
asociados a integrones de clase 2 (Queenan y Bush, 2007; Ramirez et al.,

2010). Estos integrones contienen a su vez, genes que codifican para la
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resistencia a aminoglucésidos como: aacA4, aac(69)-29a y aac(69)-29b, y
fluoroquinolonas como: gnrA, gnrVC1; que han sido identificados en diferentes
integrones hallados en cepas de P. aeruginosa (Strateva y Yordanov, 2009;
Belotti et al., 2015).

La resistencia de P. aeruginosa a carbapenémicos puede ser explicada

por diversos mecanismos:

1. Produccién de MBL (Pérez et al., 2008; Tafur et al., 2008; Lister et al.,
2009).

2. Expulsién del antibiético mediante sobreexpresion de bombas de eflujo.
Por ejemplo: MexAB-OprM, comprometiéndose en este caso, la
sensibilidad a meropenem mas que a imipenem y la de otros antibiéticos
no carbapenémicos (fluoroquinolonas, penicilinas, cefalosporinas y
aminoglucésidos) (Gutiérrez et al., 2007; Pérez et al., 2008; Tafur et al.,
2008; Lister et al., 2009; Saavedra et al., 2014).

3. Produccion de p-lactamasas con actividad carbapememasa,
principalmente de las familias GES, KPC y OXA (Maseda et al., 2013;
Saavedra et al., 2014).

4. Alteraciones de la porina OprD que confiere impermeabilidad a
carbapenémicos, generando resistencia a imipenem y susceptibilidad
disminuida a meropenem (Lister et al., 2009; Obritsch et al., 2005;
Pérez et al., 2008; Rizek et al., 2014; Tafur et al., 2008).

Sin embargo, la produccién de MBL es uno de los mecanismos de
resistencia bacteriana que tienen un alto impacto epidemiol6gico, debido a su
capacidad de diseminacién horizontal (Gonzales et al., 2013; Livermore, 2002;
Gutiérrez et al., 2007; Sacha et al., 2008).



2.4 B-Lactamasas

Los antibidticos B-lactamicos tienen en comun en su estructura molecular
un anillo B-lactdmico, el cual es responsable en gran parte de su accién
antimicrobiana. Las B-lactamasas son enzimas capaces de romper este anillo e
inactivar a estos antibidticos, son ubicuas de bacterias gramnegativas y
representan una forma importante de resistencia. Los genes que codifican estas
enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos, lo
cual permite su facil transferencia entre diferentes bacterias. Las B-lactamasas
se agrupan en cuatro clases moleculares A, B, C, y D (Tafur et al., 2008; Ho et
al., 2015).

2.5 B-Lactamasas con actividad carbapememasa

La produccién de B-lactamasas con actividad carbapememasa es un
mecanismo de resistencia de gran importancia en bacilos gramnegativos,
observandose que en general los aislados productores resultan resistentes no
s6lo a imipenem y meropenem, sino también a otros antibiéticos B-lactamicos
que se utlizan para el tratamiento antimicrobiano (Gonzales, 2012). Las
carbapememasas representan la familia mas versatil de las p-lactamasas y se
clasifican en dos grupos: serin-carbapememasas que pertenecen a la clase
molecular A, C y D de Ambler y MBL que corresponden a la clase B de Ambler
(Moreno, 2013).

Las B-lactamasas clases A, C, y D son enzimas a base de serina en las
gue se forma un intermediario covalente acil-enzima, cuando hidrolizan a un
antibidtico B-lactamico. Una serina se conserva en el sitio activo, la cual actla
como nucledfilo para atacar el enlace C-N del anillo B-lactamico, el intermediario
formado acil-enzima por la reaccion de acilacion, se hidroliza por un desacilante

(agua), luego el producto hidrolizado se libera del sitio activo. Sin embargo, las



B-lactamasas clase B se basan en una molécula de agua coordinada a un catién
divalente (Zn?*) para activar y romper el anillo de los antibidticos B-lactamicos
(carbapenémicos). En estas enzimas, el intermediario covalente acil-enzima no
se forma (Ho et al., 2015).

En P. aeruginosa se han descrito diversas 3-lactamasas de clase A, como
las B-lactamasas de espectro extendido (BLEES) de los tipos; TEM, SHV, PER,
VEB, CTX-M, PSE, CARB siendo TEM, SHV y CTX-M las mas prevalentes; B-
lactamasas de tipo GES con y sin actividad carbapememasa (Vila y Francesc,
2010); y carbapememasas del tipo KPC (KPC-2 y KPC-5). También se han
hallado B-lactamasas de clase D conocidas como OXA, cuyo espectro de
hidrolisis es variable, pero normalmente afecta cefalosporinas de tercera
generacion, existiendo un grupo que hidroliza carbapenémemicos: OXA-23,
OXA-48, OXA-40 y OXA-58 del cual solo OXA-40 ha sido detectada en P.
aeruginosa (Nicolau y Oliver, 2010; Ho et al., 2015).

Las carbapememasas tipo GES se describieron por primera vez en el afio
2000, casi en paralelo en una cepa de K. pneumoniae y en otra de E. cloacae,
se han descrito 27 variantes, de las que sélo GES-2 y GES-5 se han identificado
en P. Aeruginosa, hasta el momento. En general, las GES poseen hasta un 36%
de identidad en aminoacidos con respecto a KPC-2, y un 35% con respecto a
SME-1. Las variantes GES-2, -4, -5, -6, -11, -12, -18 y -20 tienen actividad
carbapememasa y se ha propuesto que la presencia de asparagina o serina en
la posicién 170 es clave para esta actividad (Nicolau y Oliver, 2010; Garza et
al., 2014).



2.6 Metalo-B-lactamasas

Las MBL son enzimas que pertenecen a la clase molecular B de la
clasificacion de Ambler, estdn presentes de forma natural en algunas especies
de bacilos gramnegativos ambientales (Tafur et al., 2008) y tienen la capacidad
de hidrolizar a todas las penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos como
imipenem y meropenem, pero no al aztreonam (Queenan y Bush, 2007;
Strateva y Yordanov, 2009; Lister et al., 2009). Estas enzimas requieren zinc
como cofactor para ejercer su actividad catalitica, su actividad no es inhibida por
el &cido clavulanico ni el tazobactam, pero es suprimida por quelantes como el
EDTA o el mercapto-acetato de sodio (Diaz et al., 2009; Strateva y Yordanov,
2009; Gonzales et al., 2013).

Las MBL han sido reportadas en casi todas las regiones del mundo,
encontrandose las cuatro mayores familias IMP, VIM, SPM y GIM en
aislamientos de P. aeruginosa (Guevara et al., 2009; Poole, 2011), la mayoria
de ellas han sido reportadas en Europa, Asia y Norteamérica. Las variantes de
IMP y VIM, poseen el mismo espectro extendido de hidrélisis hacia las
ureidopenicilinas, carboxipenicilinas y cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion (Pérez et al., 2008; Partridge et al., 2009).

