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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo oportunista causante de infecciones
graves y dificiles de tratar debido a que presenta diversos mecanismos de resistencia a
antimicrobianos, como la expresion de diversas enzimas y elementos movilizables como
los integrones, los cuales dificultan el tratamiento en el paciente. El objetivo de este trabajo
fue buscar enzimas plasmidicas de tipo AmpC en cepas de P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos (RC) y estudiar integrones de clase 1 en algunas cepas de P. aeruginosa
RC, provenientes de dos hospitales de México. Se estudiaron 16 cepas de P. aeruginosa
RC provenientes del Centro Médico Nacional (C.M.N.) “20 de Noviembre” de la Ciudad de
México, recibidas durante el periodo del 2009 y 44 cepas de P. aeruginosa RC provenientes
del Hospital Regional I.5.S.S.T.E. de Puebla, recibidas durante el periodo del 2013-2015.
El estudio de la presencia de B-lactamasas plasmidicas de tipo AmpC, se realiz6 en 16
cepas de P. aeruginosa RC del C.M.N. “20 de Noviembre” y en 15 cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, se buscaron los genes blacwy, blamox, blarox, estando
ausentes en las cepas analizadas. Se realizé la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en
las cepas Ps24, Ps35, Ps47, Ps74, Ps95, (provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”);
presentando CMI altas para los antibiéticos evaluados (ciprofloxacino (CIP), gentamicina
(GN), amikacina (AN), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), meropenem (MEM) e imipenem
(IMP)), sin embargo la cepa Ps74 presentd sensibilidad a AN (8 pg/ml), CIP (1 yg/ml) y
MEM (1 pg/ml), y presento sensibilidad intermedia a IMP (4 ug/ml). El estudio de integrones,
se realizé en 44 cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. de Puebla, seleccionadas de
acuerdo a su fenotipo, genotipo de resistencia y mediante campos pulsados (PFGE). Se
amplifico region variable, y se obtuvieron diversos pesos (de 500 a 3000 pares de bases,
aproximadamente). De las 16 cepas del C.M.N. “20 de Noviembre”, tres cepas presentaron
integrones truncos (ausencia del segmento 3’ conservado) y otras tres, ya habian sido
estudiadas. Las otras 10 cepas presentaron integrones con diversos casetes geénicos
(blaoxa-2, aadA1, aadA6, aacA4, gcuD y una proteina hipotética), predominando genes de
resistencia a aminoglucdsidos, relacionados con las altas CMI a GN (>512 ug/mL) y AN
(512 ug/mL) que presentaron algunas cepas. Se encontraron 6 conformaciones distintas de
integrones de clase 1y solo una de ellas ya ha sido reportada, Se identificé el promotor P1
(promotor débil) en los integrones de las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps74, Ps81, Ps94 y
Ps95, mientras que las cepas Ps81 y Ps94 también acarrean en promotor P2 (promotor
fuerte). Es importante destacar la presencia de los promotores ya que nos da una idea del
grado de expresion de los casetes génicos de resistencia a antimicrobianos, los cuales son
de gran relevancia en la clinica, por otra parte y no menos importante, la presencia de
casetes génicos como “gcuD” y de proteinas hipotéticas, empieza a tomar importancia en
la clinica ya que se han relacionado con procesos de supervivencia y adaptacion
bacteriana. Este trabajo pone de manifiesto la variabilidad de casetes génicos que acarrean
los integrones de clase 1, asi como su versatilidad en la diseminacion, resalta la importancia
de conocer los mecanismos de resistencia en cepas hospitalarias, para asi implementar
medidas de contencidn para la resistencia bacteriana.

palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, AmpC plasmidica, integrones, casete génico.



1. INTRODUCCION

Infeccion intrahospitalaria, es un concepto que ha evolucionado recientemente a ser
llamadas infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS), representan un problema de
salud publica y son un indicador de la calidad de la prestacidn y gestion del servicio. Estas
infecciones, tienen un origen multifactorial, que esta dado por los 3 componentes que
forman la cadena de la infeccidn, a saber: los agentes infecciosos, el hospedero y el medio
ambiente. En los agentes infecciosos hay que tener en cuenta su origen, sus atributos para
producir enfermedad, la estabilidad de su estructura antigénica, asi como su capacidad de
resistencia multiple a los antimicrobianos. En el caso de las bacterias, esta ultima propiedad
se pone mas de manifiesto por la presencia de una serie de elementos genéticos de origen
tanto cromosomal como extracromosomal, que las hacen adquirir resistencia a los

antimicrobianos (Alvarez, 2010; Nodarse, 2002).

La multirresistencia antimicrobiana ha emergido como un problema sanitario mundial que
requiere de maxima atencion. En 2014, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publico
su primer informe global sobre las amenazas de la resistencia a los antibioticos, y en los
ultimos anos, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA, por sus siglas
en inglés Infectious Diseases Society of America), definio6 ESKAPE a seis microorganismos
como patogenos de alta prioridad por representar problemas clinicos o de salud publica
relevantes y no contar con nuevas moléculas en desarrollo para su tratamiento. Los
incluidos fueron: Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, Klebsiella pneumoniae y otras enterobacterias productoras de (-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii,
y Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, algunos autores cambiaron el término anterior
por "ESCAPE" (E. faecium, S. aureus, C. difficile, A. baumannii, P. aeruginosa y
Enterobacteriaceae spp.), para resaltar la importancia de Clostridium difficile e incorporar
no solo a Enterobacter spp. sino también a otras Enterobacteriaceae spp. (Escherichia coli
y Proteus spp.) (Abdo, 2014; Labarca y Araos, 2009; Zilahi et al., 2016).

P. aeruginosa es una bacteria gramnegativa, ubicua, no fermentadora, que pocas veces
forma parte de la microbiota del ser humano. La capacidad de sobrevivir en medios con
nutrientes minimos y tolerar una variedad de condiciones fisicas le ha permitido persistir

tanto en la comunidad como en los hospitales; en estos ultimos es considerado uno de los



patdgenos oportunistas mas importantes en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI),
asociado frecuentemente a infecciones de tejidos blandos, neumonias, bacteriemia y

meningitis, especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Diaz et al., 2009).

P. aeruginosa presenta un desafio terapéutico serio para el tratamiento de las infecciones
adquiridas en la comunidad y nosocomiales, y la seleccion del antimicrobiano adecuado
para iniciar el tratamiento es esencial para optimizar el resultado clinico.
Desafortunadamente, la seleccion del antimicrobiano mas adecuado se complica por la
capacidad de P. aeruginosa de desarrollar resistencia a multiples clases de
antimicrobianos, incluso durante el curso del tratamiento de una infeccidn. Los
antimicrobianos con efecto antipseudoménico comprenden aminoglucésidos (amikacina,
gentamicina), cefalosporinas de 3" (ceftazidima, cefoperazona) y 4 generacion (cefepime),
monobactamicos (aztreonam), carbapenémicos (imipenem, meropenem), fluoroquinolonas
(ciprofloxacina) y penicilinas de amplio espectro (ticarcilina, carbenicilina, ticarcilina/acido
clavulanico, piperacilina, piperacilina/tazobactam, mezlocilina) (Lister et al., 2009;

Zambrano y Herrera, 2004).

1.1 Mecanismos de resistencia.

P. aeruginosa puede desarrollar resistencia a los antimicrobianos, ya sea a través
de la adquisicidn de los genes de resistencia en elementos genéticos moviles o a
través de procesos mutagénicos que alteran la expresion y/o funcion de los

mecanismos cromosomicamente codificados (Lister et al., 2009).

La resistencia adquirida a los carbapenémicos resulta de la presencia de distintos
mecanismos, que incluyen la inactivacion enzimatica y la disminucion de la
concentracion del antimicrobiano. La importancia de cada mecanismo de resistencia
es variable y en muchos casos coexisten mas de un mecanismo (Santella et al.,
2011).

La inactivacion enzimatica esta mediada por la sobre-expresion de enzimas de tipo
AmpC o por la produccién de carbapenemasas. P. aeruginosa posee una
cefalosporinasa AmpC cromosémica inducible que es parte de la clase molecular C.
Usualmente esta enzima se expresa en niveles basales y confiere resistencia a

cefalosporinas de tercera generacion, cefamicinas (cefoxitin y cefotetan), aztreonam



e inhibidores de B-lactamasas. Sin embargo, la produccion de esta enzima se puede
incrementar por la inducciéon o desrepresion del gen ampC. La sobreexpresion a
través de la induccién ocurre durante la exposicion de la bacteria a p-lactamicos e
inhibidores como cefoxitin, imipenem y acido clavulanico, siendo un proceso
reversible después de remover el agente inductor. Mientras que Ia
des-represion se produce cuando alguna de las proteinas involucradas en la
regulacion de su expresion se ve alterada por mutaciones cromosomicas, haciendo
que la cefalosporinasa se produzca de forma constitutiva en altos niveles, aun, en la
ausencia de un p-lactamico inductor (Diaz et al., 2009; Santella et al., 2011)

(Figura 1).

Por otro lado, desde 1989 se han reportado en aislados nosocomiales y no
nosocomiales de todo el mundo, enzimas de tipo AmpC plasmidicas (pAmpC). Las
enzimas de tipo pAmpC se han agrupado en ocho grupos, incluyendo mas de 90
alelos de CMY, 10 variantes de FOX, 8 variantes de DHA y MOX, 5 de MIRy el ACC,
y CFE-1y LAT- 1 (http://www.lahey.org/Studies/) (Cejas et al., 2012; Jacoby, 2009).

Una gran variedad de elementos genéticos han estado implicados en la movilizacion
de estas enzimas en plasmidos. La secuencia de insercién ISEcp1 (o versiones
truncadas de los mismos) se asocia con muchos alelos de CMY incluyendo CMY-2,
CMY-4, CMY-5, CMY-7, CMY-12, CMY-14, CMY-15, CMY-16, CMY-21, CMY-31 y
CMY-36, asi como las p-lactamasas ACC-1 y ACC-4. Otros genes se encuentran
adyacentes a la secuencia de insercion ISCR1 que participa en la movilizacion de

genes, por lo general, en integrones de clase 1 (Jacoby, 2009) (Figura 2).
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Figura 1. Sistema de expresion y represion del gen ampC. 1: los 1,6 anhidromuropéptidos (1,6
amp) ingresan al citoplasma a través de la permeasa AmpG. 2: una vez en el interior se unen al
activador transcripcional AmpR iniciandose la transcripcion del gen ampC. 3: se produce la
enzima AmpC. 4: sistema represor; la amidasa AmpD escinde a los 1,6 amp hasta péptidos y
acido 1,6 anhidromuramico (acido 1,6 am). 5: los péptidos son reusados para la formacion de
UDP-N-acetilmuramilpentapéptido (UDP-Nampp), el cual se une a AmpR, bloqueandolo. En

consecuencia, se reprime la transcripcion del gen ampC (Tomado de Martinez, 2009).
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Figura 2. Entorno genético de enzimas de tipo pAmpC. A. CMY-2 encontrada en Salmonella entérica
serovar Newport. B. CMY-9 encontrada en E. coli. C. CMY-13 encontrada en E. coli. D. DHA-1

encontrada en Salmonella enteritidis (Modificado de Jacoby, 2009).

Otras p-lactamasas con actividad carbapenemasa, son las p-lactamasas de clase A
y se dividen en cinco grupos, de los cuales soélo se han descrito enzimas GES y KPC
hasta la fecha en P. aeruginosa. Las carbapenemasas tipo KPC se describieron por
vez primera en K. pneumoniae, y se han ido detectando periédicamente y en
diferentes variantes. En P. aeruginosa han sido detectadas soélo dos variantes:
KPC-2 en una cepa clinica en Colombia, y KPC-5, en Puerto Rico. Por otra parte,
aunque todas las enzimas GES son p-lactamasas de espectro extendido, tres de
ellas también muestran actividad razonable frente a los carbapenémicos (GES-2,
GES-4 y GES-5). En P. aeruginosa se han detectado las variantes GES-2 y GES-5,
siempre de codificacién plasmidica insertados en integrones (Nicolau y Oliver, 2010;
Poole, 2011).



Otro grupo de enzimas son las llamadas carbapenemasas de clase B o MfL. Las
MpBL 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. En
P. aeruginosa VIM-2 es la ML mas diseminada y asociada a elementos moviles
como casetes génicos, los cuales estan insertados en integrones de clase 1 (Diaz et
al., 2009).

Las p-lactamasas tipo OXA se detectan, sobre todo, en A. baumannii, habitualmente
como casetes génicos en integrones situados en plasmidos o transposones, aunque
también, en ciertos casos, asociadas a secuencias de insercion. La primera OXA con
actividad carbapenemasa fue descrita en 1993 en una cepa de A. Baumannii, la cual
en un inicio se le denomino ARI-1 y, posteriormente fue renombrada como OXA-23.
Este tipo de enzimas también se han encontrado en P. aeruginosa (Nicolau y Oliver,
2010).

Como se ha descrito anteriormente, P. aeruginosa tiene la capacidad de expresar
una gran variedad de enzimas codificadas por genes que se encuentran en el
cromosoma de la bacteria o en elementos extracromosdmicos. La mayoria de estas
enzimas se incluyen en el grupo de las p-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
oxacilinasas, carbapenemasas y las p-lactamasas de tipo AmpC, que en general
hidrolizan a los antibidticos p-lactamicos; sin embargo, hay otro grupo de enzimas
que lo conforman las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMA), de las que
se conocen 3 grupos en funcion del tipo de reaccién quimica por la que modifican a
estos antibidticos (Diaz et al., 2009; Martinez-Martinez, 2006):

» Aminoglucésido-acetiltransferasas (AAC), que acetilan grupos amino utilizando
como cofactor la acetilcoenzima A. La acetilacion se puede llevar a cabo en
cualquiera de los grupos amino en las posiciones 1, 2, 3, 6' y 2' de los
aminoglucodsidos. Las familias de enzimas 3-N-aminoglucésido acetiltransferasa
[AAC(3)] con las subfamilias AAC(3)-1 y AAC(3)-Il, y la 6'-N-aminoglucésido
acetiltransferasa, [AAC(6')] subfamilias ACC(6')-l y AAC(6')-Il, son las mas
frecuentemente asociadas a la resistencia de aminoglucdésidos en aislamientos
de P. aeruginosa (Diaz et al., 2009; Mella et al., 2004).



» Aminoglucésido-adeniltranferasas (AAD), enzimas  conocidas como
nucleotidiltransferasas (ANT), adenilan ciertos grupos hidroxilos. La adenilaciéon
en aminoglucdsidos como estreptomicina y gentamicina en aislamientos de
P. aeruginosa se realiza por medio de nucleotidiltransferasas, cuyo representante
es la enzima ANT(2")-l, que inactiva a gentamicina y a tobramicina. Otras
enzimas como la ANT(3") da resistencia a estreptomicina, y ANT(4')-Il da
resistencia a amikacina, tobramicina e isepamicina (Diaz et al., 2009; Mella et al.,
2004).

» La inactivacion de los aminoglucdsidos también se puede realizar por procesos
de fosforilacion llevados a cabo por las fosfotransferasas, enzimas que modifican
el 3'-OH de estos antibidticos. Varias enzimas APH(3') han sido descritas en
P. aeruginosa. La enzima APH(3')-VI que confieren resistencia a amikacina e
isepamicina, la APH(2") que confiere resistencia a gentamicina y a tobramicina,
y las APH(3')-l y Il; estas dos ultimas son las predominantes en aislamientos
clinicos resistentes a kanamicina y a neomicina (Diaz et al., 2009; Mella et al.,
2004).

Por otro lado, la disminucion de la concentracidn del antimicrobiano en el periplasma
puede deberse al déficit en la expresion de proteinas de la membrana externa, OprD,
0 a la sobreexpresion de sistemas de eflujo de tipo MexAB-OprM y MexXY-OprM,

habitualmente expresados en los aislados de P. aeruginosa (Santella et al., 2011).

Una de las porinas mas estudiadas en P. aeruginosa es la porina OprD, ya que
parece servir como portal de entrada preferido para los carbapenémicos, y la pérdida
de la funcién de la porina OprD en la membrana externa disminuye significativamente
la susceptibilidad a los carbapenémicos disponibles en P. aeruginosa. Sin embargo,
el impacto de la deficiencia de la porina OprD en la potencia de estos
carbapenémicos no siempre incrementa las concentraciones minimas inhibitorias por
encima del punto de interrupcion susceptible, y mecanismos de resistencia
adicionales (bombas de eflujo y/o carbapenemasas) pueden ser necesarios para

proporcionar la resistencia a los carbapenémicos (Lister et al., 2009).

Mientras que la pérdida de porinas como OprD, representa una barrera eficaz para

evitar el ingreso del farmaco en la célula bacteriana, una disminucién en la
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acumulacion de drogas también se puede lograr a través del exporte activo de
bombas asociadas a la membrana. Estas bombas son estructuras proteicas capaces
de expulsar del citoplasma, y del periplasma bacteriano, compuestos toxicos para la
bacteria, como los antibiéticos. La expresion de estas bombas puede ser permanente
(expresion constitutiva) o intermitente (expresion que puede inducirse). Estas
bombas son consideradas el mecanismo principal de resistencia intrinseca a los
antimicrobianos en P. aeruginosa. Los sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN y MexXY, son los mas importantes en P. aeruginosa, siendo
MexAB-OprM la primer bomba descrita en este microorganismo y es capaz de
expulsar una gran cantidad de antimicrobianos entre las que se encuentran
fluoroquinolonas, macrdlidos, cloranfenicol, tetraciclinas y sulfonamidas, pero en
especial p-lactamicos como: carboxipenicilinas, aztreonam, ceftazidima, cefotaxime;
y carbapenémicos como meropenem y panipenem, pero no imipenem (Diaz et al.,
2009; Lister et al., 2009; Suarez et al., 2006).