En P. aeruginosa VIM-2 es la MBL mas diseminada y asociada a
elementos méviles como casetes, los cuales estan insertados en integrones de
clase | (Pérez et al., 2008; Partridge et al., 2009). Este tipo de MBL fue
primeramente descubierto en Europa para luego extenderse a todo el mundo,
existen méas de 20 variantes con una distribucion geogréfica definida. Asimismo,
las enzimas tipo VIM se destacan dentro de las MBL debido a su gran afinidad
por los carbapenémicos y a que presentan una especificidad de sustrato mas
amplia que las de tipo IMP, ya que abarcan también las 6-alfa-metoxipenicilinas
(Cornaglia et al., 2011).



La MBL tipo GIM-1, fue encontrada por primera vez en un brote
intrahospitalario causado por P. aeruginosa en un hospital de Alemania. Esta
familia presenta una relacion estrecha con la variante IMP-1, mostrando un 40%
de identidad con la secuencia de aminoacidos de IMP-1. GIM-1 al igual que IMP-
1, hidroliza preferentemente ampicilina y penicilina, comparado con carbencilinas
y ticarcilina; sin embargo, a diferencia de IMP-1, GIM-1 presenta una actividad
enzimatica mayor en presencia de los sustratos cefoxitina y cefalotina, ademas
de mostrar una elevada afinidad catalitica para imipenem y meropenem, una
diferencia mas del resto de las familias de ML, las cuales presentan mayor
afinidad para imipenem (Castanheria et al., 2004). Por su parte, el gen
codificante de GIM-1 se ha encontrado en un plasmido de 22 Kb y un integrén de
clase | In77 (Sacha et al., 2008; Diaz et al., 2009).

Por otra parte, el tipo SPM fue descubierto en cepas de P. aeruginosa en
Brasil. Hasta el momento, esta enzima se encuentra confinada principalmente a
ese pais y a ese microorganismo, por lo que tendria una baja propensiéon a la
diseminacién. SPM-1 posee una masa molecular mayor que las otras
metaloenzimas (VIM e IMP) y generalmente se une mas fuertemente a

cefalosporinas que a penicilinas (Diaz et al., 2009; Cornaglia et al., 2011).



3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes generales

En México, los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa se han
venido describiendo desde 1986; haciendose estudios en los cuales se han
encontrado diferentes perfiles de resistencia a carbapenémicos, asi como genes
que codifican para las MBL como: IMP y VIM (Rodriguez et al., 2014).

En 2012 Morfin y colaboradores, realizaron un analisis de la tendencia de
la resistencia a los antimicrobianos en microorganismos patdgenos
gramnegativos aislados de infecciones adquiridas en dos hospitales; Hospital
General de Durango y el Hospital Fray Antonio Alcalde de Guadalajara, entre los
afnos 2005 y 2010. Analizando un total de 2132 aislamientos, de los cuales, 404
cepas correspondieron a P. aeruginosa, observandose que el 17,8% de éstas

fueron resistentes a imipemen y el 12,8% a meropenem.

En un estudio realizado por Garza y colaboradores en 2007, se encontré a
IMP-18 en una cepa de P. aeruginosa que se aislé de la infeccion de un pie en el
Hospital Fray Antonio Alcalde de Guadalajara, Jalisco; un afio después, se
estudiaron 255 cepas de P. aeruginosa recuperadas de muestras clinicas de
este mismo hospital. A estas cepas se les determind su susceptibilidad a
antibioticos carbapenémicos por el método de microdilucion en caldo, el 22% (56
cepas) fueron resistentes. Posteriormente se eligieron 40 cepas para determinar
su susceptibilidad a diferentes antimicrobianos por el método de dilucién en
agar. Sus perfiles de resistencia fueron: imipenem, 100%; meropenem, 87%;
ceftazidima, 61%; aztreonam, 24%; piperacilina, 19%,; piperacilina-tazobactam,
14%; amikacina, 51%; gentamicina, 54% y ciprofloxacino, 56%; a éstas, se les
realiz6 la bausqueda de los genes blave y blaviv, 12 cepas fueron positivas para

blaivp-1s.
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Por su parte, Quinones y colaboradores, en 2009 estudiaron 431 cepas de
P. aeruginosa provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias de la Ciudad de México y encontraron que el 19.9% fue resistente
a imipenem y meropenem. A estas estas cepas se les determiné por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) la presencia de genes de resistencia; blaviw,
blaimp y blaspm-1, estando presente el gen blaivp-15 en una de las cepas y el gen

blavim-2 en dos de ellas.

Posteriormente, en 2010, Sanchez y colaboradores examinaron 26 cepas
de P. aeruginosa que fueron recuperadas de un estudio de vigilancia que se
realiz6 en el Centro Médico Nacional La Raza (CMNR) de la Ciudad de México,
entre junio y diciembre de 2004. De ellas el 34.6% fueron resistentes a imipenem
y una fue positiva para el gen blaive-1s8 mediante amplificacion por PCR.

3.2 Antecedentes especificos

En el estado de Puebla, el grupo de trabajo del Laboratorio de
Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbiolégicas (LMHC-CICM), Instituto de Ciencias, Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, ha realizado algunos trabajos relacionados
con los mecanismos de resistencia a antimicrobianos en P. aeruginosa, en los
gue se han estudiado 21 cepas de P. aeruginosa provenientes de pacientes con
infeccion nosocomial del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre de la Ciudad
de México” obtenidos durante 2007-2009, las cuales presentaron el siguiente
perfil de resistencia: cefalosporinas 76%, carbapenémicos 91%, monobactam
63%, aminoglucésidos 94%, fluoroquinolonas 88% y colistina 24%. Se les
determindé por PCR la presencia de diversos genes de resistencia, estando
presentes los genes: ges-1 (67%), ges-19/ges-20 (7%), oxa-1 (4%), oxa-2 (90%)),
oxa-50 (100%), aac-(3)-lla (59%), acc-(6’)-1b (48%) y estuvieron ausentes los
genes; pse-1, veb-1, kpc-2, oxa-10, oxa-11, oxa-13, oxa-40, gnrA, gnrB, gnrS,
ctx-m, shv, tem, per, bel, gim-1, spm-1 y algunas variantes de imp, vim y ndm
(Martinez, 2011, Valerio, 2012; Ayala, 2013; Bello, 2015).
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En 2014, Ramos estudio 36 cepas de P. aeruginosa provenientes del
Hospital Regional ISSSTE Puebla, recolectadas durante el periodo de abril de
2013 a febrero de 2014. Al obtener su perfil de resistencia, por el método de
Kirby-Bater, la frecuencia de resistencia fue de 51% para [-lactamicos
(incluyendo  penicilinas, B- lactamicos/inhibidores de (-lactamasas,
cefalosporinas, carbapenémicos, y  monobactamicos), 62% para
aminoglucésidos, 67% para fluoroquinolonas y 28% para colistina.
Posteriormente, se seleccionaron 25 cepas por presentar éstas el fenotipo de
multirresistencia, para detectarles el gen vim, el cual estuvo ausente en todas