También es habitual que las cepas multirresistentes de P. aeruginosa sean
resistentes a las quinolonas, lo que depende de las ya mencionadas bombas de
expulsion y de otro mecanismo de resistencia el cual se encuentra relacionado con
mutaciones en los genes gyrA y parC, que codifican la subunidad A de la
topoisomerasa Il (ADN girasa) y IV, respectivamente. Ademas, P. aeruginosa es
capaz de adquirir nuevos determinantes de resistencia mediante transferencia
horizontal. Entre los determinantes adquiridos, normalmente en forma de casetes
genicos situados en integrones y a su vez localizados en transposones o plasmidos
que permiten su movilidad, destacan las p-lactamasas, incluyendo las de espectro
extendido (BLEE) y las carbapenemasas, pero también las EMA (Lambert, 2002;
Martinez-Martinez y Calvo, 2010; Nicolau y Oliver, 2010).

1.2 El papel de los integrones en la resistencia antimicrobiana.

Los integrones por si solos no son maviles; por el contrario, logran la movilidad
solamente cuando estan vinculados a un elemento genético movil. Todos los
integrones estan compuestos por tres componentes principales: un promotor
orientado para la expresion de los genes capturados (P., P2), un sitio de
recombinacion primario (att/) situado rio abajo del promotor y un gen que codifica
para la integrasa (intl), el cual tiene su propio promotor (Pint) (Carattoli, 2001; Di
Conza y Gutkind, 2010; Kung et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de un integron (Tomada de Di Conza y Gutkind, 2010).

La integrasa, que pertenece a la familia de las tirosina-recombinasas, es la que
cataliza la recombinacién entre las secuencias especificas. Es por ello que las
bacterias que poseen integrones tienen la posibilidad de incorporar genes que se
encuentran en el citoplasma bacteriano bajo la forma de casetes génicos (CG) (Di
Conza y Gutkind, 2010).

Los integrones se han definido con base a la homologia de las proteinas de la
integrasa (40-60% de identidad de aminoacidos). Los integrones de clase 1
representan la estructura mas comun y se caracterizan por la presencia de dos
segmentos conservados, el segmento 5' conservado (5-CS) y el segmento
3' conservado (3'-CS). El 5'-CS contiene el gen intl1, el sitio att/1 y el promotor,
mientras que el extremo 3'-CS codifica el gen sul1, que confiere resistencia a
sulfonamidas y el gen gacEA1, que confiere resistencia a los compuestos de amonio
cuaternario utilizados como desinfectantes. Al analizar detalladamente el segmento
3’-CS se observa que el gen gacEA1 es una forma trunca del gen gacE fusionado
con un segmento no relacionado que codifica 21 aminoacidos y aun con el truncado,
el gen parece funcionar parcialmente como proteina exportadora de multiples
drogas, ya que aislamientos que contienen el gen gacEA1 son resistentes a bajos
niveles de colorantes y a sales de amonio cuaternario. Estos segmentos
conservados flanquean un segmento variable, tanto en términos de longitud y
secuencia, en donde se integran los CGs de resistencia a antibidticos,
particularmente. Los integrones de clase 1 son los mas frecuentes, seguidos de los
integrones de clase 2; asociados a transposones de la familia de Tn3 y Tn7,
respectivamente (Bennett, 2008; Carattoli, 2001; Coque, 2005; Di Conza y Gutkind,
2010) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de un integron de clase 1 (Tomada de Carattoli, 2001).

Los integrones de clase 2, tienen una region 5°-CS tipica con las particularidades
correspondientes a esta clase (intl2, attl2) y contienen tres CGs integrados: dfrA1
(resistencia a trimetoprim), sat2 (resistencia a estreptomicina) y aadA1 (resistencia
a espectinomicina y a estreptomicina) adyacente al gen de la integrasa defectuosa
(intl2) y, finalmente, un marco de lectura abierto, orfX, de funcién desconocida.
Mientras que en la regién 3'-CS esta compuesta por 5 genes (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD
y tnsE) involucrados en la transposicion (Carattoli, 2001; Di Conza y Gutkind, 2010)
(Figura 5).

intl2” attl2 dfrAl  sat2 aadAl orfX tnsE tnsD tnsC  tnsB  tnsA
I » NN SN
a ) ) ) Hddldeas

Figura 5. Estructura de un integron de clase 2 (Tomada de Di Conza y Gutkind, 2010).

En los integrones de clase 3, el gen de la integrasa (int/3) muestra una identidad del
60.9% con el gen int/1 a nivel de aminoacidos, con sitios de recombinacién atipicos.
Una cuarta clase de integrén, que alberga cientos de CGs (asociados a multiples
funciones adaptativas) y asociado con el gen de la integrasa intl4, se ha descrito en
el cromosoma de Vibrio cholerae. Se encontrd un "integron isla" que consiste en
secuencias agrupadas repetidas separados en la mayoria de los casos por un unico

marco de lectura abierto (Carattoli, 2001; Coque, 2005).

La estructura de un CG esta compuesta por dos componentes funcionales: una
secuencia codificante, generalmente carente de promotor propio, flanqueada por
secuencias palindrémicas no perfectas, que participan activamente en la
recombinacion sitio especifica. En los CGs de resistencia a antibidticos, esta
estructura es conocida como elemento de 59-bases (59-be) o, segun su

nomenclatura mas moderna, como secuencia “attC”, esta secuencia difiere tanto en
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secuencia y longitud. El tamafio de los CGs es considerablemente variado y depende
de la proteina que codifique y aunque estos se encuentran integrados y forman parte
de un integrén o se ubican en alguna otra localizacion no especifica, pueden existir
libres como moléculas de ADN circular, cerradas de modo covalente (Figura 6).
Hasta siete diferentes CGs se han descrito dentro de un unico integrén de clase 1y
se conocen entre 50 — 60 CGs de resistencia. Los CGs de resistencia a antibidticos
mas recientemente identificados incluyen los que codifican a las ML IMP y VIM, que
confieren resistencia a imipenem y meropenem. Sin embargo, también hay CGs que
confieren resistencia a muchos antibidticos diferentes, incluyendo los
aminoglucodsidos, cefalosporinas, cloranfenicol, penicilinas y trimetoprim (Tabla 1).
Ademas, se han identificado varios marcos de lectura abiertos con funcion
desconocida. Estos CGs identificados en la resistencia movil de integrones, los
cuales codifican para proteinas de funcion hasta ahora desconocida, se
denominaban “ORF”, sin embargo en el 2009, se propuso el término “gcu” (por sus
siglas en inglés: gene cassette of “unknown function”), para denominar al CG de
funcién desconocida, pero que tienen un sitio attC (Carattoli, 2001; Di Conza y
Gutkind, 2010; Partridge et al., 2009) (Tabla 1).

59-be o0 attC

Figura 6. Casete génico de resistencia (Tomada de Di Conza y Gutkind, 2010).
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Tabla 1. Casetes génicos de resistencia a antibiéticos y de funcién desconocida.

Numero de acceso Numero de acceso

GEn (GenBank) i e (GenBank) B
2aCA 1 AF047479.2 18 oA Ul2441.2 59
aacAd U59183.1 72 gcuC AF455254 1 60
aacC1 U90945.1 109 gcuD M95287.4 60
aacC4 AF318077 1 108 gcuD1 DQ278189. 1 60
aadAla X12870.1 60 gcuE U12338.3 60
2adAG AF140629 1 60 gcuES EU434616 1 60
aadB L06418.4 60 gcuF 2216721 60
aphA15 Y18050.2 108 gcuFT FJ207466.1 60

gesT AF355189 1 110 gcuH AF047479.2 86

veb1 AF010416 1 133 gcul AF047479.3 77

imp1 D50438.1 127 gou AF047479.4 74
imp18 EF184215.1 135 gcuN AJ223604.1 75

vim1 Y18050.2 81 gcuO AJ251519 1 76
vim13 EF577407.1 99 gcuP U90945 1 70

gim1 AJG20678 1 56 gcuQ U90945 1 69

sim1 AY887066.1 88 geut AF318077 1 117

oxa2 M95287 4 70 gcu? AY139592.1 88
oxal0 U37105.2 11 gcu3 AY139600.1 72
catB2 AJ487034 1 72 geud AJ536835 1 102
catB9 AF462019 1 128 gcuba AY220520.1 91
cmiAT U12338.3 70 gcub AB113580.1 78
cmIA8 EU182575.1 70 gcu7 AJB34050 2 60
dfrA7 X58425 1 134 gcusa AJ704863.3 60
dfrA27 EU678897.1 82 gcu9 AJ784256 1 76

sat2 X15995 1 60 gcul0 AJ786649.2 73
qacE U67194.4 141 geut AB195796.1 71

qack AF034958 3 60 geut? AJB71915 1 60
smrd AF406792.1 62 gcut3 AY907717.1 56
smr2 AY260546.3 60 gould DQ236170.1 85

aar2 AF078527 1 114 geuts DQ278188.1 69

aars EF660563.1 60 gcut6 DQ278190.1 114
ereA 1 AY183453.1 57 goul? DQ361087.2 61
ereA2 AF099140 1 57 gculs AM237806.1 132

inF AJ561197.2 58 gcut9 AM237806.1 72

inG DQ836009.1 58 gcu20 DQ520941.1 90

fosF AY294333.1 93 gou2d DQ522237.1 85

fosH DQ342344 1 58 gcu2? DQ533990.1 72

qnrVCi EU436855.1 126 gcu23 DQ533990.1 72
qnrVC2 AB200915.1 129 gou24 DQ533990.1 72

Informacién tomada de Partridge et al., 2009.

Durante la ultima década, los avances en la secuenciacion del ADN han ampliado el
alcance de los estudios gendmicos, conduciendo al descubrimiento de integrones
cromosodmicos en genomas de bacterias, tales como V. cholerae que lleva hasta 200
CGs y que codifican para proteinas con funciones en su mayoria desconocidas. En
2016, unos investigadores realizaron la busqueda bioinformatica de diversos “ORF”,
sus resultados mostraron que un total de 42 CGs tenian homologia con una variedad

de proteinas putativas (Oliveira-Pinto et al., 2016) (Tabla 2).

12



Tabla 2. Relacién entre casetes génicos de funcion desconocida con proteinas putativas.

Tamano

Numero de acceso

ORF (aa) Homologia (e-value) Organismo (GenBank)
50 Dihidroorotato deshidrogenasa 2 Methylobacterium npdu/ans YP_002499706
(2e-04) (Proteobacteria)
74 Arilsulfatasa (1e-10) Pseudomonas putida NP_943152
(Proteobacteria)
Regulador transcripcional de la Conexibacter woesei
75 familia LuxR (0.19) (Actinobacteria) YP_003395618
80 Proteina hipotética GTP1/0BG Uncultured crenarchaeote ABZ08675.1
(8e-18) (Crenarchaeota)
101 Fructosamlna/ketosamlna-3- Rhodothermgs marinus YP_004825172
cinasa (2e-16) (Bacteroidetes)
Lipoproteina asociada a .
165 peptidoglicano (0.26) Pantoea sp. (Proteobacteria) ZP_ 10554743
169 Proteina h'p‘zge;ﬁ%)PE%—OSO% Moritella sp. (Proteobacteria) ZP 01899591
Proteina hipotética PMI38_02963 Pseudomonas sp
201 (5e-49) (Proteobacteria) ZP_10603583
208 Proteina hipotética mlI3391 (3e- Mesorh/zob/um loti NP 104507
05) (Proteobacteria) -
224 Glicosil hidrolasa (1e-59) Algoriphagus sp. 7P 07720449
(Bacteriodetes)

Informacién tomada de Oliveira-Pinto et al., 2016.

Como se mencion6 antes, los CGs a menudo sélo contienen un marco de lectura
abierto y un sitio de recombinacion attC. Esto significa que se basan en un promotor
para la expresion externa. La expresion de estos genes de resistencia a antibidticos
esta bajo el control transcripcional del promotor P, (inicialmente llamado P1 o Pant)
presente en la region 5’-CS del integron, ya que todos los casetes estan integrados
en la misma orientaciéon. Se ha estudiado en detalle el promotor P de los integrones
de clase 1y se han encontrado 4 variantes de este promotor en integrones presentes
en aislamientos clinicos. Cada una de estas variantes posee diferente fuerza
promotora, lo que confiere diferentes niveles de resistencia ante la presencia del
mismo gen codificante (Tabla 3). En un subgrupo de integrones de clase 1 se ha
originado un segundo promotor, P2, por insercion de tres residuos de G entre los
motivos preexistentes —10 y —35. Cuando P2 esta presente y es activo, su fuerza es
mayor que la de todas las versiones de P, excepto P. fuerte. Frecuentemente, P2
activo esta asociado con P débil y, en este caso, P2 es el principal responsable de
la expresion de los genes de resistencia en integrones de clase 1 en diferentes

microorganismos (Di Conza y Gutkind, 2010; Gillings, 2014).
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Tabla 3. Regiones promotoras descritas en los integrones clase 1.

Promotor Pc

N° de acceso

Frecuencia (%)

e -35 pb 10 Fr (GenBank)

Fuerte TTGACA 17 TAAACT ++++ U12441 24.3
Hibrido 1 TGGACA 17 TAAACT ++ M95287 28
Hibrido 2 TTGACA 17 TAAGCT ++ U13880 4.4

Débil TGGACA 17 TAAGCT + U49101 41.7

Fuerza Promotor P2 N° de acceso Frecuencia (%)

-35 pb -10 Fr (GenBank)
Activo TTGTTA 17 TACAGT +++ U42226 8.7
Inactivo TTGTTA 14 TACAGT - DQ31578 0.6

Se indican las secuencias de las regiones promotoras —10 (también llamada Pribnow box) y =35, y el
tamano del espacio que las separan (en pb). La fuerza relativa (Fr) de los promotores frente a la version
fuerte de Pc esta representada como: ++++, 100% de actividad; +++, 20-50%; ++, 10%; +, menos del
10%; -, sin actividad.

Informacién tomada de Di Conza y Gutkind, 2010; Jové et al., 2014.

Otra region importante de los CGs, son las regiones attC, las cuales difieren
considerablemente en su secuencia y su tamafo (Tabla 1), desde unos 51 pb hasta
141 pb, y si bien son heterogéneas entre ellas, muestran caracteristicas en comun.
Comparten una region de aproximadamente 25 pb a cada extremo que conforman
las secuencias consenso, las que estan repetidas e invertidas en forma imperfecta
una respecto de otra, y cada una de ellas comprende un par de dominios de unién a
la integrasa. Las secuencias mas conservadas de los sitios de recombinacion attC
son heptameros denominados “sitios core”, los cuales se muestran como secuencias
palindrémicas. Uno de ellos, cuya secuencia consenso es GTTAGGC o GTTRRRY
(R = purina, Y = pirimidina), esta localizado rio arriba del CG integrado, y el otro sitio
denominado core inverso, identificandolo con la secuencia consenso GCCTAAC o
RYYYAAC, queda ubicado rio abajo del gen (Figura 7). Las diferencias entre ambas
regiones aseguran que los CGs se inserten en la orientacion que permita su

expresion (Di Conza y Gutkind, 2010).

intl1 B0 aacA4 “qgacF ). cmlA2 ). oxa9 - ¢
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sitio core inverso sitio core

Figura 7. Sitio de recombinacion attC (Modificado de Mazel, 2004).
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Debido a su capacidad para capturar y asegurar la expresion de multiples CGs de
resistencia, los integrones son contribuyentes dominantes, particularmente en el desarrollo
de cepas de P. aeruginosa resistentes a multiples farmacos. En P. aeruginosa, la mayoria
de los integrones pertenecen a la clase 1, en el que los CGs de resistencia a antibidticos

son particularmente los mas comunes (Kung et al., 2010).
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Antecedentes generales.

Segun la Sociedad Americana para las Enfermedades Infecciosas, al menos en
Estados Unidos, las infecciones adquiridas en el hospital, afectan a mas de 2
millones de personas, causando la muerte a 100 mil personas aproximadamente y
con un costo estimado entre los 21 y los 34 billones de dolares anualmente

(Cornejo y Ramirez, 2010).

En los Estados Unidos de Ameérica, P. aeruginosa es uno de los patdgenos
hospitalarios mas comunes y es el segundo agente patogeno mas comun aislado de
pacientes con neumonia asociada a la ventilacidon mecanica. En México, entre 1997 y
2002, la tasa de infecciones nosocomiales crecid de 1 a 4.5 casos por cada 100
egresos hospitalarios. Son mas frecuentes en nifios menores de un afno y en adultos
mayores, tienen un impacto directo en la mortalidad hospitalaria y el riesgo de morir
es dos veces mayor cuando un enfermo adquiere un proceso infeccioso en el hospital
(Aguilar et al., 2004; Gellatly y Hancock, 2013).

P. aeruginosa sigue siendo uno de los patdégenos mas importantes en el medio
hospitalario y no solo es naturalmente resistente a muchos antimicrobianos, sino que
también tiene la capacidad distintiva a través de multiples mecanismos para hacerse
resistente a practicamente todos los antibiéticos disponibles comercialmente (Xu et al.,
2009).

La produccion de B-lactamasas constituye el mecanismo principal de resistencia a
B-lactamicos en bacterias gramnegativas. La resistencia a las 7-a-metoxi y
oxiiminocefalosporinas surgié inicialmente en organismos como E. cloacae,
C. freundii, S. marcescensy P. aeruginosa, que sobreprodujeron la B-lactamasa AmpC
cromosomica. A finales de los 80’s, tanto la resistencia a cefamicinas y a
oxiiminocefalosporinas surgid entre especies de enterobacterias que carecen de la
B-lactamasa AmpC cromosémica inducible, y poco después se comprobd que los
genes ampC codificados en plasmidos eran responsables de este perfil de resistencia,
ademas, en una cepa con disminucién en la permeabilidad de la membrana externa,
tales enzimas pueden proporcionar también resistencia a los carbapenémicos, como

se ha observado con aislados clinicos de K. pneumoniae durante un brote en Nueva
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York y en aislados individuales de E. coli en Reino Unido y de K. pneumoniae en
Suecia (Cejas et al., 2012; Philippon et al., 2002).

Las enzimas pAmpC se han descrito en todo el mundo. Se han encontrado en Africa
(Argelia, Tunez), Asia (India, Japon, Pakistan, Corea del Sur), Europa (Francia,
Alemania, Grecia, ltalia, Suecia, Reino Unido), Medio Oriente (Arabia Saudita),
Estados Unidos, América del Sur y Centroamérica (Argentina, Guatemala). Al igual
que con las cepas productoras de BLEE como SHV-2 o SHV-5, los viajes y la
transferencia de pacientes ha permitido la importacién de CMY-2 de Pakistan al Reino
Unido y de Argelia a Francia, CMY-4 de la India a Suecia, de FOX-2 de Guatemala a
Alemania, de ACC-1 de Tunez a Francia, y de MOX-2 de Grecia a Francia. Las
B-lactamasas CMY han sido las mas reportadas en todo el mundo en bacterias
gramnegativas tanto de origen nosocomial y comunitario, siendo CMY-2 la mas
prevalente en enterobacterias (Cejas et al., 2012; Philippon et al., 2002; Seral et al.,
2012).

Los plasmidos que transportan genes codificantes para este tipo de enzimas pAmpC,
a menudo llevan otros genes de resistencia, incluyendo genes de resistencia a
aminoglucoésidos, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim. Muchos
genes de resistencia, incluyendo las p-lactamasas de clase A, B, y D de Ambler, estan
localizadas en CGs con el elemento 59-bases, el cual actia como un sitio de
recombinaciéon especifica para su incorporacion en los integrones. El analisis de las
secuencias publicadas indica que los genes de las enzimas de tipo pAmpC no estan
ligados al elemento 59-bases. Sin embargo, los genes estructurales y reguladores de
DHA-1 en el plasmido pSAL-1 estan presentes en un integron que incluye una
integrasa sitio-especifico, dos copias de los genes qacE1/sul1, el gen aadA2
(resistencia a aminoglucésidos) con su elemento 59-base, y un ORF341 (Figura 8).
Verdet et al., identific6 una secuencia de 50 pb cerca del gen blapna-1, l1a cual es
practicamente idéntica a la que esta cercana a los genes blarox-4, blacmy-1, blacuy-s Yy
blawox-1. Dicha secuencia podria representar un sitio de recombinacion diferente al

elemento 59-bases (Philippon et al., 2002).
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Figura 8. Integrén portador del gen blapya-1 (Modificado de Philippon et al., 2002).

Los integrones son piezas genéticas que se descubrieron a principios de la década de
los afos 80’s (Sabaté y Prats, 2002). Y desde entonces, estas estructuras, se han
encontrado en diversas partes del mundo. Segun la base de datos INTEGRALL se han
reportado mas de 1000 estructuras diferentes de integrones clase 1, en donde se
pueden observar la gran variabilidad de CGs involucrados en la resistencia
antimicrobiana y algunos de funcién aun desconocida. (http://integrall.bio.ua.pt) (Tabla
4).

En Brasil, realizaron una investigacion con el propésito de verificar la presencia de
integrones en 106 aislados de P. aeruginosa y reportaron un frecuencia del 41.5% de
integrones de clase 1y el gen con mayor frecuencia fue aacA4 con 69.0% (Fonseca
et al., 2005). En Africa se informé que lo genes involucrados en la resistencia de
P. aeruginosa formaban parte de la estructura de un integrén de clase 1 (Labuschagne
et al., 2008). En Malasia se realizoé la busqueda de integrones de clase 1 en 48
aislamientos clinicos de P. aeruginosa, provenientes de 6 hospitales; los
investigadores reportaron que el 68.75% de las cepas fueron multirresistentes y el
19.0% contenian integrones de clase 1, ademas demostraron que la mayoria de los
aislamientos eran genéticamente diversos (Lim et al., 2009). Otro estudio informé un
integrén de clase 1 que contenia los genes blayv-2, @aacA7, aacA4, aadA1y arr6, en 35

cepas de P. aeruginosa aisladas de un hospital de Tunez (Hammami et al., 2010).

En México, un estudio realizado en el Hospital Civil de Guadalajara y en el Hospital
Infantil de Morelia identificaron aislamientos de P. aeruginosa con los genes blawp-15y
blap-1s, los cuales estaban presentes en integrones de clase 1 (In95 e In96)
respectivamente (Garza et al., 2008). Otro estudio realizado en México, lograron
identificar 3,536 aislamientos de P. aeruginosa y se encontrd un integrén de clase 1
(In196), el cual era portador del gen blayiu-2 (Garza et al., 2009). En 2010 en el Centro

Médico Nacional La Raza, en la Ciudad de Meéxico, se describié al gen
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blap-1s €n un nuevo integron de clase 1 (asignandole el niamero In169, por el
INTEGRALL) en un aislamiento clinico de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos

obtenido de un paciente de este centro; (Sanchez et al., 2010).

Tabla 4. Integrones de clase 1 reportados en la base de datos INTEGRALL.

Numero de

o o
asi';n;j;én acceso N(;(gse CGs Pais Ano
(GenBank)
In0 U49101 0 Canada 1992
In1 M95287 4 blaoxa2, aadA1, blaoxa2, gcuD Australia 1987
In2 AF071413 1 aadAla U.K. 1983
In3 U12441 2 dfrB2, gcuA Suecia 1988
In4 HM804085 4 aacC1le, gcuE, aadA2, cmIA1 Australia 2011
In5 U38230 1 aacA2 Australia 1994
In6 L06822 2 aacA4, aadA2 Australia 1993
In7 L06418 1 aadB Australia 1986
In8 AJ009819 2 blaoxa2, aadA1b Canada 1987
In9 X13725.1 2 blaoxa-2, gcuD Alemania 1989
In10 X12618 3 aadB, aacA2, aadA1b Alemania 1988
In11 AF355189 2 aacC2-aacA2, blaggs-1 Francia 2002
aadA3, aacA4/gcuG, gcuH, gcul, .
In21 AF047479 7 ol gCU?KL M)]% . thg Canada 1992
In31 AJ223604 5 blawp.1, aadA4, catB6, gcuN, qacG Italia 1999
In41 AM180753 2 blayim.o, aacA4 Italia 2006
In51 AF140629 2 aadA6, gcuDA Francia 1999
In61 EU118148 3 aacA29a, blay.17, aacA29b Grecia 2009
In71 AM183120 3 blaym-1n, @acA4, aphA15 Brasil 2007
In81 AJ969235 4 blay.1, aacA4, aphA15, aadA1b Italia ND
In91 GQ139471 4 blaGEs_5/aacAtCI,a;)é%o><A_17, dfrA21, Brasil ND
In111 AY260546 5 aacA4’-22, blages7, smr2, dfrA1b, Grecia 2003
aadA1b

In131 EU052800 2 aacA4, aadA1a Argentina 2007
In141 FJ711659 1 aadA6h ND ND
In151 HQ386838 2 catB8, linH China 2011
In161 HM367310 1 aadB16 Espana 2011
In171 DQ133163 1 blacars-1e Paises Bajos 2006
In181 HQ170512 1 dcyA Portugal 2012
In191 CP000971 1 dfrA14b E.U.A. 2008

In201 aacA7b, blayp-1s5,qacH6, aadA1b, .
CQ856538 6 bl T ATh México 2010
In211 EU847537 1 dfrB4 Francia 2008
In221 DQ372710 1 geu1494 Australia 2006

Informacién tomada de (http://integrall.bio.ua.pt)
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2.2 Antecedentes especificos.

En el estado de Puebla, particularmente en el laboratorio de Microbiologia Hospitalaria
y de la Comunidad del Centro de Investigaciones de Ciencias Microbiolégicas (CICM),
se han realizado estudios relacionados a la resistencia antimicrobiana en cepas de
P. aeruginosa provenientes de infecciones asociadas a la atencion en salud del Centro
Médico Nacional (C.M.N.) “20 de Noviembre” de la Ciudad de México y del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla. Del C.M.N. “20 de Noviembre” se obtuvieron 65
cepas de P. aeruginosa durante el periodo del 2007-2009, a las cuales se les realizo
el perfil de resistencia, seleccionando 21 cepas de P. aeruginosa que presentaron
multidrogorresistencia (MDR), aisladas del 2009. Estas cepas fueron aisladas de
pacientes que se encontraban en la UCI (54.0%), y fueron obtenidas de secreciones
bronquiales (52.0%), principalmente. El 91.4% de las cepas presentaron resistencia a
B-lactamicos, de los cuales el 86.0% presento resistencia a IMP y el 95.0% a MEM, el
93.6% presento resistencia a aminoglucésidos, el 90.3% a fluoroquinolonas, el 95.0%
a cloranfenicol y el 100.0% de las cepas presentaron resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol. Mediante PCR se determiné la presencia de diversos genes de
resistencia, el 100.0% de las cepas fueron positivas para el gen blaoxa-so, €l 90.0%
para blapxa-2, €l 67.0% para blaces-1, €l 9.0% para el tandém blaces-19/blaces-20, €l
52.0% para aacC1 vy el 57.0% para aacA4; también se buscaron los genes blap-1,
blayim.1, blagim-1, blaswp, blanowm-1, blapse-1, blaves-1, blakpc-2, blasnv, blatem, blacwmy,
blactx-m, blatia, blaper-1, blageL, blaoxa-1, blaoxa-10, blaoxa-11, blaoxa-13, blaoxa-a0, QNrA,
qgnrB y qnrS , estando ausentes. Ademas se les realizd la relacion genética por
electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), en donde se mostraron 21
pulsotipos y 4 grupos genéticamente relacionados. Teniendo en cuenta todos estos
datos, se procedié a realizar el estudio de integrones de clase 1. Por lo que se
escogieron 16 cepas, y mediante PCR se amplificaron las regiones conservadas del
integrén de clase 1 (5-CS y 3'-CS), donde el 100.0% de las cepas presentaron las
regién 5’'CS y solo el 85.7% presentaron ambas regiones (3’-CS y 5’-CS). Inicialmente
se trabajaron con 4 cepas en el estudio de integrones. Las cepas Ps36 y Ps52,
presentaron el mismo integron con estructura 5’-3’: intl1, aacA42, blaces-19/blages-20,
aacA4, blaoxa-2, aadA1, gqacEA1, sul1l. La cepa Ps39, presentd el integron con
estructura 5-3’: intl1, blaoxa-2, aacA4, aadA1, gcuD, qacEA1, sul1, mientras que la
cepa Ps84 presentd el integron con estructura 5°-3': intl1, “X”, aacA4, blaoxa-2, qacEAT,
sul1 (“X” indica que no se sabe que gen pudiera estar presente entre los genes int/1y

aacA4 ya que no se logro unir los genes, por lo que el estudio de este integron continua
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estudiandose) (Ayala, 2013; Bello, 2015; Juarez, 2016; Martinez, 2011; Valerio, 2012)
(Anexo 1).

Por otro lado, se recibieron 75 cepas de P. aeruginosa, del Hospital Regional
I.S.S.S.T.E. de la Ciudad de Puebla, provenientes de 57 pacientes, recolectadas
durante el periodo de 2013-2015, estas cepas provenian de diversos servicios
hospitalarios, predominando el servicio de Medicina Interna (47.0%), y fueron
mayormente aislados de vias respiratorias bajas (37.0%), a todas las cepas se les
realizé el perfil de resistencia, donde el 50.0% present6 resistencia a piperacilina, el
76.0% a ticarcilina, el 28.0% a piperacilina/tazobactam, el 53.0% a ceftazidima, el
52.0% a cefepime, el 41.0% a aztreonam, el 71.0% a imipenem, el 72.0% a
meropenem, el 69.0% a gentamicina y tobramicina, el 66.0% a amikacina y el 73.0%
a ciprofloxacina y norfloxacina, obteniéndose 50 cepas resistentes a carbapenémicos.
Por el interés que se tiene en el laboratorio de conocer los mecanismos de resistencia
que tienen las cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos, se procedio a
realizar PFGE en estas 50 cepas, con el fin de conocer la relacion clonal entre ellas,
se obtuvieron 50 pulsotipos diferentes y se identificaron 5 grupos estrechamente
relacionados. Con estos datos se seleccionaron 44 cepas representativas a las cuales
se les determind, mediante PCR, la presencia de diversos genes de resistencia; donde
el 41.0% de las cepas fueron positivas para el gen blawe, el 47.0% para blaces, €l
80.0% para blaoxa-2, €l 6.0% para aacC1y el 47.0% para aacA4. Ademas se buscaron
los genes que codifican para las enzimas VIM, GIM, NDM, SPM, KPC, PER, PSE,
VEB, OXA-40, sin embargo no se encontraron en estas cepas. De acuerdo a los datos
obtenidos, se seleccionaron 3 cepas (PE21, PE52, PE06) para el estudio inicial de
integrones, la cepa PE21 present6 dos integrones de clase 1 con estructura 5’-3’; intl1,
aadA®6, “X”, qacEA1, sult e intl1, aacA7, blawe-1s5, gcuD, gqacEA1, sul1, mientras que
la cepa PEOG present6 un integron de clase 1 con estructura 5°-3’: intl1, aacA4, “X”,
blaoxa-2, aadA1, qacEA1, sul1 (“X” indica que no se sabe que gen pudiera estar
presente). La cepa PE52 presentd 2 integrones de clase 1 los cuales presentaron la
estructura 5-3’: intl1, blawp-1s, aadA1b, blaoxa2, qacEA1, sul1l e intl1, blawp-ss,
aadA1b, blaoxa-2, qacEA1, sull, estos integrones identificados en el laboratorio de
Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad se designaron con el numero de In1215
e 1In1343, respectivamente en |la base de datos del INTEGRALL
(http://integrall.bio.ua.pt) (Bello, 2015; Juarez, 2016; Lépez, 2015; Ramos, 2014)
(Anexo 2).

21



3. JUSTIFICACION

Las infecciones asociadas a la atencién en salud causadas por Pseudomonas aeruginosa
multidrogorresistente y resistente a carbapenémicos representan un gran reto para el
personal clinico y un grave problema de Salud Publica, ya que aumentan la estancia
hospitalaria, el uso de antibidticos y los costos de los servicios. Es indiscutible la relevancia
clinica de las B-lactamasas de tipo pAmpC, ya que se han reportado involucradas con otros
mecanismos de resistencia. Ejemplo: presencia de [(-lactamasas de tipo AmpC vy
mutaciones en porinas, que en conjunto amplian el rango de accién hidrolitica hacia los
carbapenémicos, ademas esta enzimas (principalmente las plasmidicas), se asocian
frecuentemente a fracasos terapéuticos, aunado a que en la actualidad no se posee un
método estandarizado, para la deteccion fenotipica de las enzimas AmpC plasmidicas, lo
que dificulta la posibilidad de interpretar fenotipicamente si se esta en presencia de una
AmpC cromosdémica o plasmidica, lo que hace considerar a estas enzimas como un

problema terapéutico emergente.

Por otra parte el estudio de integrones es importante ya que se ha reportado que existe una
alta frecuencia de aislamientos clinicos con esta estructura, la cual se encuentra asociada
a la resistencia a antibiéticos debido a la amplia versatilidad de arreglos de cassettes
genicos en la region variable y ademas estan emergiendo nuevos genes implicados en la
resistencia a antibiéticos, lo que implica un alto costo el realizar la busqueda individual de

los diversos genes en este tipo de cepas.

El estudiar la diversas formas por las que P. aeruginosa es resistente a los antimicrobianos,
ayudara a minimizar los posibles resultados falsos negativos en el laboratorio, al poner de
manifiesto los genes involucrados y asi poder orientar al médico en la toma de decision del

tratamiento.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar genes ampC plasmidicos y estudiar integrones en aislados clinicos de

Pseudomonas aeruginosa.

4.1 Objetivos especificos.

1. Identificar genes ampC plasmidicos en cepas de P. aeruginosa resistentes a

carbapenémicos.

2. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de algunas cepas de

P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos.

3. Estudiar la estructura de integrones de algunas cepas de P. aeruginosa resistentes

a carbapenémicos.
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5. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos del
cepario del Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad del CICM-ICUAP

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria en cepas
de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos

Amplificacion de genes de tipo AmpC (blacwmy, blamox, blarox)

Estudio de integrones (amplificacion y secuenciacion de
region variable, mapeo por “primer walking”)

Analisis de resultados
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepas de estudio.
En este trabajo se incluyeron cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos
causantes de infecciones asociadas a la atencién en salud, provenientes de diferentes

servicios hospitalarios y de distintos sitios anatomicos, de dos hospitales de México.

» Se incluyeron 16 cepas obtenidas durante el periodo del 2009, provenientes del
C.M.N. “20 de Noviembre” previamente estudiadas (Anexo 1).
» Se incluyeron 44 cepas obtenidas durante el periodo del 2013—-2015, provenientes

del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, previamente estudiadas (Anexo 2).

Las cepas se han conservado en crioviales con caldo BHI/Glicerol (10%) (BIOXON®) a
-70°C en el cepario del Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad del
CICM-ICUAP. Posteriormente se recuperaron mediante descongelacién y sembrado por
estria cruzada en placas de agar Agar Soya Tripticasa (TSA) (BIOXON®) incubandose
a 37°C por 24 horas.