ellas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia bacteriana es uno de los problemas mas importantes en la
actualidad a nivel mundial, la cual tiene importancia significativa en la morbilidad
y mortalidad en hospitales. P. aeruginosa es uno de los principales agentes
infecciosos causante de infecciones nosocomiales y sus diferentes mecanismos
de resistencia se han convertido en un problema terapéutico. Los
carbapenémicos son antibidticos de amplio espectro empleados para el
tratamiento de infecciones nosocomiales causadas por P. aeruginosa, no
obstante, el uso indiscriminado de estos compuestos ha resultado en el
desarrollo de resistencia en P. aeruginosa. La resistencia especifica a
carbapenémicos en P. aeruginosa es atribuida a la falta de permeabilidad en la
porina (OprD), a un incremento en la expresion de las bombas de expulsion
activas (MexAB-OprD), a la produccion de B-lactamasas y a la produccion de
MBL. Por lo anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢La
presencia de MBL en cepas de P. aeruginosa provenientes del HNP, es

responsable de su resistencia a antibioticos carbapenémicos?
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5. JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales causadas por cepas de P. aeruginosa
resistentes a carbapenémicos; antibiéticos de Ultima generacién utilizados para
tratar las infecciones causadas por este agente, se han convertido en un
problema a nivel mundial, debido a que empeora el prondstico de los pacientes,
aumentando las estancias y costos hospitalarios; por lo que en el presente
trabajo, se estudiara la presencia de MBL en cepas de P. aeruginosa del HNP lo
que llevara a aportar mayor informacion acerca de los mecanismos implicados
en la multirresistencia, con lo que se podra tener un mejor control y seguimiento

epidemioldgico a nivel hospitalario.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el perfil fenotipico de resistencia y detectar genes que codifican para

MBL del tipo: VIM, IMP y GIM en cepas de P. aeruginosa procedentes del HNP.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar el perfil fenotipico de resistencia a antibiéticos por el método de
Kirby Baler a cepas de P. aeruginosa causantes de infecciones
nosocomiales en el HNP.

e Detectar por PCR la presencia de genes que codifican para MBL del tipo
VIM, IPM y GIM.

e Secuenciar algunos de los productos amplificados.
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7. METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudio: transversal, observacional, descriptivo.

7.2 Universo de estudio

Se trabajo con 32 cepas de P. aeruginosa aisladas de 25 pacientes con
infeccion nosocomial del HNP de la Ciudad de Puebla, durante el periodo
febrero-junio de 2014.

Los aislados de estudio fueron donados por el HNP de la Ciudad de Puebla.
Estos aislados fueron obtenidos de manera rutinaria y se conservan en el
cepario del LMHC-CICM a -70°C.

7.3 Criterios de inclusioén

Aislados de P. aeruginosa procedentes de cualquier muestra bioldgica,
de pacientes con diagndstico de infeccion nosocomial del HNP de la Ciudad de
Puebla.

7.4 Criterios de exclusion

Otras especies bacterianas que causaron infecciones nosocomiales en el

HNP de la Ciudad de Puebla, fueron excluidas de participar en este estudio.
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8. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Recepcion de cepas de P. aeruginosa
del Hospital para el Nifio Poblano,
febrero-junio de 2014.

|

Ratificacion
Pruebas bioquimicas

|

Perfil de resistencia
Método Kirby Bauer

l

Seleccion de cepas MDR y
resistentes a imipenem y
meronenem

|

Extraccion de DNA

|

Amplificacion de genes de
resistencia a ML
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Recepcion y ratificacion de cepas

Se estudiaron 32 cepas de P. aeruginosa procedentes de distintos sitios
anatomicos de pacientes diagnosticados con infeccion nosocomial del HNP de la
Ciudad de Puebla, durante el periodo febrero-junio de 2014. Estas cepas ya
habian sido identificadas previamente como P. aeruginosa mediante el equipo
semiautomatizado Vitek2, de las cuales, a ocho se les realizd su ratificacion
mediante pruebas bioquimicas como citrato, MIO y O/F, puesto que las demas
ya habian sido caracterizadas por el grupo de trabajo del del LMHC-CICM y se
encontraban preservadas en crioviales con caldo BHI/Glicerol (10%v) e
identificadas con namero secuencial de acuerdo al cepario interno del mismo
laboratorio. Estas 24 cepas, se descongelaron y se sembraron, en placas de
agar TSA incubandoce durante 24 horas a 37°C, con la finalidad de confirmar su

pureza.

9.2 Fenotipo de resistencia por el método de disco (Kirby Bater)

La sensibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos se realiz
utilizando el principio de difusion en agar Mueller Hinton mediante el método de
Kirby Bauer, siguiendo las recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI), probandose 14 antibiéticos (ver tabla 1). Para la
preparacion del in6culo se tomaron de 2-4 colonias aisladas en agar soya
tripticasa (TSA) y se depositaron en 5 mL de solucion salina isoténica al 0.85%
(SSI). Se prepard una suspension bacteriana y se ajusto a una turbidez de 0.5
de MCFarland que equivale aproximadamente a 108 UFC/mL. Con un hisopo
estéril se inocularon las placas de agar Mueller Hinton por estriado masivo en

tres direcciones. A continuacion se colocaron los discos de antibi6ticos sobre la
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superficie del agar inoculada. Las placas se incubaron invertidas a 37 °C durante
24 horas en atmosfera aerdébica.

Después de 24 horas de incubaciéon se examind cada placa y se procedio
a medir los diametros de las zonas de inhibicion. Los tamafios de las zonas de
inhibicion fueron interpretados con los puntos de corte especificados por el CLSI,
2015 (tabla 1).

Tabla 1. Puntos de corte del CLSI, 2015 para Pseudomonas aeruginosa

Piperacilina

Ticarcilina TIC 75 <15 16-23 | 224

Combinacion 8-

lactamico/Inhibidor | Piperacilina/ TZP 100/10 <14 15-20 | 221

de Tazobactam

B-lactamasas

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30 <14 15-17 | 218
Cefepime FEP 30 <14 15-17 | 218

Monobactamicos Aztreonam ATM 30 <15 16-21 | 222

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 <15 16-18 | 219
Meropenem MEM 10 <15 16-18 | =219

Aminoglucésidos Gentamicina GM 10 <12 13-14 | 215
Amikacina AN 30 <14 15-16 | 217
Netilmicina NET 30 <12 13-14 | 215

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino | CIP 5 <15 16-20 | 221
Norfloxacino NOR 10 <12 13-16 | 217

Otros Colistina CL 10 <10 - 211

R: resistente, I: intermedio, S: sensible.
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9.3 Extraccion de DNA

Se realiz6 la obtencion de DNA mediante lisis bacteriana a partir de
microorganismos aislados en agar soya tripticasa (TSA), por el método de
hervido. Para lo cual se sembré una colonia aislada de P. aeruginosa en placas
de TSA, se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas, del cultivo anterior se
recogieron de 2 a 3 asadas y se depositaron en un tubo Eppendorf con 800 pL
de SSI estéril, esta mezcla se homogeneiz6 en un vortex y se centrifugé a
13,000 rpm durante 5 minutos; se elimin6 el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla bacteriana en 800 uL de SSI, (se realizaron 3 lavados mas con 800 pL
de SSI), la dltima pastilla se resuspendié con 800 pL de solucién inyectable
estéril y se coloc6 en bafio Maria a temperatura de ebullicibn durante 10
minutos, transcurrido ese tiempo se sacé el tubo, se agitdé y se centrifugd a
13,000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se separé el sobrenadante en un

tubo Eppendorf estéril y se almacend a -20°C hasta su uso.

9.3.1 Medicién de la concentracién de DNA

A todos los lisados se les realiz6 la medicion de la concentracion de DNA
y se ajustaron a 250 pg/uL en un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para este
procedimiento se usé la aplicacion del instrumento, seleccionando la opcion de
acidos nucleicos, inicialmente el equipo realiza un verificacion automatica.
Posteriormente se limpid el lector del equipo con agua y papel, y se procedi6 a
hacer un blanco con 2 pL de agua inyectable estéril, luego se realiz6 la medicion
de la concentracién de ADN de los lisados utilizando 2 puL de cada uno, se fue
limpiando el lector éptico entre muestra y muestra para evitar contaminaciones.
Los lisados que tenian una concentracién mayor a 250 ug/uL se diluyeron con

agua inyectable estéril hasta que se llego a la concentracion deseada.
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9.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de genes se utilizé la enzima Maxima Hot Start Taq
DNA Polymerase (Thermo Scientific). En la tabla 2, se muestran los

componentes para la PCR.

Tabla 2. Componentes de la PCR

Maxima Hot Start
Taqg DNA Polymerase 5 U/ L 0.08 04U

(Thermo Scientific)

Buffer de reaccion 10X 1 1X
MgCl, 25 mM 1 1.5mM
dNTPs 10 mM 0.3 0.2mM

Primer Forward 25 uM 0.5 0.75mM
Primer Reverse 25 uM 0.5 0.75mM
DNA 1
Agua libre de Hasta 10 pL
nucleasas
Volumen final 10 pL

Las cepas que se utilizaron como control positivo para la técnica de PCR portan
genes que ya estan secuenciados. Estas cepas se conservan en el cepario del
LMHC-CICM y se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Cepas control positivo para la realizaciéon de PCR

P. aeruginosa PsIMP-15 imp-15 Dr. Jesus Silva Sanchez
P. aeruginosa PsVIM-2 bla-vim-2 Dr. Jesus Silva Sanchez
P. aeruginosa PsSE36 ges19/20 M.C. Maria Elena Bello

Lopez

En la tabla 4 se muestran los oligonucle6tidos que se utilizaron para la busqueda

de genes de resistencia.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de genes de resistencia

imp IMP (1, | IMPdF CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG 20 | 57.5 | ~515 | 57.4 | Disefiados
7,13, 15, | IMPdR GCCADGCTACDANATTTGCGTC | 22 | 50.7 57.1 | por la M.C.
22, 35) Maria Elena
Bello Lopez.
gim-1 | GIM-1 GIM-F AGAACCTTGACCGAACGCAG 20 | 55 748 62 Castanheira
GIM-R ACTCATGACTCCTCACGAGG 20 | 55 62 et al., 2004.
vim VIM (1, 2, | VIMd1F | GATGGYGTTTGGTCGCATATC 21 | 50 ~400 | 53.3 | Disefiados
3, 4,5 7, | VIMdA2R | GAATGCGCAGCACCRGGA 18 | 63.8 60.1 | por la M.C.
11,12,17, | vIMd3R | CAACRTTMGYTGTGTGYTKGA | 21 | 45.2 | ~600 | 54.9 | Maria Elena
31, 35, 36, Bello Lopez.
37)
ges GES GES-F | ATGCGCTTCATTCACGCAC 19 | 53 ~864 | 58 Dubois et al.,
GES-R | CTATTTGTCCGTGCTCAGG 19 | 53 58 2002.

ON: oligonucleétidos, nb: numero de bases, Tm: Temperatura de fusién de oligonucleétidos, TA: tamafio del
amplicon.

Las condiciones de trabajo para la amplificacion de cada gen de resistencia

fueron las que se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de trabajo de la PCR empleadas para amplificar los

diferentes genes de resistencia

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extension

imp | IMPdF 94°C/5min 94°C/1min 56°C/1min | 72°C/ 1min | 72°C/10min
IMPdR

gim | GIM-F 95°C/5min 95°C/1min 57°C/1min 72°C/1min | 72°C/10min 4°C
GIM-R
VIMd1F 94°C/5min 94°C/1min 54°C/1min 72°C/ 1min | 72°C/10min «©10°C
VIMd2R

vim | VIMd1F 94°C/5min 94°C/1min 50°C/1min 72°C/1min | 72°C/10min «©10°C
VIMd3R

ges | GES-F 94°C/5min 95°C/1min 55°C/1min 72°C/1min | 72°C/10min «4°C
GES-R

ON: oligonucleétidos, DI: desnaturalizacion inicial, CF: conservacion final.

9.5 Electroforesis

La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 1%. Antes de cargar el
gel se afiadi6 a cada muestra de ADN bacteriano amplificado, 1 uL de azul de
bromofenol como tampoén de carga. Se utilizé el marcador de peso molecular
(MPM) GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. El buffer de electroforesis que se
utilizé fue una soluciéon 1X de Tris Acido acético, EDTA (TAE) y se aplicé una

tension de 90 V por 60 minutos.

Los geles fueron tefiidos en una solucidon acuosa de 200 mL de bromuro
de etidio (10 pL/ 200 mL) durante 60 segundos y se destifieron en agua
destilada por 5 minutos. Los geles se fotografiaron en el digitalizador de

imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen System.
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9.6 Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos amplificados se purificaron con ayuda del kit ZymocleanTM
Gel DNA Recovery Kit™, siguiendo instrucciones de fabricante, y se mandaron a
secuenciar al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional

Autonoma de México (UNAM) en Cuernavaca Morelos, México.

9.6.1 Andlisis de las secuencias

Las secuencias se visualizaron en el programa Flinch Tv version 1.4.0
Geospiza. El andlisis comparativo de las secuencias se realizd con el programa
BLAST 2.0 QBLAST del National Center for Biotechnology Information site
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Mientras que los alineamientos se realizaron con
el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Por su
parte, la conversion de la secuencia nucleotidica a aminoacidica se realiz6 en

ExXPASy-Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.html).
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10.RESULTADOS

10.1 Datos de las cepas

El HNP es una institucion de tercer nivel de atencidon pediatrica. Para el
presente estudio se obtuvieron 32 cepas de P. aeruginosa, durante el periodo
febrero-junio de 2014. Estas cepas fueron identificadas previamente por el
método semiautomatizado Vitek2 y se realiz6 su ratificacion mediante pruebas
bioquimicas en el LMHC-CICM. La edad promedio de los pacientes fue de 4.91
afos, el 76% eran hombres y el 24% mujeres. Los origenes de las muestras
fueron: liquido peritoneal 8%, secrecion de herida quirdrgica abdominal 32%,
secrecion de herida quirargica de mielomeningocele 12%, materia fecal 8%,
secrecion de herida en craneo 8% y otros 32% (secrecion de rodilla, absceso en
lumbar, secrecion de torax, secrecion de Ulcera, secrecion de herida en una
pierna, secrecidbn de amputacién de ortejo) (figura 1). La distribucién de la
procedencia de las cepas por servicio hospitalario fue: Cirugia (CX) 28%,
Medicina Interna (MI) 8%, Oncohematogia (OH) 12%, Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) 4%, Unidad de Quemados (CE) 12%, Urologia (U) 36% (figura
2). En el anexo 1, se puede apreciar la informacion general de cada cepa, en
cuanto a numero, tipo de muestra, servicio de procedencia, edad y sexo del

paciente.
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m Liquido peritoneal

B S. de HX. QX. abdominal

uS. DE HX. QX. de
mielomeningocele

® Materia fecal

B S. HX. en craneo

m Otros

Figura 1. Origen de las 32 cepas aisladas de febrero a junio de 2014 en el HNP de
la ciudad de Puebla. S: Secrecion, HX. QX.: Herida quirargica.