6.2Cepas control.
La cepa de P. aeruginosa Ps36 fue utilizada como control positivo para la amplificaciéon

de diferentes genes de resistencia y de genes caracteristicos de integrones de clase 1.

6.3 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de dilucién en placa.
La CMI se define como la minima concentracion de antimicrobiano (en ug/mL) que
inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacion
a 37°C y se determind usando el método de dilucion en agar, siguiendo las
recomendaciones del CLSI, 2015 (Tabla 5).

Brevemente, de un cultivo puro de la cepa se resuspendié en un tubo con 5SmL de
Solucion Salina Isoténica (SSI) al 0.85% y se ajustd la turbidez con un estandar de 0.5
en la escala de McFarland, la cual equivale a 1.5x108 UFC/mL, de este tubo se realiz6
una dilucién 1:10 con SSI, obteniendo un indculo de 1.5x107 UFC/mL, finalmente se
depositaron 2uL de esta dilucidon en placas con agar Mueller Hinton (BD Difco®)
suplementadas con el antibiético a determinar por triplicado (Tabla 6). Una vez

inoculadas las placas se esperé a que se secara el indculo y se incubaron a 37°C de 18
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a 24 horas. Por ultimo se observo el crecimiento bacteriano y se identifico la

concentracion a la cual ya no hubiera crecimiento.

Tabla 5. Puntos de corte para la CMI recomendados por el CLSI (2015) para P. aeruginosa

Punto de corte CMI (p,g_;lmL)

ANTIBIOTICO
Resistente Intermedio Sensible

CEFTAZIDIMA (CAZ) <8 16 > 32
CEFEPIME (FEP) <8 16 > 32
MEROPENEM (MEM) <2 4 >8
IMIPENEM (IMP) <2 4 >8
CIPROFLOXACINA (CIP) <1 2 >4
AMIKACINA (AN) <16 32 > 64
GENTAMICINA (GN) <4 8 > 16

Tabla 6. Antibiéticos y concentraciones a determinar para la CMI en cepas de P. aeruginosa

ANTIBIOTICO CONCENTRACION (ug/mL)
CEFTAZIDIMA (CAZ) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4
CEFEPIME (FEP) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4
CIPROFLOXACINA (CIP) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4
AMIKACINA (AN) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4
GENTAMICINA (GN) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4
MEROPENEM (MEM) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4 2 1 0.5
IMIPENEM (IMP) 512 256 128 64 | 32 | 16 | 8 4 2 1 0.5

6.4Extraccion de DNA por el método de ebullicion.

Para obtener el DNA bacteriano se realiz6 mediante ebullicién, propiciando la ruptura
celular y asi lograr la liberacion del material genético al medio acuoso; para lo cual se
sembraron las cepas a evaluar en placas de TSA (BIOXON®) y se incubaron a 37°C de
18 a 24 horas. A partir de este cultivo se recolectaron colonias y se depositaron en un
tubo eppendorf de 1.5 mL el cual contenia 800 uL de SSI estéril (0.85%), esta mezcla
se homogenizo en vortex a alta velocidad y posteriormente se centrifugd a 13,000 r.p.m
por 5 minutos, el sobrenadante se decantd y la pastilla bacteriana se lavé 3 veces
siguiendo el procedimiento anterior, al finalizar los lavados se descarto el sobrenadante
y la pastilla se resuspendié con 800 uL de agua inyectable estéril, esta ultima suspensidn
se sometié a ebullicion en bafo maria por 10 minutos, después se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugé a 13,000 r.p.m. por 5 minutos, y el sobrenadante
se separd6 en un tubo eppendorf estéril, se rotulé debidamente y se almacené a -20°C

hasta su uso.
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6.5 Cuantificacion de DNA.
A todos los lisados obtenidos se les realizé la cuantificacion de DNA en el equipo

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific*). Los lisados que resultaron muy concentrados se

diluyeron con agua inyectable estéril siguiendo la formula C4V1=C2V2 hasta ajustarlos

a una concentracion de 250 pg/mL.

6.6 Amplificacion de genes en estudio por Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR).
Para la amplificacion de los genes en estudio se usoé la polimerasa Maxima Hot Start
Taqg DNA Polymerase (Thermo Scientific). En la tabla 7, se muestra la concentracion y

el volumen de los respectivos componentes para la realizacion de la PCR.

Tabla 7. Componentes utilizados para la amplificacién de genes mediante PCR.

CONCENTRACION

COMPONENTES BTl B FINAL DE LA
REACCION
Maxima Hot Start Taqg DNA
Polymerase (Thermo S?:ientific) 5 UL 0.08 0.4V
Buffer de reaccion 10X 1 1X
MgCl, 25mM 1 1.5 mM
dNTPs 10mM 0.3 0.2mM
Primer delantero 25uM 0.3 0.75mM
Primer reverso 25uM 0.3 0.75mM
DNA 1
Agua libre de nucleasas Hasta 10uL
Volumen final 10uL

Los oligonucledtidos y condiciones de amplificacion para la identificacion de genes de tipo

AmpC se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Oligonucleoétidos y condiciones de reaccion de PCR utilizados para amplificar los genes de
tipo ampC.

Nombre Tamaino Nombre Tamaio del Condiciones
del gen del Secuencia (5’-3’) amplificado g Referencia
del gen - de reaccion
(pb) primer (pb)
95/3min
CMY1-F ACCTGGGGTAAAGCCGATA 95/30seg
55/30seg
353 72/30seg
72/1min
CMY1-R | CCAAACAGACAATGCTGGAGT 10/
30 ciclos .
blacmy 1146 95/3min Este trabajo
CMY2-F | GCCGTTATCTACCAGGGAAAA 95/30seg
57/30seg
986 72/30seg
72/1min
CMY2-R TTTTCAAGAATGCGCCAG 10/00
30 ciclos
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Continuacion

Nombre Tamafno Nombre Tamaiio del Condiciones
del gen del Secuencia (5’-3’) amplificado g Referencia
del gen - de reaccion
(pb) primer (pb)
95/3min
CMY1F GAGCAGACCCTGTTCGAGAT 95/30seg
53/30seg
blawox | 1152 856 72/30seg
blarox 1149 72/1min
CMY2R GATTGGCCAGCATGACGATG 10/
30 ciclos

6.7 Estudio de integrones de clase 1 mediante la amplificacion de la region variable y
mediante la técnica de “primer walking”.
La estructura de los integrones de clase 1 se realizé mediante la amplificacion y
secuenciacion de la region variable, posteriormente al conocer los genes flanqueantes
de la regién variable, se completd la estructura del integron mediante la técnica de
“primer walking”, la cual consiste en disenar oligonucledétidos especificos para que los
fragmentos obtenidos de los CGs lleguen a solaparse y asi obtener la secuencia
completa (Levesqué y Roy, 1993; Saenz et al., 2010). En las tablas 9 y 10, se muestran
los oligonucledtidos y condiciones de reaccion de PCR utilizados para obtener la

estructura completa de los integrones de clase 1.

Tabla 9. Oligonucleétidos y condiciones de reaccion de PCR utilizados en el estudio de integrones.

Tamaino Nombre Tamano del Condiciones Referencia
del gen del Secuencia (5’-3’) amplificado  de reaccion
(pb) primer (pb)

Nombre
del gen

94°C/5min
rv.Intl1-F GGCATCCAAGCAGCAAG 94°C/1min
Regién 55°C/1min Le )
Variable | Variable Variable 65°C/8min vesque y

1 72°C/8min | R0¥: 1993
rv.Intl1-R AAGCAGACTTGACCTGA 10°C/o0

35 ciclos
94°C/5min
Int1-F ACGAGCGCAAGGTTTCGGT 94°C/30s
52°C/30s i ol
inti 1017 564 72°C/2min 'a”%’(‘)‘o‘; at,
72°C/7min

Int1-R GAAAGGTCTGGTCATACATG 10°C/oo
30 ciclos
94°C/5min
Sull-F | TGGTGACGGTGTCGGCATTC 94°C/30s
63°C/30s Mazel of
sul 840 790 72°C/1min azeletal,
0 : 2000
72°C/8min

Sull-R | CACCTTCTCGAAACCCTCGC 10°C/oo

30 ciclos
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Continuacion

Nombre Tamaino Nombre Tamaio del Condiciones Referencia
del gen del Secuencia (5’-3’) amplificado de reaccién
del gen -
(pb) primer (pb)
94°C/5min
Qac-F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 94°C/30s
60°C/30s Mazel ef
gacEA1 348 247 72°C/1min Al 2000
72°C/8min "
Qac-R TGAGCCCCATACCTACAAAGC 10°C/o
30 ciclos
96°C/5min
oxa2-F TTCAAGCCAAAGGCACGATAG 96°C/1min
61°C/1min Steward,
blaoxaz 828 703 72°C/2min 2012
72°C/10min
oxa2-R TCCGAGTTGACTGCCGGGTTG 10°C/oo
35 ciclos
94°C/5min
aac6-F | TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 94°C/1min
60°C/45s Park et al
aacA4 | 519 481 72°C/45s 2006
72°C/5min
aac6-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 10°C/eo
20 ciclos
94°C/5min
aadA16F ATCGAGCGYCATCTGGAAYC 94°C/30s
63°C/30s
aadA1 aadA1 (866) o . Este
JAS 768 4AG (840 72°C/1min traba
aa aadA6 (846) | 750c/gmin rabajo
aadA16R ATTCAAGCCGACGCCGCTTC 10°C/oo
30 ciclos
Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados en el mapeo de integrones.
Nombre del primer Secuencia (5’-3’) Ll e sl
IntFRC ACCGAAACCTTGCGCTCGT 60.1 Ayala, 2013
sulFRC GAATGCCGACACCGTCACCA 60.3 Ayala, 2013
gacFRC CGATAACAAGAAAAGCCAGCC 60.1 Bello, 2015
oxa2FRC CTAGCGTGCCTTCTTGCGCAT 70.7 Bello, 2015
oxa2RRC AATCGTGCGGGCAATCCTTC 70.5 Bello, 2015
oxa2Fint ATGCGGAATTCTACTGTTTGGG 70.3 Este trabajo
oxa2Rint ACATCAGCGCTTGGTCAAGGA 70.9 Este trabajo
aac6FRC GCCACTCATAGAGCATCGCAA 57.5 Bello, 2015
aac6RRC AAACACGCCAGGCATTCGAG 58.5 Ayala, 2013
aadA1FRC TCGATACTTCGGCGATCACC 56.7 Bello, 2015
aadA1RRC AGGCGAGATCACCAAGGTAG 56.3 Bello, 2015
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6.7.1 Digestion enzimatica.

En el caso de las cepas en que se sospechaba la presencia del mismo integron se
realizé digestidn enzimatica. Para esto se selecciond una cepa representativa y se
secuencio por completo, posteriormente se analizé la secuencia obtenida en la

herramienta REBsites (http://tools.neb.com/REBsites/), con el fin de conocer la

enzima de restriccion mas adecuada. La enzima que se utilizé fue EcoRI (Thermo

Scientific®), y el protocolo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.8 Visualizacion de productos de PCR.
Los productos obtenidos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% 6
dependiendo del tamano del producto a un mayor porcentaje de agarosa. Se migraron
a 100V por 45 minutos. Para conocer la longitud de pares de bases (pb) de las bandas
observadas se utilizo el marcador de peso molecular GeneRuler 100bp Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific®). Posteriormente los geles fueron tefiidos con Bromuro de
Etidio (0.5 g/L) (Sigma Life Science) durante 30 segundos y lavados durante 5 minutos
con agua destilada; finalmente para la visualizacion de los fragmentos de ADN en los
geles, se fotografiaron con un digitalizador de imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen

System.

6.9 Purificacion de los productos de PCR para su secuenciacion.
Los productos amplificados se purificaron con la ayuda del kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante y fueron
enviadas a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autonoma de

México (IBT-UNAM) en la ciudad de Cuernavaca, Morelos, México.

6.10 Analisis de secuencias.

Para el analisis de las secuencias se utilizaron diversos programas:

» Para visualizar las secuencias se utilizdé el programa: Flinch Tv version 1.4.0

Geospiza.

» Parar eliminar espacios en las secuencias se utilizd el programa: Nucleic Acid

Sequence Massanger: (www.attotron.com/cybertory/analysis/segMassager.htm).
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Para realizar el analisis comparativo de las secuencias se utilizé el programa:
BLAST 2.0 QBLAST del National Center for Biotechnology Information site:

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

Para alinear las secuencias se utilizd el programa: Clustal Omega

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

Para realizar la conversion de la secuencia de nucleétidos a aminoacidos se

utilizd el programa: ExPASy-Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.html).

Para analizar la secuencia de los integrones: www.softberry.com

31



7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de genes tipo ampC plasmidicos en cepas de P. aeruginosa

resistentes a carbapenémicos.

En 15 cepas de P. aeruginosa que presentaron la carbapenemasa IMP, provenientes del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla y en 16 cepas de P. aeruginosa, que presentaron
multidrogorresistencia (presencia de diversas variantes de GES, OXA, EMA) provenientes
del C.M.N. “20 de Noviembre”, de las cuales solo dos cepas (Ps36 y Ps52) portan la
carbapenemasa GES-20 (Bello, 2015), se buscaron genes de tipo ampC plasmidicos
(blacmy, blarox, blamox), con la finalidad de buscar otros mecanismos de resistencia
presentes en estas cepas que pudieran estar relacionados con la resistencia a
p-lactamicos. Se usaron oligonucleétidos para la amplificacion de las diversas variantes de
las pB-lactamasas FOX y MOX, ademas se disefaron oligonucledtidos para la
p-lactamasa CMY con la finalidad de detectar la presencia de las mas de 100 variantes de
CMY, pero la amplificacion por PCR de estos genes dieron resultados negativos en el 100%

de las cepas analizadas.

7.2 Determinacioén de la CMI en cepas de P. aeruginosaresistentes a carbapenémicos.

Como parte de un trabajo en general, enfocado en el estudio de los mecanismos de
resistencia involucrados en la resistencia antimicrobiana, en las cepas de P. aeruginosa
provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”, se realiz6 la determinacion de la CMI en 5
cepas faltantes de estos datos, tomando en cuenta la importancia de esta prueba, se
evaluaron antibiéticos que se usan en el tratamiento para combatir infecciones por

P. aeruginosa.

Tabla 11. CMI de 5 cepas de P. aeruginosa provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”.

CMI (ug/mL)

CEPA

CAZ FEP MEM IMP CIP AN GN
Ps24 512 256 16 64 64 256 >512
Ps35 256 128 32 64 64 256 >512
Ps47 > 512 256 32 64 32 256 8
Ps74 256 256 1 4 1 8 32
Ps95 512 256 16 32 64 128 >512
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Es importante conocer el grado de resistencia a los antibioticos usados en la clinica para el
tratamiento de infecciones ocasionadas por P. aeruginosa , ya que nos ayuda a comprender
la relevancia clinica de los mecanismos de resistencia presentes en bacterias que circulan

en los hospitales.

7.3 Determinacion de la estructura de integrones de clase 1 en algunas cepas de

P. aeruginosa.

Como se menciond en el apartado de material y métodos, el estudio de la estructura de los

integrones de clase 1 se realiz6 en dos pasos:

» amplificacion y secuenciacion de la regioén variable, y

» mapeo de integrones mediante la técnica de “primer walking”.

7.3.1 Amplificacion de la regién variable en cepas de P. aeruginosa del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla.

Se amplificd la regidn variable en las 44 cepas de P. aeruginosa en estudio, utilizando
los oligonucleotidos rv.Intl1-F y rv.Intl1-R descritos por Levesqué y Roy (1993) (Tabla
9); obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 12. Regiones Variables de 44 cepas de P. aeruginosa provenientes del Hospital Regional
I.S.S.S.T.E de Puebla.

CEPA RV(pb) CEPA RV (pb) CEPA RV(pb) CEPA RV (pb) CEPA RV (pb)

2000 ~ 3000
PE06 | PE23 | >1500 | PE47 | <1000 | PE62 | <2500 | PE76 | > 1500
~ 1500

> 2000

> 2500

pE09 | ~2000 | pEos | <1200 | PE50 | ~1500 | PE63 | ~2990 | pEs3 | =~2000
~ 1500 > 1500

> 1200

_ ~ 3000 > 3000

PE10 | 22000 | PE26 | “ooo | PES2 | 2 Soo | PE64 | =2000 | PESE | >2500

g = 1500 > 1200

~ 2000 ~ 3000

PE15 | 22090 | PE27 | >1500 | PES3 | >1500 | PE65 | >1500 | PES7 | 2200

~ 2000 ~ 3000

PE18 | >1200 | PE28 | o000 | PESA4 | =1200 | PE66 | >1500 | PE89 | ~>000

> 2500 ~ 3000

PE19 | 1500 | PE29 | “%°)) | PES6 | =2500 | PE67 | >1200 | PE90 | ~> )0

~ 3000 ~ 2000

PE20 | >1500 | PE30 | >1500 | PES7 | <1000 | PEG8 | ~>) 00 | PE93 | Z7900
~ 3000

~ 3000 > 2500 > 2000

PE21 | ~ 00 | PE45 | 1500 | PES9 | %000 | PET3 ;%ggg PE9s | ~ 2200
~ 3000 ~ 3000
PE22 | >1500 | PE46 | =1200 | PE60 | o000 | PE74 | ~>)00

Nota: Se muestra la longitud en pares de bases (pb) de las regiones variables de probable estudio.
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En la base de datos del INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt), se puede observar el

numero de casetes génicos presentes en los integrones de clase 1, el cual es muy
variable. Son de mayor importancia clinica aquellos que contienen mas de un casete
génico, ya que contienen genes que le confieren resistencia a la bacteria a mas de una
familia de antibioticos. Es por ello que en el laboratorio se seleccionan para su estudio
aquellas bandas que muestran una longitud mayor o igual a 1200 pb, ya que se ha
observado que en longitudes de igual o mayor tamano a 1200pb se encuentra mas de

un casete génico.