Figura 2. Areas hospitalarias de donde provienen las 32 cepas aisladas de febrero
ajunio de 2014 en el HNP de la ciudad de Puebla. U: Urologia, CX: Cirugia, UCI: Unidad
de Cuidados Intensivos, OH: Oncohematogia, CE: Unidad de Quemados, MI: Medicina Interna.



10.2 Susceptibilidad antimicrobiana

Los perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos en forma global se
muestran en la tabla 6. De los 32 aislamientos el 38% (12) fue resistente a
imipenem, el 41% (13) a meropenem, el 44% (14) a ticarcilina, el 44% (14) a
gentamicina y el 38% (12) a amikacina, entre los porcentajes de resistencia mas
altos. En figura 3, se pueden observar los porcentajes de resistencia para cada
antibiético, resaltando aqui los porcentajes de resistencia a carbapenémicos.

Los porcentajes de resistencia para cada grupo de antibidticos fueron los
siguientes: B-lactamicos 27%, aminoglucosidos 39%, fluoroquinolonas 25% vy

lipopéptidos 28%, mismos que se representan en la figura 4.

Tabla 6. Patrones de susceptibilidad a diversos antibioticos en cepas de P.
aeruginosa aisladas de febrero a junio de 2014 en el HNP.

Penicilinas Piperacilina 19 25 56
Ticarcilina 44 31 25

Combinacion @3- Piperacilina/ 13 19 68

lactamico/Inhibidor de Tazobactam

B-lactamasas

Cefalosporinas Ceftazidima 19 0 81
Cefepime 22 9 69

Monobactams Aztreonam 19 16 65

Aminoglucoésidos Gentamicina 44 9 47

Amikacina 38 0 62

Netilmicina 34 6 60

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 25 9 66

Norfloxacino 25 3 72

Otros Colistina 28 0 72
*En color verde se muestran los porcentajes de susceptibilidad a antibidticos carbapenémicos.
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Figura 3. Porcentajes de resistencia para cada antibidtico utilizado, de las cepas de P.
aeruginosa provenientes del HNP. PIP: piperacilina, TIC: ticarcilina, TZP: piperacilina/tazobactam, CAZ:
ceftazidima, FEP: cefepime, IMP: imipenem, MEM: meropenem, ATM: aztreonam, GM: gentamicina, AN: amikacina,
NET: netilmicina, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina y CL: colistina. En color rojo se muestran los porcentajes de
susceptibilidad a antibiéticos carbapenémicos.
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Figura 4. Porcentajes de resistencia de las cepas de P. aeruginosa por grupos de
antibioticos.
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10.3 Amplificacion de genes de resistencia

De las 32 cepas, se seleccionaron 13 por presentar fenotipo de
multirresistencia y ser resistentes a antibiéticos carbapenémicos, y se les realizd
la busqueda de los siguientes genes que codifican para MBL; imp, vim y gim,
donde se obtuvo la ausencia de todos ellos. Debido a esto y como un
complemento a este estudio, se decidid hacer la determinacion de genes de
resistencia tipo ges, dado que también estan asociados con la resistencia a
carbapenémicos, encontrandose presente en cuatro de las cepas seleccionadas;
NPall, NPal3, NPal5y NPal7 (figura 5).

Los datos de los resultados del fenotipo y el genotipo parcial de resistencia
encontrado en estas cepas se muestran en la tabla 7, se marcan en color rojo
las cepas sensibles a aztreonam, puesto que las MBL hidrolizan a todos los -
lactamicos, excepto el éste antibidtico, sin embargo, ninguna cepa portd los

genes buscados en este trabajo.

123 4 5 6 7 8 910111213 14 15 16

Figura 5. Foto del gel de electroforesis de los productos de PCR amplificados con
los oligonucle6tidos GES-F y GES-R. Carril 1: MPM, carril 2: Blanco, carril 3: cepa
control positivo (PsE36), carril 4: NPa03, carril 5: NPa02, carril 6: NPa06, carril 7:
NPa08, carril 8: NPa09, carril 9: NPall, carril 10: NPal2, carril 11: NPal3, carril 12:
NPalb, carril 13: NPal7, carril 14: NPa21, carril 15: NPa32, carril 16: NPa33.
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Tabla 7. Fenotipo y genotipo parcial de resistencia de las cepas de resistentes a
carbapenémicos aisladas en el HNP

CX S. DE HX.QX. DE IMP, MEM, GM, AN, | imp-, vin, gin,
MIELOMENINGOCELE | NET ges’

NBS08 | cx S. DE HX.QX. DE IMP, MEM, GM, AN, imp, vim-, gim-,
MIELOMENINGOCELE | NET ges

NBE88 | ce S. HX.QX. DESPUES | TIC, IMP, MEM, GM, | imp-, vinr, gim,
DEL ASEO AN, NET, CL ges

NBEE | cx S. HX.QX. ABDOMINAL | TIC, IMP, MEM, GM imp-, vim-, gim-,
ges

NPa09 | CX S. HX.QX. ABDOMINAL | TIC, FEP, IMP*, MEM, | imp, vim, ginr,
ATM, GM ges

NPall | U S. HX.QX ABDOMINAL | PIP, TIC, CAZ, FEP, imp-, vim-, gin,

IMP, MEM, ATM, GM, | ges*
AN, NET, CIP, NOR
N U LIQUIDO PERITONEAL | PIP, TIC, TZP, CAZ, | imp-, vim, gin,
CTX, FEP, IMP, MEM, | ges
GM, AN, NET, CIP,
NOR, CL
NPal13 | UCI LIQUIDO PERITONEAL | PIP, TIC, CAZ, FEP, | imp, vim, gin,
IMP, MEM, ATM, GM, | ges*
AN, NET, CIP, NOR

MBS  uc LIQUIDO PERITONEAL | PIP, TIC, TZP, CAZ, | imp:, vim, gin,
IMP, MEM, GM, AN, | ges*
NET, CIP, NOR, CL

MBSl | cx LIQUIDO PERITONEAL | PIP, TIC, TZP, CAZ, | imp-, vim, gin,

IMP, MEM, GM, AN, ges*
NET, CIP, NOR, CL

NPaz2l | CX SECRECION DE PIP, TIC, TZP, CAZ, imp-, vim-, ginm,
ABDOMEN FEP, IMP, MEM, ATM, | ges
GM, AN, NET, CIP,
NOR, CL
NPa32 | UCI S. DE HX.QX TIC, FEP, IMP, MEM, imp-, vim-, gim-,
ABDOMINAL ATM, GM, AN, NET, ges
CIP, NOR
NPa33 | UCI S. DE HX.QX TIC, FEP, IMP, MEM, imp-, vim-, gim-,
ABDOMINAL ATM, GM, AN, NET, ges
CIP, NOR

U: Urologia, UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, CE: Unidad de Quemados, CX: Cirugia, S: Secrecion, HX. QX.:
Herida quirurgica, PIP: piperacilina, TIC: ticarcilina, TZP: piperacilina/tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime,
IMP: imipenem, MEM: meropenem, ATM: aztreonam, GM: gentamicina, AN: amikacina, NET: netilmicina, CIP:
ciprofloxacino, NOR: norfloxacin y CL: colistina. *: Susceptibilidad intermedia. Las cepas sensibles a ATM estan
marcadas en color .
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10.4 Secuenciacion y analisis

Se realizé la secuenciacion del producto de PCR (ges) de la cepa NPall.
Las secuencias obtenidas se visualizaron en el programa Flinch Tv version 1.4.0
Geospiza. El analisis comparativo de la secuencia se realiz6 con el programa
BLAST 2.0 del National Center for Biotechnology Information, utilizando 755 pb
en lugar del fragmento total amplificado de 830 pb, reportado por el IBT-UNAM,
debido a que la calidad de los cromatogramas resultd ser baja en las secuencias

de los extremos.

La secuencias obtenidas correspondieron con un 96% de similitud con ges-2 y
con un 97% de similitud especificamente con la secuencia aminoacidica de la
proteina GES-2 de acuerdo al analisis realizado con el empleo de la herramienta
bioinforméatica BLASTn y BLASTp (NCBI, 2015), respectivamente. Por lo que es
necesario realizar una nueva secuenciacion de todo el gen para determinar
exactamente la variante a la que corresponde. Los sitios de union de los

oligonucledtidos utilizados para ges se muestran en el anexo 2.

Los alineamientos de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se
elaboraron con el programa Clustal Omega y se muestran en las figuras 6 y 7,

respectivamente.
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GES-2 ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA

NPall — mmmm oo TGCATCTGCGTCGG
* K *

GES-2 AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT

NPall AAATTAACCTTCAGGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAGAAAGCAGCTGAGATCGGT

khkhkkhkhkhkhkrhkhkhkkhk Khrkhkkhkrhhkrhkhkhkhhhkkhkrhkkhhhkhkrhkhhkkhdx *rkkhkhhkrk *khkrkkxk*k

GES-2 GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT
NPall GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGACAGATCGTCGCGGGCCACCGAATCGAGCAGCGTTTT

krkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhkkx hhkhkkhkrhkhhhkhkrkhkrhkhkrhkkhkrhkkhkkx * Kkxkkhkrkkxk*k

GES-2 GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA
NPall GCAATGTGCTCTACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA

khkhkkhkhkhkkhkhhkhkhk dAhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkhkhhkrhkrhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

GES-2 GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT
NPall GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCGTACGGGCGGGACATGATCGTCGAATGGTCT

KAKAKAKAAKAAKNKAIAAAANAAKANAXAA A AR XA AR AKX K,k *hkk * *hAArhAkArAAhkAhArAk kA Ak khkhk kA khx k%

GES-2 CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT
NPall CCTGCCGCGGAGCGGTTTCTCGCATCGGGACATATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCG

KAk hkk K, A AhkAIAAAAAAIAA *AAAKAAXAAAAkA* AhhAh A A rA A A Ak A A A A Ak hAk XA A Ak * Kk

GES-2 GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT
NPall GCGGTGCAGCTCAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT

KAKAKAKAAKAAKNEAKR A A KA AR A AR A AR AR AR A I A A AR A KNI A A AR A AR A A A A A A AR AR AR XKk

GES-2 GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA
NPall GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR AR A XKk
GES-2 GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT
NPall GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACCACGCCTATTGCT

KA A A KA AR AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A AR A R A AR A AR AR AR A, A Ak Ak kA kA xk %k

GES-2 ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC
NPall ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGCCCACCTCGACCCAC

KA A KA A AR AR AR A AT AR A AR A AR AR AR AR A A A A AR A AR A AR A KA * Ak kA kA Ak kA kA kA k%

GES-2 ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT
NPall ACAATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACATTACGAGCGGGTTTT

KKk KA AKAKRA AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A A A A AR AR A, Ak kA kA Ak Ak Ak kA k%

GES-2 CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC
NPall CCTAAAGATTGGGTTATTGGAGAGAAAACCGGCACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC

khkhkkhkrkhkkhkrhkhkhkhhkhk hhkrhhkrkhkhkhkkhhhk Khk hhkrkhhkhkrhhkrhkhkrkhhkrkhkrhkhkrxkhkkxk*k

GES-2 ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG
NPall ATTGGGTTTTTTAAAGCCCAGGACAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG

khkkhkkhk Khhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhhkhhkkhhkkhk hhkhkhhhhhhhhhhhhkhhkhhkrhkrrkhkrkrkrkrkrkrkkrhkxxx

GES-2 AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA
NPall AAACTATCGGCCGAACAACGT — === === = === = m = m— e

KAk AkkkhkkxhkAkkhk * * KKhkkkx

Figura 6. Alineamiento de la secuencias nucleotidicas del gen ges-2, y el
encontrado en la cepa NPall.
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NPall —  mmmm oo MCSTFKFPLAALVFERT

GES-2 SEKLTFKTDLEKLEREKAAQIGVAIVDPQGEIVAGHRMAQRFAMCSTFKFPLAALVFERT

khkkhkkhkkkhkhkkkkkkkk*
NPall DSGTERGDRKLSYGRDMIVEWSPAAERFLASGHMTVLEAAQAAVQLSDNGATNLLLREIG
GES-2 DSGTERGDRKLSYGPDMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQAAVQLSDNGATNLLLREIG

khkhkhkkhkhkhkkhhkhhkhkhd hhkhhhkhhkhkhoehhhhrhkhhbhhkdhhhhrhkhkhrhhkdhkrhkhkhkhkhkkhhkhxkhxkk

NPall GPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIAMARTVAKVLYGGALTPTS
GES-2 GPAAMTQYFRKIGDSVSRLDRKEPEMNDNTPGDLRDTTTPIAMARTVAKVLYGGALTSTS

khkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhdhhkhkrhkhkrhhkrhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkkhkrkhkx k%

NPall THTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVIGEKTGTCANGGRNDIGFEFKAQDRDYAVAVYTT
GES-2 THTIERWLIGNQTGDATLRAGFPKDWVVGEKTGTCANGGRNDIGFFKAQERDYAVAVYTT

KA A A A AR AR AR A AT A KNI AR A AR AR AR e A A A A A AR A IA A A A A AN AR AR Ak e kA A A XXk K

NPall APKLSAEQR-———————————————————
GES-2 APKLSAVERDELVASVGQVITQLILSTDK

* Kk kK kK .k

Figura 7. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina GES-2 y
de la cepa NPall. En amarillo se muestran los aminoacidos direrentes que existen entre GES-
2 y los encontrados en la cepa NPall.
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11.DISCUSION DE RESULTADOS

P. aeruginosa, es el patdgeno humano mas importante del género
Pseudomonas, caracterizado por su alta virulencia y morbimortalidad. El indice
de mortalidad asociado a este microorganismo oscila entre el 33 - 61%, y los
pacientes inmunocomprometidos son los mas susceptibles a contraerla (Pitout
et al.,, 2008.) Adicionalmente, existe una alta incidencia de cepas
multiresistentes frente a los antibiéticos B-lactamicos comunmente empleados, lo
cual dificulta el tratamiento de este tipo de infecciones (Farifias y Martinez,
2013). Las infecciones nosocomiales causadas por este microorganismo tienen
una alta prevalencia en centros de tercer nivel (Pitout et al., 2008; Rizek et al.,
2014). En el presente trabajo se estudiaron cepas de P. aeruginosa procedentes
del HPN, un hospital de tercer nivel, que es suceptible de tener una alta tasa de
prevalencia para infeccion nosocomial por P. aeruginosa Yy otros
microorganismos, como ocurre en otros hospitales pediatricos de tercer nivel en
México (Lombardo et al., 2012).