7.3.2 Amplificacion de la regién variable en cepas de P. aeruginosa del C.M.N “20

de Noviembre”.

Como se mencioné en antecedentes especificos, de las 16 cepas de estudio
provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”, tres cepas (Ps25, Ps47 y Ps78) presentaron
integrones truncados (Bello, 2015) (Figura 9), es decir, no presentaron la regién
3 conservada, mientras que los integrones de las cepas Ps36, Ps39 y Ps52 ya habian
sido estudiados anteriormente (Ayala, 2013; Bello, 2015) (Anexo 1). Ademas la
conformacién del integron de la cepa Ps84 quedo inconclusa en un trabajo anterior
(Bello, 2015). Tomando en cuenta estos datos, se estudiaron los integrones encontrados
en las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps74, Ps81, Ps89, Ps91, Ps94 y Ps95, ademas se
retomo el estudio del integréon de la cepa Ps84, por lo que en esta parte del trabajo se

analizaron 10 cepas.

La amplificacién de la region variable se realizé con los oligonucleétidos rv.Intl1-F y
rv.Intl1-R descritos por Levesqué y Roy (1993) (Tabla 9); obteniendo los siguientes

resultados mostrados en la figura 9:

34



CEPA  REGION VARIABLE (pb)
Ps24 = 2500

12 8#S6 6789 1011121314 15 - RUNCADO
Ps35 = 2500
Ps47 TRUNCADO
Ps62 = 2500
3000 pb —p B8 Ps74 = 2500
%ggg Sg :: o Ps78 TRUNCADO
1200pb —> B Ps81 = 2500
Ps84 = 1500
Ps89 > 1200
Ps91 > 1200

Ps94 = 2500

Ps95 = 2500

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion de la RV de las cepas de
P. aeruginosa del C.M.N. “20 de Noviembre”. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
blanco, carril 3: Ps24, carril 4: Ps25, carril 5: Ps35, carril 6: Ps47, carril 7: Ps62, carril 8: Ps74,
carril 9: Ps78, carril 10: Ps81, carril 11: Ps84, carril 12: Ps89, carril 13: Ps91, carril 14: Ps94,
carril 15: Ps95.

En el caso de |la cepa Ps84, ya se conocia la conformacion parcial de la region variable
(Bello, 2015) (Figura 10), por lo que en este trabajo se busco obtener la conformacion

completa del integron de la cepa Ps84 mediante la técnica de “primer walking”.

attl
0| ?>{ aacA> oxa- Z>qacE>>{ sult >

T REGION VARIABLE

Figura 10. Estructura parcial del integron encontrado en la cepa Ps84 del C.M.N. “20 de
Noviembre” (Bello, 2015).

Las cepas Ps89 y Ps91 presentaron una banda con la misma longitud de pares de bases
(Figura 9), presentaron el mismo fenotipo y un similar genotipo de resistencia, asimismo
presentaron los mismos niveles de CMI (Tabla 13), por lo que se penso que las cepas
acarrean el mismo integron. Se selecciond la cepa Ps89 y se mando a secuenciar la
region variable al IBT-UNAM con los oligonucleétidos rv.Intl1-F y rv.Intl1-R. Al analizar
los resultados obtenidos por secuenciacion, se obtuvd el 100% de la secuencia

nucleotidica de los genes presentes en la region variable analizada, estando presentes
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los genes aadA6 (resistencia a estreptomicina y espectinomicina) y gcuD (funcién
desconocida) y se logré identificar los sitios de recombinacién (ATTC) de los casetes
génicos (Anexo 4). Posteriormente la secuencia de la regién variable de la cepa Ps89,

se analiz6 mediante el programa REBsites (http://tools.neb.com/REBsites/), con el

proposito de conocer los puntos de corte realizados por la enzima EcoRI. Finalmente se
purifico la region variable de las cepas Ps89 y Ps91, se amplifico el gen aadA6, (dando
positiva la amplificacibn en ambas regiones variables) y se realizé la digestion
enzimatica con la enzima EcoRI en ambas regiones variables, obteniéndose los cortes
esperados (626 pby 711 pb) (Figura 11), por lo que se sugiere que la cepa Ps91 acarrea
el mismo integrén encontrado en la cepa Ps89 (Figura 12). Cabe mencionar que esta
estructura ya habia sido reportada en la base de datos del INTEGRALL

(http://integrall.bio.ua.pt), designado con el nimero In51.

—> 3000 pb

—» 2000 pb
—p 1500 pb

—» 1000 pb

—» 700 pb
—> 500 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestién enzimatica de la RV con
EcoRlI de las cepas Ps89 y Ps91 del C.M.N. “20 de Noviembre”. Carril 1: Ps89, carril 2: Ps91,
carril 3: marcador de peso molecular.
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Tabla 13. Datos de las cepas Ps89 y Ps91 de P. aeruginosa provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”.

Region nformacién
CEPA SERVICIO ORIGEN AEEkalE ) EEONl O bls el Dl e el e Variable c:el i‘::lte;:éz
AISLAMIENTO RESISTENCIA RESISTENCIA CAZ FEP MEM IMP CIP AN GN (pb) 5.3
PIP, TIC, CB,
TZP, TIM, CF,
Secrecion ((;:Qé lci-II;)F(; blaces-1, blaoxa-2, intl1, aadA6,
Ps89 UCl . 02-ABRIL-09 ’ ’ blaoxa-s0, aacA4, 512 128 64 64 64 512 >512 1200 gcuD, qacEA1,
Bronquial MEM, IMP, 2acC1. aadA6 sull
ATM, GM, AN, ’
NET, CIP, OFX,
NOR, C, SXT.
PIP, TIC, CB,
TZP, TIM, CF,
Secrecion (():Qé, lci:;);’ blages.-1, blaoxa-2, intl1, aadAS®,
Ps91 UCl . 17-MARZO-09 ’ ’ blaoxa-s0, aacA4, 512 128 64 64 64 512 >512 1200 gcuD, qacEA1,
Bronquial MEM, IMP,
ATM. GM, AN. aadA6 sul1
NET, CIP, OFX,
NOR, C, SXT

Se muestran en negritas los datos obtenidos en este estudio. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina,
TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Acido clavulanico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, FEP: Cefepime,

IMP:

NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol y STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol. CLSI, 2015.

attl

intl1 |@®

qgacEA

sult

aadA6> gcuD

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

Figura 12. Estructura del integron In51 encontrado en las cepas Ps89 y Ps91 del C.M.N. “20 de Noviembre”.
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Las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95, presentaron una banda con la misma longitud de
pares de bases que la encontrada anteriormente (Bello, 2015) en la cepa Ps39. La
secuencia de la cepa Ps39 obtenida anteriormente, se analiz6 mediante el programa

REBsites (http://tools.neb.com/REBsites/), con el propédsito de conocer los puntos de

corte realizados por la enzima EcoRI. Se purifico la regidon variable de las cepas Ps24,
Ps35, Ps62, Ps95 y Ps39, se realizd la digestion enzimatica con la enzima EcoRI en las
regiones variables, obteniéndose los cortes esperados (Figura 13), por lo que se sugiere
que las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95 acarrean el mismo integrén encontrado en la
cepa Ps39 (Figura 14), aunque se obtuvieron otros cortes, este punto sera analizado en
el apartado de discusidn mas adelante. Ademas del analisis de la secuencia obtenida,
se logro identificar la presencia del promotor Pc hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT
(-10)) y de algunos sitios de recombinacién de los casetes génicos (Anexo 5). Es
importante mencionar que a pesar de acarrear el mismo integron y poseer similar
fenotipo y genotipo de resistencia, difieren entre ellas en los valores de CMI (Tabla 14).
El integron encontrado en estas cepas no se ha reportado en la base de datos del
INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt).

3000 pb —p

2000 pb —»
1500 pp —»

1000 pp —»

500 pp —>

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion enzimatica de la RV con
EcoRl de las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95 del C.M.N. “20 de Noviembre”. Carril 1: marcador
de peso molecular, carril 2: Ps39 (region variable, sin digestion), carril 3: Ps39 (control positivo),
carril 4: Ps25, carril 5: Ps35, carril 6: Ps62, carril 7: Ps95.

attl
< intl1 _|@| oxa-2>|aacA>‘ aadA6>{gcu%qacE>{ sul1 >

Figura 14. Estructura del integron encontrado en las cepas Ps24, Ps53, Ps62, Ps95 del C.M.N.
“20 de Noviembre”.
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Tabla 14. Datos de las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps95 y Ps39 de P.

aeruginosa provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”.

FECHA DE FENOTIPO DE GENOTIPO DE CMI (ug/mL) FEElli | SRR
CEPA SERVICIO  ORIGEN  A|SLAMIENTO ~ RESISTENCIA ~ RESISTENCIA CAZ FEP MEM IMP CIP AN  GN Va(g‘;;';"e s
PIP, TIC, CB, TZP.,
TIM, CF, CAZ, CTX, blages.1, intl1, blaoxa.,
Culivode | 04-FEBRERO- | CRO, FEP, MEM, blaoxas, _ aacA4, aadAs,
Ps24 ucl e o NP, ATIL GML AN, | blaoms s secad, | 512 | 256 | 16 | 32 | 64 | 256 | >512 | =2s00 | T CUT
NET, CIP, OFX, aacC1, aadA6 sul1
NOR, SXT, C.
PIP, TIC, CB, TZP.,
TIM, CF, CAZ, CTX, blages.1, intl1, blaoxa.,
Culivode | 19-FEBRERO- | CRO, FEP, MEM, blaoxas, _ aacA4, aadAs,
Ps35 ucl sonda 09 IMP, ATM, GM, AN, blaoxa-s0, aacA4, 256 128 32 32 64 | 256 | >512 ~2500 gcuD, qacEA1,
NET, CIP, OFX, aacC1, aadA6 sul1
NOR, SXT, C.
PIP, TIC, CB, TZP.,
TIM, CF, CAZ, CTX, blages.1, intl1, blaoxa..
. CRO, FEP, MEM, blaoxa-z, - aacAd4, aadA6,
Ps62 ucl Hemocultivo | FEBRERO-09 | | o r i s, | 512 | 64 | >512 | 64 | 16 | 256 | >512 | =2500 | 0% O
NET, CIP, OFX, aadA6 sult
NOR, SXT, C.
PIP, TIC, CB, TZP.,
TIM, CF, CAZ, CTX, blages.1, intl1, blaoxa..
Secrecion CRO, FEP, MEM, blaoxa-z, aacAd4, aadA6,
Ps95 | TPQINC bromanial | OFMARZO09 |t T NET. | o aacaq, | 512 | 256 | 16 | 32 | 64 | 128 | >s12 | =2500 | A0 ST
CIP, OFX, NOR, aacC1, aadA6 sul1
SXT.
PIP, TIC, CB, TZP,
Ps39 ucl Secrecion 23- MEM, IMP, ATM, blaoxaz, 256 | 64 | 32 | 64 | 16 | 128 | 512 | =500 | 23CA4 aadAd,
Bronquial FEBRERO-09 blaoxa-s0, aacA4, geuD, qacEA1,
GM, AN, NET, CIP, A ot
OFX, NOR, SXT, aa
C.

Se muestran en negritas los datos obtenidos en este estudio. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina,
TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Acido clavulanico, 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 y STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol. CLSI, 2015.
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Las regiones variables obtenidas de las cepas Ps74, Ps81 y Ps94, se mandaron a

secuenciar con los oligonucledtidos rv.Intl1-F y rv.Intl1-R.

Al analizar las secuencias se identificd que los genes que flanqueaban la region variable
de la cepa Ps74 son aacA4 y aadA1. Se obtuvo el 40% de la secuencia nucleotidica del
gen aacA4y el 56% de la secuencia nucleotidica del gen aadA 1. Mientras que los genes
que flanqueaban la region variable de la cepa Ps81 son blapxa-2 Yy gcuD. Se obtuvo el
49% de la secuencia nucleotidica del gen blaoxa-2, €l 10% de la secuencia nucleotidica
del gen aadA6 y el 100% de la secuencia nucleotidica del gen gcuD. Finalmente los
genes que flanqueaban la regién variable de la cepa Ps94 son una proteina hipotética
y el gen gcuD. Se obtuvo el 97% de la secuencia nucleotidica de la proteina hipotética,
el 22% de la secuencia nucleotidica del gen aacA4, el 11% de la secuencia nucleotidica

del gen blaoxa-2 ¥ €l 100% de la secuencia nucleotidica del gen gcuD.

El estudio de estos integrones se continuo mediante la técnica de “primer walking”, para

obtener la secuencia y conformacién completa.

7.3.3 Determinacion de la estructura de los integrones de clase 1 mediante la

técnica de “primer walking”.

Se realiz6 el mapeo de las regiones variables de las cepas Ps74, Ps81, Ps84 y Ps94,

mediante la técnica de “primer walking”, utilizando oligonucledtidos respectivos.

En el caso del integron de la cepa Ps84 (Figura 10), como se menciono en el apartado
7.3.2, se conocia la conformacion parcial de la regién variable (Bello, 2015), por lo que
se realizaron diversas reacciones (Tabla 15) con el fin de obtener la estructura completa
del integrén, sin embargo no se logré. Por lo que el estudio de este integron sigue
parcial.

Tabla 15. Combinacién de oligonucleétidos utilizados para el mapeo del integrén de la cepa Ps84
del C.M.N. “20 de Noviembre.

Tamaiio del Tamano del
Oligonucleétido Oligonucleétido amplificado Oligonucleétido Oligonucleétido amplificado
1 2 esperado (pb) 1 2 esperado (pb)

Int1-R oxa2Rint 1875 IntFRC oxa2Rint 1330
Int1-R aac6-R 1270 IntFRC aac6-R 725
Int1-R oxa2FRC 1370 IntFRC oxa2FRC 828
Int1-R oxa2-R 2106 IntFRC oxa2-R 1561
Int1-R gacFRC 2147 IntFRC gacFRC 1602
Int1-R sulFRC 2489 IntFRC sulFRC 1944
Int1-R Sul1-R 3258 IntFRC Sul1-R 2713
Int1-R Qac-R 2399 IntFRC Qac-R 1854
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En el caso de los integrones de las cepas Ps74, Ps81 y Ps94, se realizaron diferentes
reacciones de acuerdo a la informacion obtenida por la secuenciacion de las regiones
variables, se utilizaron oligonucledtidos y en algunos casos se disefaron
oligonucledtidos especificos (Tabla 9 y Tabla 10) tanto para amplificar como para
secuenciar, logrando que los fragmentos obtenidos de los genes casete se solapen y

asi obtener la secuencia completa de los integrones (Figura 15).

Estas cepas presentaron diferentes estructuras de integrones (Figura 15), las cuales
aun no han sido reportadas en la base de datos del INTEGRALL, al igual que la

estructura encontrada en las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95.

rv.inti1-F rvlntl1 R

attl
Ps74 < intl1 |.|aacA>| oxa- 2>| aadA1 qacE% sul1>

ImFRC aadA1 FRC aadA16R

rv Inti1-F aadA16F rv.Intl1-R

attl —»> «
Ps81 < intl1 | @[ oxa- 2>( aadAé>gcu:z>{qacE% su11>
- —>

-
IntFRC oxa2-F oxa2RRC

rv.inti1-F . Int[1 R

_'»attl
Ps94 <« intl1__|@ HTEZiZ'm>| aacA> oxa- 2>| gcu>|qacE>| sul1 >
—

IntFRC aac6-F 0X82 R

Figura 15. Estructura de los integrones encontrados en las cepas Ps74, Ps81 y Ps94 del C.M.N.
“20 de Noviembre”. Las flechas indican el oligonucleoétido utilizado para secuenciar.
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Tabla 16. Datos de las cepas Ps74, Ps81 y Ps94 de P. aeruginosa provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre”.

FECHA DE FENOTIPO DE GENOTIPO DE CMI (ng/mL) REEIER L T )
CEPA  SERVICIO  ORIGEN  ,i5) AMIENTO  RESISTENCIA RESISTENCIA CAZ FEP MEM IMP CIP AN  GN Va(gz';"e del 'g,t_g?m"
) PIP, TIC, CB, TIM, Do intl1, aacA4,
Ps74 ucl S;;:ZCU';T 17-MARZ0-09 /STFMC(AEE?\IT;TCST(? b/aOXA.SZ ::CA4, 256 | 256 | 1 4 1 8 32 2500 b;ZZXAAf;’
C. aa qacEA1, sul1
PIP, TIC, CB, TZP,
Secrecion TICNII?(S FFI;;:ZM I(E:I\-I/—IX blages1, intl1, blaoxa2,
Ps81 TPQ . 12-MARZO-09 P TE ’ blaoxa.2, 512 | 128 | 64 | 32 | 256 | »512 | 64 =2500 | aadA6, gcuD,
Bronquial IMP, ATM, AN, blaoxe.sy aa6C1 qacEA1, sull
NET, CIP, OFX, :
NOR, SXT, C.
PIP, TIC, CB, TZP, intl1, proteina
TIM, CF, CAZ, CTX, blaoxa-2, hipotética,
Ps94 Urologia Urocultivo 30-MARZO CRO, MEM, ATM, blaoxa-s0, aacA4, | 128 32 > 512 32 128 32 > 512 =2500 aacA4,
GM, AN, NET, CIP, aacC1 blaoxa-2, gcuD,
OFX, NOR, SXT, C. qacEA1, sul1

Se muestran en negritas los datos obtenidos en este estudio. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina,
TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Acido clavulanico, 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 y STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol. CLSI, 2015.
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Con la secuencia obtenida de la cepa Ps74, se logro identificar la presencia del promotor
Pc Hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT (-10)), el sitio de recombinacion de la integrasa
(attl1:-TGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAA
CAAAGTTAGGAAC), el 42% de la secuencia nucleotidica del gen aacA4, el 21% de la
secuencia nucleotidica del gen blaoxa2 y €l 54% de la secuencia nucleotidica del gen
aadA1 (Ver Anexo 6).