P. aeruginosa logra sobrevivir en ambientes y temperaturas propias del
entorno clinico y crece facilmente en medios de cultivo habituales, pues sus
requerimientos nutritivos son escasos. Las infecciones nosocomiales por P.
aeruginosa generalmente incluyen neumonias, bacteremias, infeccién de herida
quirargica e infecciones de vias urinarias, en UTlI y en unidades
oncohematolégicas (Kerr y Snelling, 2009; Sordé et al., 2011). Los resultados
obtenidos con este estudio mostraron que las cepas aisladas en el HNP
proceden en mayor cantidad del servicio de urologia (36%), estos datos guardan
una correlacién directa con la presencia de P. aeruginosa como uno de los
principales agentes etiolégicos en infeccion de vias urinarias, sitio donde se
disemina para producir infecciones sistémicas (Gales et al., 2002). Ademas, los
resultados obtenidos en este estudio concuerdan con otros estudios realizados
en diferentes hospitales de México (Quinones et al., 2009; Morfin et al., 2012,
Ochoaet al., 2013).
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Los datos obtenidos en este trabajo mostraron que los aislados de P.
aeruginosa presenta un porcentaje de resistencia del 27% para -lactamicos y el
28% de las cepas mostraron multirresistencia. Es motivo de gran preocupacion
que estos aislamientos presenten un perfil de multirresistencia, especialmente
aguellos resistentes a todos los antimicrobianos evaluados y los resistentes a
colistina, pues aunque este viejo antimicrobiano con actividad contra
Pseudomonas se habia dejado de usar por su toxicidad, ante el surgimiento de
aislamientos multirresistentes hoy se le considera una de las opciones de
tratamiento contra estas cepas (Driscoll et al., 2007; Page y Heim, 2009). Sin
embargo, el fenotipo de resistencia por el método de disco frecuentemente es
poco recomendado para el ensayo de colistina en P. aeruginosa, debido a su
mala correlacion comparada con concentracion minima inhibitoria (CMI) por el
método de dilucion en agar y Etest (Gomez et al., 2009), por lo que es necesario
confirmar el perfil de resistencia a colistina en las cepas resistentes a este
antibiotico por CMI por el método de dilucién en agar, puesto que es un método
mas sensible para la prueba de susceptibilidad a éste antibiético (Tan et al.,
2007).

La primera P. aeruginosa productora de MBL fue reportada en Japén en
1991, posteriormente otras cepas han sido descritas en todo el mundo. Las MBL
hidrolizan una amplia variedad de agentes B-lactamicos exceptuando aztreonam
(Queenan y Bush, 2007; Pérez et al., 2008; Strateva y Yordanov, 2009; Lister
et al., 2009). En este estudio se obtuvieron 13 cepas resistentes a antibiéticos
carbapenémicos de las cuales tres presentaron fenotipo de multirresistencia y
ademas fueron sensibles a aztreonam, sin embargo, no presentaron genes que
codifican para las MBL buscadas, como se muestra en la tabla 7. No obstante,
es necesario realizar la busqueda de los genes; spm y ndm que también
codifican para MBL, puesto que en Monterrey, México ya se encontrg la primera
NDM-1 en una cepa de Providencia rettgeri (Rodriguez et al., 2014).

P. aeruginosa es un microorganismo que utiliza varios mecanismos de

resistencia, para poder adaptarse y sobrevivir, en este estudio la resistencia a

-35-



antibidticos carbapenémicos no se debié a metaloenzimas de tipo IMP, VIM y
GIM (ya que no se encontraron). Sin embargo, existen otros grupos de -
lactamasas con actividad carbapememasa que han sido descritos: las de clase A
gue son dependientes de serina e inhibidas parcialmente por el acido clavulanico
e inducibles (GES, KPC), las de clase B; dependientes de zinc e inhibidas por el
EDTA, son inducibles o asociadas a plasmidos conjugativos (MBL) y las de clase
D (oxacilinasas), que han sido identificadas en aislados clinicos en China,
Sudafrica, Brasil y Colombia (Lister et al., 2009; Zavascki et al., 2010), que

podrian estar presentes en éstas cepas, por lo que se recomienda buscarlos.

La presencia de GES, KPC y OXA en P. aeruginosa es ocasional
(Villegas et al., 2007; Sevillano et al., 2009; Viedma et al., 2009), ya que las
carbapememasas mas frecuentemente detectadas y diseminadas en esta
especie son VIM e IMP (Cornaglia et al., 2011; Diene y Rolain, 2014). Sin
embargo, en este trabajo se encontré a ges en el 31% de las cepas resistentes a
carbapenémicos, no obstante, éstas proceden del mismo paciente y no tienen el
mismo perfil fenotipico de resistencia, por lo que es necesario realizar su

tipificacion molecular para determinar si es la misma cepa.

Las enzimas de tipo GES han sido encontradas en K. pneumoniae, E. coli,
A. baumannii y P. aeruginosa, generalmente los genes que las codifican son
acarreados por integrones aunque también se ha visto que pueden estar
presentes en el cromosoma; se encuentran registradas 27 variantes de ges, que
tipicamente codifican para BLEEs que hidrolizan cefalosporinas y aztreonam, sin
embargo, las variantes 2, 4, 5, 6, 11, 12, 18 y 20 presentan actividad
carbapememasa y se han reportado en varios paises de Europa, Asia, América y
Africa (Poirel et al., 2001; Bogaerts et al., 2010; Barrios et al., 2012; Bebrone
et al., 2013; Garza et al., 2014). En este estudio, se detecté un gen que codifica
para la B-lactamasa con actividad carbapememasa tipo GES-2, con un 96% de
similitud con ges-2. Esta enzima fue descrita por primera vez por Poirel y

colaboradores en 2001.
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La B-lactamasa GES-2, tiene un cambio de aminoacido de glicina por
asparagina en la posicién 170 y tres cambios de aminoacidos en comparacion
con GES-1, su actividad carbapememasa se debe a esta mutacion, que aumenta
su eficiencia catalitica frente a imipenem. Esta sustitucidon se encuentra en el
lazo omega de la enzima B-lactamasa de clase A, que es de primordial
importancia en la actividad catalitica de estas enzimas (Vila y Francesc, 2010).
La capacidad de hidrolisis de esta enzima también se ve favorecida por la
interaccion entre las cisteinas de las posiciones 69 y 238, ya que forman un
puente disulfuro que puede permitir que el sitio catalitico de la enzima se una a
imipenem (Raquet et al., 1997). Por otra parte, algunos residuos de
aminoacidos son propensos a estar involucrados en el aumento de la eficiencia
catalitica de GES-2 (Poirel et al., 2001); por ejemplo, las interacciones quimicas
entre GES-2 y ertapenem ocurren en el sitio catalitico conformado por los
residuos de aminoacidos: &cido glutamico en la posiciébn 166, asparagina 170,
132 y serina 70, mismos que tienen un efecto crucial en la mejora de la actividad

carbapememasa (Stewart et al., 2015: Ho et al., 2015).