Con la secuencia obtenida de la cepa Ps81, se logré identificar la presencia de dos
promotores, el promotor Pc Hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT (-10)) y del promotor
P2 Hibrido 2 (TTGTTA (-35) Y TACAGT (-10)); el sitio de recombinacion de la integrasa
(attl1. TGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAA
CAAAGTTGGGC), el 85% de la secuencia nucleotidica del gen blaoxa-2, €l 87% de la
secuencia nucleotidica del gen aadA6 asi como su regidon attC
(GTCTAACAATTCATTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAATTCAGGCG
TTAGTA) y el 100% de la secuencia nucleotidica del gen gcuD asi como su region attC
(CTCTAACATTTCGGTCAAGCCGACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTAACTCGCCCG
TAGATG) (Ver Anexo 7).

Con la secuencia obtenida de la cepa Ps94, se logré identificar la presencia de dos
promotores, el promotor Pc Hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT (-10)) y del promotor
P2 Hibrido 2 (TTGTTA (-35) Y TACAGT (-10)); el sitio de recombinacion de la integrasa
(attl1:-TGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAA
CAAA), el 97% de la secuencia nucleotidica de una proteina hipotética, el 100% de la
secuencia nucleotidica del gen aacA4, el 42% de la secuencia nucleotidica del gen
blaoxa-2 y €l 100% de la secuencia nucleotidica del gen gcuD asi como su region attC
(CTCTAACATTTCGGTCAAGCCGACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTACCTCGCCCG

TTAGAT) (Ver Anexo 8).
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8. DISCUSION.

Pseudomonas aeruginosa es un patogeno intrahospitalario, con alta letalidad. En México
se reporta dentro de los cinco primeros lugares en la etiologia de infecciones nosocomiales
(Morales y Andrade, 2006). La eleccién del antimicrobiano apropiado es de vital importancia
en las infecciones graves causadas por P. aeruginosa. Conocer a que antimicrobianos son
susceptibles con mayor frecuencia las cepas en cada institucion, es fundamental para la

eleccion del tratamiento empirico inicial (Zambrano y Herrera, 2004).

En este estudio se trabajaron con 2 colecciones de cepas de P. aeruginosa, los cuales
fueron previamente estudiadas como se mencioné en antecedentes especificos. Se
trabajaron con cepas que provenian del C.M.N. “20 de Noviembre” y con cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, las cuales provenian en mayor porcentaje de los servicios
de Medicina Interna y de Unidad de Cuidados Intensivos, en las cuales, la resistencia
antimicrobiana ha emergido como uno de los principales retos a vencer, ya que aqui se
presentan los escenarios clinicos necesarios para el desarrollo de patéogenos
multidrogoresistentes como son, la susceptibilidad de los pacientes a infecciones
bacterianas (inmunosuprimidos), el uso de terapia indiscriminada con antibiéticos de amplio
espectro, asi como el fendbmeno de presion de seleccién natural como factor de
supervivencia bacteriana (Cornejo y Ramirez, 2010). Las cepas estudiadas fueron
recolectadas principalmente de muestras de vias respiratorias como lavado bronquial,
expectoracion, asi como de urocultivo, siendo estos sitios donde frecuentemente se aisla
P. aeruginosa, sobre todo en infecciones respiratorias crénicas en pacientes con fibrosis
quistica, ademas de otras patologias como neumonias, bacteriemias, infeccion de herida

quirurgica e infecciones de vias urinarias (Farifias y Martinez-Martinez, 2013).

Para el estudio de deteccidon de enzimas de tipo pAmpC, se trabajaron con las 16 cepas
que provenian del C.M.N. “20 de Noviembre”, ya que presentan alta resistencia a
carbapenémicos y en estudios anteriores no se encontraron genes que pudieran estar
relacionados con dicha resistencia. También se trabajaron con 15 cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla que portaban la carbapenemasa IMP, ya que se ha
reportado la presencia de esta carbapenemasa en conjunto con pAmpC, ademas de ser un
inductor fuerte en la expresion de las enzimas de tipo AmpC (Jacoby, 2009; Lister et al.,

2009; Martinez, 2009). A pesar de que la presencia de estas enzimas es baja, los reportes
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han ido en aumento, en 2013, Zhu et al., buscaron la presencia de la B-lactamasa AmpC
en plasmidos en una coleccion de 108 cepas de P. aeruginosa. Realizaron la amplificacion
del gen ampC en las 108 cepas, dando positiva la amplificacion en 28 cepas. Finalmente
identificaron la enzima AmpC tipo CMY-7 y ésta se encontraba en un plasmido. Cabe
mencionar que, en las cepas en las que se identifico la B-lactamasa de tipo AmpC se
observaron altos niveles de resistencia a diferentes antibioticos, entre ellos a los
carbapenémicos. Siendo este el primer informe de la expresion de la enzima CMY-7
mediada por plasmido en P. aeruginosa (Zhu et al., 2013). Otro grupo de trabajo en la India
analizaron 329 aislados clinicos de P. aeruginosa, y mediante PCR multiple, detectaron 27

aislamientos que poseen el gen blacuy en un plasmido (Upadhyay et al., 2013).

Es importante mencionar que las enzimas de tipo pAmpC no se clasifican generalmente
como carbapenemasas, ya que la mayoria de estas enzimas tienen actividad débil hacia
los carbapenémicos. Por lo tanto, cuando una enzima AmpC se encuentra en una cepa
junto con otros mecanismos de resistencia, la resistencia a los carbapenémicos puede
aumentar. Sin embargo la enzima CMY-10 parece conferir resistencia a imipenem y esto
es debido a una delecién de tres aminoacidos que amplia de forma significativa una parte
del sitio activo, esta mutacion puede considerarse una estrategia molecular operativa de
las B-lactamasas de clase C para extender su espectro de sustrato (Jeon et al., 2015,
Papp-Wallace et al., 2011). Hasta el momento no ha habido reportes de la presencia de la
enzima CMY-10 en P. aeruginosa, se ha descrito principalmente en algunas especies de

enterobacterias con relevancia clinica y epidemiologica (Jeon et al., 2015).

En un estudio multicéntrico realizado en Espafa, se observdé un incremento en la
prevalencia de enterobacterias productoras de AmpC plasmidicas en 2007 (1,3%) respecto
a 1999 (0,06%), siendo P. mirabilis la especie con mayor prevalencia. Desde el punto de
vista epidemiolégico, las AmpC plasmidicas tienen mucha mayor relevancia o
trascendencia que las AmpC cromosomicas, debido a su capacidad para movilizarse, y se
pueden transferir tanto en el ambiente nosocomial donde tienen un claro potencial
epidémico, como en la comunidad (Calvo et al., 2011). Ademas de que se han reportado
presentes en plasmidos que acarrean consigo estructuras denominadas integrones, se ha
observado que esta enzimas estan cerca de los integrones de clase 1, pero no como
casetes génicos (Collis y Hall, 1995; Toleman et al., 2006). En este estudio, la amplificacion
mediante PCR de enzimas de tipo AmpC plasmidicas en el 100% de las cepas de

P. aeruginosa, dieron resultados negativos, por lo tanto sera importante el estudio de la
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posible presencia de la enzima AmpC cromosomica, asi como la presencia de las enzimas
que estan involucradas en el sistema de expresion y represion de la enzima AmpC. Sobre
todo en las cepas que provienen del C.M.N. “20 de Noviembre”, ya que en este estudio y
en anteriores no se han encontrado enzimas que expliquen los altos niveles de CMI a

B-lactamicos y a carbapenémicos.

Por otra parte, se ha reportado que los integrones de clase 1 son muy prevalentes en
aislados de P. aeruginosa multirresistentes; en un estudio realizado en China, se encontro
que en 118 aislados de P. aeruginosa el 45.8% tenian integrones de clase 1y 19.5%
integrones de clase 2, (23/118) (Xu et al., 2009). En Brasil de 106 aislados de P. aeruginosa,
44 albergaron integrones de clase 1 (41.5%) (Fonseca et al., 2005). En la actualidad hay
mas de 1000 integrones reportados, en la base de datos del INTEGRALL

(http://integrall.bio.ua.pt), donde podemos observar la diversidad de los casetes génicos

que acarrean los integrones de clase 1, los cuales son los mas ampliamente distribuidos en
el ambiente hospitalario. A las 44 cepas provenientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de
Puebla (entre las cuales se ha encontrado que portan diferentes variantes de IMP; Lopez,
2016), se les realiz6 la amplificacidon de la region variable de integrones de clase 1, y se
obtuvieron longitudes en pares de bases (pb) muy variadas que van desde 500 pb a 3000
pb aproximadamente, posteriormente se tiene programado el estudio de los fragmentos de
las regiones variables que tengan una longitud en pares de bases de igual o mayor a
1200pb, ya que en estos fragmentos se encuentran mas de un casete génico (Cambray et
al., 2010; Gillings, 2014), todo esto con el fin de estudiar a profundidad sobre los casetes

geénicos que podrian albergar los integrones de clase 1 en estas cepas de P. aeruginosa.

En el caso de las cepas provenientes del C.M.N “20 de Noviembre”, como se menciono en
el apartado de resultados, se analizaron 10 cepas: Ps24, Ps35, Ps62, Ps74, Ps81, Ps84,
Ps89, Ps91, Ps94 y Ps95. Y finalmente se identificaron 6 estructuras diferentes de
integrones de clase 1, de entre las cuales solo una ha sido reportada en la base de datos
del INTEGRALL (In51 en las cepas Ps89 y Ps91), y una mas parece tener un arreglo atipico
(cepa Ps84), por lo que se obtuvieron 4 estructuras nuevas de integrones de clase 1, las
cuales presentaron arreglos distintos en la regidén variable a los ya reportados en la base
de datos del INTEGRALL. La importancia de los integrones de clase 1 en la dinamica de la
resistencia bacteriana se debe a su intima relacién con genes que generan resistencia,
principalmente resistencia a antimicrobianos (Yauri et al., 2016), por lo tanto, es importante
la busqueda y la difusidon de este conocimiento en los hospitales, para que puedan tomar
las medidas adecuadas.
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En este trabajo se retomd el estudio del integron de clase 1 de la cepa Ps84, sin embargd
a pesar de las variadas reacciones que se realizaron, no se logré obtener los amplificados
esperados, por lo que se cree que estamos en presencia de un integron inusual o atipico,
es decir, un integréon con la duplicacién del segmento 3’-conservado o un integrén con la
integrasa en el mismo sentido que los casetes génicos (Di Conza y Gutkind, 2010; Hall et
al., 1994; Ploy et al., 2000; Toleman et al., 2006) (Figura 16). Este tipo de integrones han
sido ampliamente reportados en diversos microorganismos como Salmonella entérica
(Evershed et al., 2009), E. coli (Valverde et al., 2006) y plasmido pMAR-12 (Arduino et al.,
2002).

intl1 attit orfl  orfll orflll  orflV
' \j) ) > ) ») integrén con integrasa invertida
"M attit aacA4 blaOXA-2  sull dfrA3b sult

D DO-T= DD

qacEA1 qacEA1

integréon con duplicacion del
segmento 3’-conservado

Figura 16. Integrones clase 1 inusuales o atipicos. (Modificado de Di Conza y Gutkind, 2010).

El integron de las cepas Ps89 y Ps91, se encontrd ya reportado en la base de datos del

INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt), designado con el numero In51, este integron fue

encontrado por primera vez en la cepa P. aeruginosa JES, la cual fue aislada en 1998, en
un hospital de Francia, a partir de una infeccién del tracto urinario de una mujer de 52 afios
hospitalizada en la sala de ortopedia. Los autores mencionan que el paciente
probablemente habia importado la cepa desde Tailandia, donde fue hospitalizada
previamente y posteriormente demostraron que esta cepa alberga dos integrones (In50 e
In51), los cuales parecen provenir de alguna enterobacteria y pudieron haber sido
transferidos hacia P. aeruginosa JES a través de plasmidos y/o transposones. El integron
In51, llevaba un nuevo determinante de resistencia (aadA6) (Naas et al., 1999). En nuestro

caso las cepas Ps89 y Ps91 fueron aisladas en el 2009, a partir de una muestra de
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secrecion bronquial donde el paciente se encontraba en la UCI. EI mapeo de la region
variable se realiz6 en la cepa Ps91 y se sugiere la presencia del mismo integron en la cepa
Ps89, mediante digestidon enzimatica y se obtuvieron los pesos esperados (626 pb y 711
pb) (Figura 12), sin embargo se mantuvo la banda correspondiente a la regién variable, aun
cuando se aumento el tiempo y las condiciones de reaccidn en la digestion enzimatica
mediada por la enzima EcoRl, por lo que podriamos estar en presencia de un integron del
mismo peso pero con conformaciéon distinta, por lo que se tendria que secuenciar el
fragmento que no logro digerirse para saber que estructura tienes esa region variable. La

secuencia obtenida se puede ver en el Anexo 4.

El integron encontrado en las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95, resulté ser el mismo al
encontrado anteriormente en nuestro laboratorio en la cepa Ps39 (Bello, 2015), y a pesar
de que poseian entre las cepas un perfil de resistencia muy similar, y que la mayoria se
aislaron de la UCI, estas cepas presentan entre ellas un patrén diferente en las CMI, cabe
mencionar que estas 5 cepas no estan relacionadas genéticamente de acuerdo a los datos
obtenidos por el dendograma que se realizé en un estudio anterior (Juarez, 2016). De igual
manera que en el integron de las cepas Ps89 y Ps91, al realizar la digestiéon enzimatica de
la region variable, se obtuvieron la longitud en pares de bases esperados (569 pb, 780 pb
y 1151 pb) (Figura 14), sin embargo se mantuvo la banda correspondiente a la region
variable, aun cuando se aumentd el tiempo y las condiciones de reaccion en la digestion
enzimatica mediada por la enzima EcoRI, por lo que podriamos estar en presencia de un
integron del mismo peso pero con conformacién distinta. La secuencia obtenida se puede

ver en el Anexo 5.

La cepa Ps74, presentd un integron con tres casetes génicos de resistencia (aacA4,
blaoxa-2 y aadA1) y, en estudios anteriores (Ayala, 2013; Bello, 2015), fenotipicamente no
presento resistencia a algun carbapenémico, por lo que al realizar la CMI no esperabamos
resistencia o sensibilidad intermedia hacia los carbapenémicos, lo que correspondié para
el antibiético meropenem; sin embargo para el antibidtico imipenem, la cepa presento
sensibilidad intermedia, es importante mencionar estos resultados, ya que esta cepa
proviene de una coleccion de cepas que presentan multirresistencia y sobre todo resistencia
a carbapenémicos, y a pesar de que fue aislada de la UCI y durante el mismo periodo
(2009) que las demas, presenta un fenotipo de resistencia distinto. El realizar la CMI a esta
cepa refleja la importancia de esta prueba, ya que no solo nos permite saber que tan

sensible o resistente es la bacteria ante un antibiético en especifico, tomando en cuenta
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que las interacciones entre bacterias y antibioticos son importantes para las decisiones
terapéuticas (Maciques et al., 2002), sino que también nos sirve como una prueba para
conocer aun mas las cepas que circulan en cada servicio hospitalario, un ejercicio que nos
ayudaria a detectar la probable presencia de mecanismos de resistencia (Cantén, 2010),
ademas estos resultados reflejan la importancia de la vigilancia y el monitoreo en los
servicios hospitalarios como la UCI, donde podemos encontrar cepas que requieran una
terapia antimicrobiana mas agresiva que otras. La secuencia obtenida se puede ver en el

Anexo 6.

La cepa Ps81, al igual que la cepa Ps74, presentd tres casetes génicos, solo que en la cepa
Ps81, dos de ellos son casetes génicos de resistencia (blaoxa2 y aadA6), mientras que el
otro confiere a un gen de funcién desconocida (gcuD). La presencia del casete génico de
funcion desconocida en los integrones estudiados fue del 66.67% (4/6). Se sabe que la
integrasa del integrén de clase 1, tiene la capacidad de capturar casetes de otras clases de
integrones cromosomicos, lo que asegura que los diversos casetes génicos del medio
ambiente sean accesibles a todos los integrones clase 1 (Oliveira-Pinto et al., 2016).
Cuando se considera todo el pool de casetes génicos, los que codifican resistencia a
antibidticos corresponden a menos del 10%, siendo la mayoria casetes de funcion
desconocida, de los cuales, el 65.0% no se les conoce homodlogos y el 13.0% presenta
homologia con proteinas de funcidon desconocida, mientras que el porcentaje restante
codificaria para un rango de funciones amplias (la mayoria deducida por prediccion con
proteinas analogas), siendo las mas prevalentes factores de virulencia, funciones
relacionadas con fagos, sistemas toxina-antitoxina, sistemas de metilacién o restriccion. En
general, estos casetes se han encontrado formando parte de integrones cromosdmicos o
superintegrones descritos en Vibrio spp. y en otras especies ambientales (Di Conza y
Gutkind, 2010). Otro estudio metagendmico mostré que hasta un 65.0% de los casetes
genicos no tienen homdlogos conocidos en las bases de datos de ADN o proteinas,
mientras que el 15.0% mostr6 homologia con regiones conservadas denominandolas
proteinas hipotéticas, mientras que el 20.0% restante tiene suficiente homologia con
proteinas caracterizadas que su funcion podria predecirse (Gillings, 2014). La secuencia

obtenida se puede ver en el Anexo 7.

Como se menciono anteriormente cuatro de las seis estructuras estudiadas presentardon un

casete génico de funcién desconocida, sin embargo la cepa Ps94, ademas de presentar
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este casete génico, también presentd una proteina hipotética la cual al realizar el analisis
bioinformatico en las diferentes bases de datos disponibles en la red, se encontré que esta
proteina esta relacionada con una bomba de expulsion de tipo ABC. Con base a un estudio
realizado por Cambray et al., existe una creciente evidencia de que los integrones juegan
un papel importante, no solo como principales vectores de resistencia a multiples
antibidticos, sino también como contribuyentes en la adaptacidén de las bacterias en una
variedad de entornos (Cambray et al., 2010; Oliveira-Pinto et al., 2016). La secuencia

obtenida se puede ver en el Anexo 8.

Por otra parte se sabe que la expresion de los genes de resistencia esta marcadamente
influenciada por su posicién en el arreglo de casetes. Se ha encontrado que un pequefio
numero de casetes presentan su propio promotor; el primer caso descubierto fue el casete
cmlA, que codifica para una proteina de eflujo en la membrana interna (resistencia a
cloranfenicol). Estos casetes se transcriben, ademas, desde el promotor Pc (Di Conza y
Gutkind, 2010). En nuestro trabajo se realizé el analisis de las secuencias obtenidas de los
integrones y no se encontraron promotores individuales para los casetes génicos, sin
embargo se encontraron las regiones promotoras Pc Hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT
(-10)) y P2 Hibrido 2 (TTGTTA (-35) Y TACAGT (-10)). Como se ha reportado, la region
promotora Pc (o0 alguna de sus variantes) se encuentra dentro de la secuencia que codifica
para la integrasa y la region promotora P2 se encuentra cerca de la secuencia del sitio de

recombinacion de la integrasa (att/1) (Jové et al., 2010) (Ver Anexo 5, 6, 7, 8).

En el caso de los integrones de las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps74, Ps81, Ps94 y Ps95,
presentaron la variante Pc Hibrido 1 (TGGACA (-35) y TAAACT (-10)), cuya fuerza
promotora se ha reportado que es intermedia (Jové et al., 2010), mientras que los
integrones de las cepas Ps81 y Ps94, también presentaron el promotor P2, el cual cuando
esta presente y es activo, su fuerza es mayor que la de todas las variantes de Pc, excepto
Pc fuerte (Jové et al., 2010). Sin embargo en las cepas Ps81 y Ps94 se encontro la variante
P2 Hibrido 2 (TTGTTA (-35) Y TACAGT (-10)), el cual por tener un espacio de 14 pb entre
las regiones -35 y -10, lo hace un promotor inactivo (Tabla 3) (Ver Anexo 7 y 8) (Di Conza
y Gutkind, 2010; Jové et al., 2010). Cuando el promotor P2 esta activo, frecuentemente esta
asociado con la variante de Pc débil y, en ese caso, P2 es el principal responsable de la
expresion de los genes de resistencia en integrones de clase 1 (Di Conza y Gutkind, 2010).
Por lo anterior, se sugiere que la expresion de los CGs es mediada por el promotor Pc

Hibrido 1 y por la caracteristica del promotor, los CGs se estarian expresando débilmente.
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Los integrones encontrados en este estudio poseen diversos casetes génicos (blaoxa-2,
aadA6, aadA1, aacA4, gcuD, proteina hipotética), portando en su estructura mas de un
casete génico, predominando los que confieren resistencia a aminoglucésidos,
relacionados con las altas CMI a gentamicina (>512 ug/mL) y amikacina (512 ug/mL) que
presentaron las cepas. El hecho de que muchos integrones posean mas de un casete
genico de resistencia, junto con el hecho de que muchos de ellos estan localizados en
elementos genéticos como transposones o plasmidos llevando otros determinantes de
resistencia, como las B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas, hace que la seleccion a
través de uno de estos determinantes de resistencia antimicrobiana seleccione a los demas,
un proceso llamado seleccion en autostop. Los integrones de clase 1 se caracterizan por
poseer una gran versatilidad, es decir, por tener la habilidad de reconocer una amplia
variedad de secuencias de recombinacién, asi como una capacidad practicamente ilimitada
de intercambio y reserva de casetes génicos. Esta flexibilidad permite a la bacteria una

rapida adaptacion al flujo impredecible de los nichos ecoldgicos (Sabaté y Prats, 2002).

El estudio de mapeo de integrones es substancial y en la actualidad han cobrado gran
importancia, no solo por el amplio espectro de bacterias en las que han sido encontrados,
sino también por su frecuente composicion con casetes que codifican, a una gran variedad
de genes de resistencia (Di Conza y Gutkind, 2010). Aunado a que podemos encontrar
algunas variantes de genes que quizas no se logran obtener mediante el uso de
oligonucledtidos universales (Bello, 2015) o mediante el analisis de restriccion, ademas el
saber qué tipo de casetes génicos estan presentes en las cepas nos ayudara a entender

aun mas el comportamiento que tienen ante la presencia del antibidtico.
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9. CONCLUSIONES

Las 16 cepas provenientes del C.M.N. “20 de Noviembre” y las 15 cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla no portan genes de tipo ampC plasmidicos (blacmy,

blarox, blamox).

De acuerdo a la RV digerida en las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps95 y Ps39 portan el
mismo integrén, sin embargo el mapa de restriccion nos indica que son portadoras

de otro integrén del mismo peso pero con arreglo diferente.

Las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps95 y Ps39, no estan relacionadas genéticamente y
difieren ampliamente en la CMI a meropenem, por lo que se sugiere que hay
diferentes mecanismos de resistencia involucrados en cada una de las cepas

analizadas.

No se logré determinar la estructura completa del integron de la cepa Ps84, ya que

no se obtuvo la unién de la regién 5’CS con la regién variable.

De acuerdo a la RV digerida en las cepas Ps89 y Ps91, portan el mismo integron,
sin embargo el mapa de restriccion nos indica que son portadoras de otro integron

del mismo peso pero con arreglo diferente.

Se encontraron 6 conformaciones distintas de integrones de clase 1

El 100% de los integrones estudiados posee mas de un casete génico de resistencia

y tienen al menos un casete génico que confiere resistencia a aminoglucésidos.

El 83% de los integrones estudiados poseen el casete génico blaoxa-2.

El 66% de los integrones estudiados poseen el casete génico gcuD, de funcién

desconocida y cuya presencia va en aumento.

Solo un integron presentd una proteina hipotética, siendo relevante el hallazgo de
este tipo de casetes geénicos, ya que presentan homologia con proteinas

relacionadas con procesos de supervivencia y/o adaptacién bacteriana.
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» En los integrones encontrados en las cepas Ps81, Ps74, Ps94, Ps24, Ps35, Ps62 y

Ps95, presentaron la region promotora Pc Hibrido 1.

» En el integron encontrado en las cepa Ps81 y Ps94, también presentaron la regidn

promotora P2 Hibrido 2.

» De acuerdo a la amplificacion de la RV en la cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E.

de Puebla, poseen integrones con mas de un casete génico.
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10.PERSPECTIVAS

Realizar la amplificacion del gen ampC y buscar mutaciones que puedan estar

involucradas en la elevada resistencia a 3-lactamicos y carbapenémicos.

Estudiar la RV de las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, mediante

“primer walking’.

Determinar la CMI en la cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla.

Continuar con el estudio del integron de la cepa Ps84, para lograr la unién de la

integrasa (regiéon 5’-CS) con la region variable y la region 3’-CS.

Buscar la duplicacién del segmento 3'CS en la cepa Ps84, ya que es caracteristico

de integrones atipicos.

Determinar si los integrones estudiados se encuentran en plasmidos o en

cromosoma.

Determinar la estructura del segundo integron presente en las cepas Ps89, Ps91, asi
como el de las cepas Ps24, Ps35, Ps62, Ps95 y Ps39, mediante la secuenciacion de

la banda que no logro digerirse.
Completar la secuencia de los integrones encontrados en las cepas Ps81, Ps74 y

Ps94, para poder darles un numero de asignacion en la base de datos INTEGRALL

ya que son nuevas conformaciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas generales de las 16 cepas de P. aeruginosa del C.M.N. “20 de Noviembre” de la Ciudad de México.

CONFORMACION
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Continuacion

CONFORMACION
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ATM, GM, AN, NET, aacC1, aadA6 aadA1, gacEA1,
CIP, OFX, NOR, SXT, sult
C.
PIP, TIC, CB, TZP, _
TIM, CF, CAZ, CTX, | blaces-1, blaoxaz, intl1, blaoxa-,
Ps62 ucl Hemooulivo | FEBRERO-09 | CRO, FEP, MEM, IMP, | blaoxaso aacA4, | 512 | 64 | »512 | 64 | 16 | 256 | »512 | 230A% aadAb,
ATM, GM, AN, NET, aadA6 geuD, qacEA1,
CIP, OFX, NOR, SXT, sult
C.
Secrecion PIP, TIC, CB, TIM, CF, | blaoxa-2, blaoxa-so, intl1, aacA4,
Ps74 ucl sronquial | TTMARZO09 | a7 o1y 0RO ATM. | - aaohd, nadme. | 256 | 25 1 4 | 1| 8 | 32 | blaoxaz, aadA?,
GM, NET, C, SXT. qackAT, sult
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CAZ, CTX, ,
Ps78 ccv Herida | 17-MARZO-09 | CRO, FEP, MEM, IMP, | Pldoxa Dlaoxaso. | 5p | 556 | 512 | 256 | 128 | 64 | 128 | mtegron trunco,
ATM. GM, AN, NET, aacC1 ausencia de 3'CS
CIP, OFX, NOR, C,
SXT
PIP, TIC, CB, TZP, o
Secrecion TIM, CF, CAZ, CTX, blages.1, blaoxa-z, >51 , blaoxa-2,
Ps81 TPQ sronquial | 1ZMARZO09 | o0 CEb VEM VP, | bisas s aanos | 512 | 128 | 64 | 32 | 288 | 00| 64 aadA6, gouD,
ATM, AN, NET, CIP, qacEA1, sult
OFX, NOR, SXT, C.
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Continuacion

CONFORMACION

CEPA SERVICIO ORIGEN  ,lauNTo  RESISTENCIA  RESISTENCIA S e DEL INTEGRON
CAZ FEP MEM IMP CIP AN GN (5°-3%)
PIP, TIC, CB, TZP, TIM,
Secrecién CF, CAZ, CTX, CRO, blages-1, blaoxa-2, intl1, X, aacA4,
Ps84 UCl Bronquial 17-MARZO-09 FEP, MEM, IMP, ATM, blaoxa-s0, @aacA4, 512 256 512 256 32 128 256 blaoxa-2, qacEA1,
GM, AN, NET, CP, aacC1 sult
OFX, NOR, SXT, C
PIP, TIC, CB, TZP, TIM,
Secrecién CF, CAZ, CTX, CRO, blages-1, blaoxa-2, intl1, aadASs,
Ps89 UCl Bronquial 02-ABRIL-09 FEP, MEM, IMP, ATM, blaoxa-s0, @aacA4, 512 128 64 64 64 512 | >512 gcuD, qacEA1,
GM, AN, NET, CIP, aacC1, aadA6 sult
OFX, NOR, C, SXT.
PIP, TIC, CB, TZP, TIM,
Secrecién CF, CAZ, CTX, CRO, blages-1, blaoxa-2, intl1, aadASs,
Ps91 UCl Bronquial 17-MARZO-09 FEP, MEM, IMP, ATM, blaoxa-s0, @aacA4, 512 128 64 64 64 512 | >512 gcuD, qacEA1,
GM, AN, NET, CIP, aadA6 sult
OFX, NOR, C, SXT
PIP, TIC, CB, TZP, TIM, intl1, proteina
CF, CAZ, CTX, CRO, blaoxa-2, blaoxa-so hipotétyica aacA4
Ps94 Urologia Urocultivo 30-MARZ0O-09 MEM, ATM, GM, AN, - e 128 32 >512 32 128 32 >512 ’ ’
NET, CIP, OFX, NOR, aacA4, aacC1 blaoxa-2, gcuD,
SXT, C. qacEA1, sul1
PIP, TIC, CB, TZP, TIM, intl1, blaoxas
Secrecion CF, CAZ, CTX, CRO, blages-1, blaoxa-2 aacA’4 aadAé
Ps95 TPQ/NC Bronquial 05-MARZ0O-09 FEP, MEM, IMP, GM, blaoxa-s0, aacA4, 512 256 16 32 64 128 | > 512 geuD ,qaCEA1’
AN, NET, CIP, OFX, aacC1, aadA6 ’ ’
NOR, SXT. sul1

Se muestran las datos de las cepas obtenidas en estudios anteriores y en este estudio (letras en negritas). UCI: Unidad de Cuidados Intensivos,
PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Acido clavulanico, 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 y STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol. CLSI, 2015
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Anexo 2. Caracteristicas generales de las 44 cepas de P. aeruginosa del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E de Puebla C.M.N.

REGION
FECHA DE FENOTIPO DE GENOTIPO DE
SR R LU AISLAMIENTO RESISTENCIA RESISTENCIA VA?:Q;?’LE
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CAZ, CTX, blap-1s,
PE06 | Urologia Urocultivo | 10-MAYO-2013 CESM‘F(EI'\:A’, '/2",\*: ,LV'EETM giz'c“)"::f > 3288
CIP, OFX, NOR, C, blaoxa-s0, aacA4
SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
CAZ, CTX, CRO, FEP, b - 2000
PE09 M Urocultivo 18-MAYO-2013 | IMP, MEM, GM, AN, | , 2@MPe >
NET, CIP, OFX, NOR, Oxa2, 84C = 1300
C, SXT
PIP, TIC, CB, TIM, CF,
CAZ,CTX, CRO,FEP, | , . _ - 2000
PE10 | Hematologia | Expectoracion | 20-MAYO-2013 | IMP, MEM, ATM, GM, IMP, DIGOXA2,
AN. NET, CIP, OFX, aacA4 = 1500
NOR, C, SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
Secrecién 24-JUNIO- | CAZCTX CROFEP. | o blaoxas, | > 2000
PE15 M Bronail 5013 IMP, MEM, GM, AN, v >
quia NET, CIP, OFX, NOR, aac. = 1500
C, SXT.
Lavado 18-JUNIO- PIP, CF, CTX, CRO,
PE18 M Bronquial 2013 IMP, MEM. C. blaoxa-2 > 1200
TIC, CB, TIM, CF,
04- CAZ, CTX, CRO, FEP, | W
PE19 M Hemocultivo | SEPTIEMBRE- | IMP, MEM, GM, AN, aoxa-2, 34CAS, > 1500
2013 NET, CIP, OFX, NOR, aacC1
C, SXT.
PIP, TIC, CB, TIM, CF,
CAZ, CTX, CRO, FEP, blamp-18, blaoxa-
PE20 Ml Expectoracion 19'A2%(1)§TO' IMP, MEM, GM, AN, 2, > 1500
NET, CIP, OFX, NOR, | blaoxaso, aacA4
C, SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
CAZ, CTX, CRO, FEP, blamp-s2, blaces- =~
PE21 Ml Expectoracion ZO'AS)??TO- IMP, MEM, GM, AN, 32, blaoxa-so, 3000
NET, CIP, OFX, NOR, aacAd > 1500
C, SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
CAZ, CTX, CRO, FEP,
PE22 MI Urocultivo 26'A2C€)(13§TO' IMP, MEM, GM, AN, gfg)"&blaa;gg? > 1500
NET, CIP, OFX, NOR, g
C, SXT.
25- CTX CRO. IMP. MEM, | blane, b
. , s , s avp, PlaGes,
PE23 ucl Hemocultivo SEPT2|(1)51|\{|&BRE- M. AN, NET. GIP, bl s aanAd > 1500
OFX, NOR, C, SXT.
Aspirado 24-
PE24 M 5 . SEPTIEMBRE- TIC, IMP, MEM blaoxa.z, aacA4 = 1200
ronquial 2013
PIP, TIC, CB, TIM, CF,
17- CAZ, CTX, CRO, FEP, blages-2, =~ 3000
PE26 MI Expectoracion | SEPTIEMBRE- | IMP, MEM, ATM, GM, blaoxa-2,
2013 AN, NET, CIP, OFX, | blaoxaso, aacA4 | > 1500
NOR, C, SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
19- CAZ,CTX,CRO,FEP, |
PE27 MI Expectoracion | SEPTIEMBRE- | IMP, MEM, GM, AN, IMP, FYSOXA-2, > 1500
2013 NET, CIP, OFX, NOR, aacA4
C, SXT.
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Continuacion