El hallazgo del gen que porta la cepa NPall con un 96% de similitud con
ges-2, sugiere que la difusion de resistencia a antibioticos carbapenémicos en el
HNP en P. aeruginosa podria ser a través de cassetts genéticos dentro de
integrones (Piersigilli et al., 2009). Por lo tanto, es muy importante entender la
epidemiologia de estas cepas, a fin de lograr la aplicacion de un programa
hospitalario adecuado para contener y reducir su difusion. Dado que, P.
aeruginosa puede adquirir este mecanismo de resistencia y ser una fuente de
propagacion de ges a otros géneros y especies de bacterias. Sin embargo, la
resistencia a carbapenémicos en P. aeruginosa se puede deber a la expresion

de otros genes, por lo que se sugiere continuar con el estudio de estas cepas.

Por otro lado, a pesar de que el gen que se encontré en la cepa NPall
tiene un 96% de similitud con ges-2, podria tratarse de una nueva variante de
ges, puesto que la secuencia de aminoacidos hallada en la cepa NPall

presentan siete aminoacidos diferentes, con respecto a la secuencia de
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aminoacidos de GES-2 (figura 6). Ademas, el gen ges encontrado en la cepa
NPall tiene un 95% de simititud con ges-13, ges-16 y ges-20, de acuerdo con el
analisis de las secuencias realizado en BLASTn, BLASTp y Clustal Omega. Por
lo que se recomienda realizar una nueva secuenciacion de todo el gen, con la
finalidad de determinar su secuencia completa; realizar su analisis teniendo un
mayor namero de nucleotidos y establecer a qué variante ges es similar en
mayor porcentaje o proponer que efectivamente se trata de una nueva variante

de ges.

Dentro de las limitaciones de este estudio se pueden mencionar que no
hay estudios anteriores de este tipo en este hospital, por lo que se recomienda
continuar haciendo analisis para la detecciéon de B-lactamasas, sobre todo de
aguellas con actividad carbapememasa, en el HNP, con la finalidad de tener una

vigilancia epidemioldgica.
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12.CONCLUSIONES

Urologia fue el servicio del HPN donde se obtuvo el mayor niumero de

aislamientos de P. aeruginosa.

El 40% de las cepas de estudio presentaron resistencia a imipenem y

meropenem.

Las 13 cepas resistentes a carbapenémicos no portan genes de

resistencia imp, vim y gim-1.

Las cepas de estudio no portan MBL del tipo: GIM, IMP y VIM, como

mecanismo de resistencia a los antibidticos carbapenémicos.

El 31% de las cepas resistentes a carbapenémicos portan a ges.

La cepa NPall porta un gen que tiene un 96% de similitud con ges-2.
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13.PERSPECTIVAS

Determinar la CMI de las 13 cepas resistentes IMP y MEM y continuar con

el estudio de la resistencia a nivel molecular de estas cepas.

Secuenciar los productos de las demas cepas que portan ges.

Examinar si las MBL de tipo NDM y SPM estan presentes en las cepas
resistentes a IMP y MEM.

Continuar con el estudio de los mecanismos de resistencia a antibioticos

carbapenémicos en las cepas resistentes a éstos.

Realizar la busqueda de carbapememasas de clase A (KPC) y clase D

(OXA), en las cepas resistentes a carbapenémicos.
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15.ANEXOS

Anexo 1. Informacion de los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
recopilados en el HPN de la ciudad de Puebla

NPalOl | S. DE HX.QX. DE MIELOMENINGOCELE 12A F U
NPa02 | S. DE HX.QX. DE MIELOMENINGOCELE | 9D M CX
NPa03 | S. DE HX.QX. DE MIELOMENINGOCELE | 9D M CX
NPa04 | S. DE TORAX DESPUES DEL ASEO 3A M CE
QUIRURGICO
NPa05 | S. HX.QX. ABDOMINAL 2M M CX
NPa06 | S. HX.QX. DESPUES DEL ASEO 3A M CE
NPa07 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10A F U
NPa08 | S. HX.QX. ABDOMINAL 11A M CX
NPa09 | S. HX.QX. ABDOMINAL 11A M CX
NPal0 | S. DE RODILLA IZQUIERDA 17A M U
NPall | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M U
NPal2 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M U
NPal3 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M UCI
NPal4 | ABSCESO EN HX. ABDOMINAL 4M F U
NPal5 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M UCI
NPal6 | S. DE HX.QX. DE MIELOMENINGOCELE | 8M F U
NPal7 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M CX
NPal8 | S. HX EN CRANEO 2M M CX
NPal9 | LIQUIDO PERITONEAL 18A M MI
NPa20 | ABSCESO LUMBAR DERECHO 3M F MI
NPa2l1l | S. HX.QX. ABDOMINAL 11M M CX
NPa22 | S. HX.QX. ABDOMINAL 10M M CX
NPa23 | S. HX. EN CRANEO 2M M CX
NPa25 | S. DE AMPUTACION DE ORTEJO 12A M U
IZQUIERDO
NPa26 | LIQUIDO PERITONEAL 13A F U
NPa27 | S. DE ULCERA SACROLUMBAR 11A M U
NPa28 | MATERIA FECAL 9M M OH
NPa29 | MATERIA FECAL 9M M OH
NPa30 | MATERIA FECAL 9M M OH
NPa31l | S. DE HERIDA EN PIERNA DERECHA 6A M CE
NPa32 | S. DE HX.QX. ABDOMINAL M M UClI
NPs33 | S. DE HX.QX. ABDOMINAL M M UCl
A: afos, D: dias, M: meses, F: femenino, M: masculino, U: Urologia, MI: Medicina
Interna, OH: Oncohematogia, UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, CE: Unidad
de Quemados, CX: Cirugia, S: Secrecion, HX. QX.: Herida quirurgica.
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Anexo 2. Sitios de unién de los oligonucleétidos GES-F y GES-R con ges-2

ges-2

ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGT CGGAA
AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT
GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT
GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGARAGAATTGACTCA
GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT
CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT
GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGARATTGGCGGACCT
GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA
GAGCCGGAGATGAACGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT
ATGGCACGTACTGTGGCTARAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC
ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAARACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT
CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC
ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG
AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA
CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG

Tamario del gen: 864pb

Tamafio del amplicon: ~864pb

Sitio de unién de GES-F: 1-18pb

Sitio de unién de GES-R: 845-864pb

Se marcan en color amarillo los sitios de unién de los oligonucleétidos.
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