REGION
FECHA DE FENOTIPO DE GENOTIPO DE
e SR LT AISLAMIENTO’ RESISTENCIA RESISTENCIA VA?:)‘?;?’LE
18-
PE28 ucl Expectoracién | SEPTIEMBRE- | 1< OF: IMF, MEM.C, NP >2000
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CAZ, CTX,
. , Secrecion de 07-OCTUBRE- | CRO, FEP, IMP, MEM, | blaces, blaoxa-2, > 2500
PE29 Angiologia pie derecho 2013 ATM, GM, AN, NET, aacA4 > 1200
CIP, OFX, NOR, C,
SXT.
17 TIC, CB, TIM, CF, blaces-2,
) CTX, CRO, IMP, MEM, blaoxa-2,
PE30 MI Urocultivo SEPTZI(I)EM’BRE- GM. AN, NET, CIP, blaows o > 1500
OFX, NOR, C, SXT. aacA4
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CTX, CRO,
PE45 Urologia Urocultivo O3-DIC235E1|;’/IBRE- IMP, MEM, GM, AN, blaoxa2, aacA4 > 1500
NET, CIP, OFX, NOR,
C, SXT.
TIC, CB, TIM, CF,
CAZ, CTX, CRO, FEP,
PE46 Ml 5 La"aldo | 04'D'%E1'§'BRE' IMP, MEM, GM, AN, " | b’a'MF’-18’A4 ~ 1200
roncoalveolar NET, C|P, OFX, NOR, aoxA-2, aac.
C, SXT.
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CAZ, CTX,
Lavado 09-DICIEMBRE- CRO, FEP, IMP, MEM, b/aGEs, bIaOXA_Z
PE47 M Bronquial 2013 ATM, GM, AN, NET, aacA4 <1000
CIP, OFX, NOR, C,
SXT.
PIP, TIC, CB, TIM, CF,
CTX, CRO, FEP, IMP,
PE50 Urologia Urocultivo 29-A2C€)C1)§TO- ATM, GM, AN, NET, aacA4 = 1500
CIP, OFX, NOR, C,
SXT.
PIP, TIC, CB, TZP,
TIM, CF, CAZ, CTX, blamp-1s,
. 14-ENERO- CRO, FEP, IMP, MEM, blaimp-ss, > 3000
PE52 M Urocultivo 2014 ATM, GM, AN, NET, blaoxa-2, = 1500
CIP, OFX, NOR, C, blaoxaso,
SXT.
Lavado 27-FEBRERO- TIC, ATM, IPM, MEM, blaces, blaoxa-2,
PES3 ucl Bronquial 2014 C. GM, AN, CIP, NOR aacA4 > 1500
PIP, TIC, TZP, TIM,
. CAZ, FEP, ATM, IMP, blaces, blaoxa-2, -
PE54 CE Urocultivo 28-MAYO-2014 | “yei ' cu AN, CIP, e oAd = 1200
NOR.
Lavado PIP, TIC, TZP, CAZ,
PE56 MI B il 12-MAY0-2014 FEP, IMP, MEM, C, NP = 2500
ronquia AN, CIP, NOR.
Lavado PIP, TIC, TZP, CAZ, | o bla
PE57 | Neurologia B ial 23-ABRIL-2014 | FEP, ATM, IMP, MEM, GES, A;XA'Z’ <1000
ronquia GM, AN, CIP, NOR. aac
PIP, TIC, ATM, IMP, > 2500
PE59 Urologia Urocultivo 12-MAYO-2014 MEM, GM, AN, CIP, aacA4
NOR. = 1200
PIP, TIC, TZP, CAZ,
, . 22-ENERO- FEP, ATM, IMP, > 3000
PEG60 Urologia Urocultivo 2015 MEM. GM. AN, CIP, blaces - 1200
NOR.
Lavado PIP, TIC, CAZ, FEP, bla = 3000
PE62 MI Bronquial 31-JULIO-2014 ATM, IMP, MEM, b/a'MP'wv <2500
q GM, AN, CIP, NOR. oxa2 > 2000
PIP, TIC, TZP, CAZ, bla
PE63 Cirugia Urocultivo 18-AGOSTO- FEP, ATM, IMP, blaope s >2000
9 2014 MEM, GM, AN, CIP, GES-1, > 1500
NOR. blaoxa-2, aacA4
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Continuacion

REGION
FECHA DE FENOTIPO DE GENOTIPO DE
Gz A8l ORIEEN AISLAMIENTO' RESISTENCIA RESISTENCIA VA'(‘F')‘:\D')B"E
PIP, TIC, CAZ, FEP, bl > 3000
PE64 MI Urocultivo 25-JULIO-2014 ATM, IMP, MEM, b/a'MP'w' =~ 2000
GM, AN, CIP, NOR. OXA2 =~ 1500
. T|C, |MP, MEM, GM, b/aGEs, blaox;\.g,
PE65 UCIN Hemocultivo | 01-JULIO-2014 AN, CIP. NOR. A4 > 1500
. 18-AGOSTO- | TIC, IMP, MEM, GM, | blaces, blaoxaz.
PEG66 UCIN Hemocultivo 2014 AN. CIP, NOR. aacA4 > 1500
PE67 MI Catéter 11-JuLi0-2014 | T IMR MEM, CIP, blaoxaz > 1200
PIP, TIC, TZP, CAZ,
06-OCTUBRE- FEP, ATM, IMP, blaces, blaoxa2, | > 3000
PE68 M Tumor cerebro 2014 MEM, GM, AN, CIP, aacA4 > 2500
NOR.
PIP, TIC, CAZ, FEP, = 3000
PE73 | Urologia Urocutiivo | 19PDISIEMBRE | At iMp, MEM, AN, Blawe-rz ~ 2000
CIP, NOR. oxa2 = 1500
TIC, CAZ, FEP, ATM,
PE74 | Urologia Urocultivo | 24-PICIEMBRE- | 15 "MiEM, AN, CIP, blaoxa.2 > 3000
., Cirugia 05-ENERO- PIP, TIC, CAZ, IMP,
PE76 Cirugia abdominal 2015 MEM. NP >1500
blavp-62
TIC, CAZ, FEP, IMP, : > 2500
PE83 | Epidemiologia |  Urocultivo 05-ENERO- | \iEM, GN, AN, CIP, blaces2s, ~ 2000
2015 NOR b/aox/.\.z, aacA4,
‘ aacC1 > 1200
Lavado " FEP, ATM, M. > 3000
PES6 ucl Broncoalveolar | 01-UNIO2015 | b T BN blaces, aacA4 > 2500
CIP, NOR. > 1200
Herida PIP, TIC, CAZ, IMP, ~
PE87 Cirugia traumatica 20"\2"£‘1F;ZO' MEM, GN, AN, CIP, b’aGZSé fﬁC’XA‘Z = ?ggg
(pie izquierdo) NOR. -
PIP, TIC, TZP, CAZ,
Lavado FEP, ATM, IMP, > 3000
PE89 ucl Broncoalveolar | 20ABRIL-2015 MEM, GN, AN, CIP, blaoxa2 > 2000
NOR.
PIP, TIC, TZP, CAZ,
. FEP, ATM, IMP, blaces, blaoxa2, | > 3000
PE90 Ml Urocultivo 08-ABRIL-2015 | v o AN Gl Y 2000
NOR.
TIC, CAZ, FEP, ATM, - 2000
PE93 Ml Urocultivo 08-JUNIO-2015 | IMP, MEM, GN, AN, blawp 2 1500
CIP, NOR. =
PIP, TIC, TZP, CAZ,
. . FEP, ATM, IMP, > 2000
PE96 Cirugia Catéter 30-JULIO-2015 MEM. GN, AN, CIP, blaces, blaoxa-2 =~ 1500
NOR.

Se muestran las datos de las cepas obtenidas en estudios anteriores y en este estudio (letras en negritas)).
UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, MI: Medicina Interna, PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB:
Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Acido clavulanico, 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 y STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol. CLSI, 2015.

67



Anexo 3. Secuencia obtenida de la region variable de la cepa Ps84.

Faltan 469pb para completar el gen aacA4
GAGGGGGACGTCCAAGGGCTGGCGCCCTTGGCCGCCCCTCATGTCAAACGTTGGG
CATTAAGGAAAAGTT

Faltan 400pb para completar el gen blapxa-2

Faltan 82pb para completar el gen gacEA1
TTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTT
TACTAAGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTC
TTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACT
CGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGC
GTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCTCATAATTGCT

Fragmentos secuenciados:
aacA4 (attC: 50pb)
core site: 21pb
: 428pb
gacEA1: 266pb
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Anexo 4. Secuencia obtenida de la RV de las cepas Ps89 y Ps91.

GATGTTATGGAGCAGCACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTA
GACATCATGAGTAACGCAGTACCCGCCGAGATTTCGGTACAGCTATCACTGGCTCTC
AACGCCATCGAGCGTCATCTGGAATCAACGTTGCTGGCCGTGCATTTGTACGGCTCT
GCACTGGACGGTGGCCTGAAGCCATACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACTGTGGCT
GCACGGCTCGATGAGACTGTCCGACAAGCCCTGGTCGTAGATCTCTTGGAAATTTCT
GCCTCCCCTGGCCAAAGTGAAGCTCTCCGCGCCTTGGAAGTTACCATCGTCGTGCAT
GGTGATGTTGTCCCTTGGCGTTATCCGGCCAGACGGGAACTGCAATTCGGGGAGTG
GCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTTCGAGCCCGCCACAACCGATGTTGATCT
GGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTTGCATTGGCAGGTTCGGCCGC
AGAGGATTTCTTTAACCCAGTTCCGGAAGGCGATCTATTCAAGGCATTGAGCGACACT
CTGAAACTATGGAATTCGCAGCCGGATTGGGAAGGCGATGAGCGGAATGTAGTGCTT
ACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCGCAGCAACCGGCAAGATCGCACCGAAGGATATC
GTTGCCAACTGGGCAATGGAGCGTCTGCCAGATCAACATAAGCCCGTACTGCTTGAA
GCCCGGCAGGCTTATCTTGGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCGGATCA
GTTGGCGGCGTTCGTTCACTTCGTGAAACATGAAGCCACTAAATTGCTTAGTGCCATG
CCAGTGATGTCTAACAATTCATTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAATT
CAGGCGTTAGTACCACTGAAACCCTCCTTTATTTCGCCC

CTCGCCCGTTAGATGCACTAAGCA

C

Tamaio de la regién variable: >1200 pb
Fragmentos secuenciados:

5°CS: 53pb

core site del gen aadA6: 7pb

aadA6: 846pb (attC: 60pb; core site inverso: 7pb)
Region intergénica: 7pb

core site del gen gcuD: 7pb

Region intergénica: 27pb

geuD: 279pb (attC: 60pb; core site inverso: 7pb)
core site del gen gcuD: 7pb

3°CS: 17pb
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Anexo 5. Secuencia obtenida de la RV de las cepas Ps24, Ps35, Ps62 y Ps95.

GCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGC
ACGAACCCAG TAAGCCTGTTCGGTTCG GTAATGCAAGTAGCGTATGCGCT
CACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTT
CATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCG
TTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTC
GCCCTAAAACAAAGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTT
TCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACT
GGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAA
GCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATC
GACATTCAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCA
GATTTTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGC
GATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATG
ACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTTCGACAAGTAATG
GCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGCATTTCTCAGG
AAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATG
ATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTGCAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGG
GTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTCCGTATTCTTCGCACTGAATATTGAT
ACGCCAAACAGAATGGATGATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAATCCTTCGCTC
TATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCA
GCGCCGGTTACTTCAACGTTAAGAGGCTACTCACGCACATCGAGGCCAGCAACCATG
AAATCAAACGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTC
ACACTGCGCCTC

CTTAGTGCCATGCCAGTGATGTCTAACAATTCATTTGGCCTGCAGGC
AGCAAGGGGCGGGGCATAATTCTGGCGTTAGCACCATTGAAACCATCCG

CTCTAACATTTCGTCAAGCTC
70



GACCCTCATTCTGCGGTCGGCACAACTCGCCCGTGAG

Tamaino de la regién variable: 2500 pb
Fragmentos secuenciados:
Integrasa: 234pb;

: 87pb
Regioén intergénica: 27pb

blaoxa-2: 828pb (attC: 60pb)

Region intergénica: 136pb

: 519pb
: 847pb (sitio core inverso: 7pb)

Regioén intergénica: 96pb
: 291pb ( : 60pb; : 7pb)
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Anexo 6. Secuencia obtenida de la RV de la cepa Ps74.

TGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGA
TGAAGGCACGAACCCAG TAAGCCTGTTCGGTTCG GTAATGCAAGT
AGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGA...
...TGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAA
GTTAGGAACACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCACCGATTCCGTCACACTGCGC
CTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCG
TCGAGTGGTGGGGCGGAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAG
TACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATG
GAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGG... Faltan 300pb para
completar el gen aacA4.. GATCCC TAAC

Faltan 639pb para completar el gen blapxa-2

CCGCGCAGCGCCGGTTACT
Faltan 346pb para completar el gen aadA1

TGTCTAACAA
TTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTTGCGGCGCGGCTTACCTTGGCCGTTAGATGCACTA
AGCACAT

Tamano de la regién variable: 2500 pb
Fragmentos secuenciados:
Integrasa: 149pb;

Sitio de recombinacion (att/1): 62pb
Region intergénica: 51pb

aacA4: 219pb (sitio core inverso: 7pb)
Blagxa%: (135pb- faltan 693pb iniciales)
Region intergénica: 21pb

B 446pb

Regidn intergénica: 1pb

sitio core inverso del gen aadA1: 7pb
Region intergénica: 46pb

3'CS: 20pb
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Anexo 7. Secuencia obtenida de la RV de la cepa Ps81.

ATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGG
ATGAAGGCACGAACCCAG TAAGCCTGTTCGGTTCG GTAATGCAAG
TAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAA

CGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCT

CGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTT
TTAAGGA

AAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTT
TCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCG
AATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCA
TGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAA
GATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATT
TTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTG
CGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTG
GTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTT
CGACAAGTAATGGCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAG
CAAATTGCATTTCTCAGGAAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATC
AGCGCTTGGTCAAGGATCTCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTG
CAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCC
GACTGGCTCCGTATTCTTCGCACTGAA...Faltan 121pb para completar el gen blapxa-2

...Faltan 108pb para completar el gen

TTAGTACCACTGAAACCCTCCTTTATTTCGCCC

CTCTAACATTTCGGTCAAGCC
GACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTAA CACTAAGCAC

Tamano de la regién variable: 2500 pb

Fragmentos secuenciados:

Integrasa: 190pb;

Region intergénica: 80pb; Region Promotora P2 Hibrido 2 (-35y -10)
: 62pb

Region intergénica: 15pb

blaoxa-2: 707pb

Region intergénica: 11pb

@adAB: 739pb (attC: 60pb; core site inverso: 7pb)

Region intergénica: 27pb
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B 279pb (=(C: 60pb;

Region intergénica: 10pb

: 7pb)
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Anexo 8. Secuencia obtenida de la RV de la cepa Ps94.

ATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGG

ATGAAGGCACGAACCCAG TAAGCCTGTTCGGTTCG GTAATGCAAG
TAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAA
CGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGC TGACTGTTTTTTTG CTATGCCT

CGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAG
CAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTATGCATTAAGGG
GGAGTCAGTGCTCGAACCAGTAGTTCAGGAGGAAGCCACGGGATGCGGAATCGCGT
CGGTTGCCAACATTCTGGGCAAAACGTACTCAGAGATGAAGGCCGTAGCCAATGCTA
TGGGCATCCATGCTTCGGACAAATCGCTGTGGTCAGATACACAGTATGTCCGGCGTA
TGTTGTCGAGCGCAGGTGTCAAAACTTCCGCTGATGAAACCCCATTTGAATCTTGGG
AGGCATTGCCCAATCTGGCGTTGTTGTCTATCAAGCACCATCAGGAAGAAGGCAAGG
ACTTCTGGCACTGGGTTGTATTCAAGCGCGTGGGAGGTCAACCATTTGTGCTGGATT
CGGCTAGTTACCTGCCATCCAATATCCGTCAGGATTTCGACGCCATGCAGCCCAAGT
GGTTCATCGAGGTCGAAAATGCATAACAGGCGCTGTTGTCGCCGCTATCGCGGCTG
GGACGGCTTACGCTTCGCTCCAGCCGCCCCAAAGCTTATCGTTAGGCATCACAAAGT
ACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTGCGCCTC

Faltan 481pb para completar el gen blapxa-2

ACCGCGCAGCGCCGGTTACTTCAACGTTAGTACCACTGAAACCCTCCTTT

CTCTAACATTTCGGTCAAGCCGACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTA
Slepeiclolsloleanrile |GCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAG
TCTGCTTTTATTATTTTT

Tamano de la regién variable: 2500 pb
Fragmentos secuenciados:

Integrasa: 149pb;

Region intergénica: 80pb;

Sitio de recombinacion (att/1): 62pb
Proteina hipotética: 439pb
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Region intergénica: 131pb

: 519pb (sitio core inverso: 7pb)
: 347pb

Sitio de recombinacion del gen blaoxa-z (attC: 33pb)
Region intergénica: 27pb

GeUB: 291pb (=11C: 60pb; : 7pb)
Region intergénica: 64pb

BES 136pDb
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ACTIVIDADES CURRICULARES DURANTE EL POSGRADO

PARTICIPACION EN CONGRESOS (Modalidad - Péster)

2016

XXIll. Congreso Latinoamericano de Microbiologia, XIV Congreso
Argentino de Microbiologia*. Septiembre 2016.

Tema: “Caracterizacion genotipica de la resistencia en cepas de aislados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos”.

Il. Congreso Nacional de Investigaciones Microbioldgicas. Noviembre
2016.

Tema: Presencia de casetes génicos “gcuD” en integrones clase 1 en cepas
de Pseudomonas aeruginosa  multidrogorresistente-resistentes a
carbapenémicos (MDR-RC).

ASISTENCIA A CONGRESOS

2016

2015

CURSOS

2016

2015

XXIll. Congreso Latinoamericano de Microbiologia, XIV Congreso
Argentino de Microbiologia*. Septiembre 2016, Rosario, Santa Fe,
Argentina.

Il. Congreso Nacional de Investigaciones Microbiolégicas. Noviembre
2016. Noviembre 2016, Puebla, Puebla, México.

XL. Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. Mayo
2015, San Luis Potosi, San Luis Potosi, México.

XXIll. Congreso Latinoamericano de Microbiologia, XIV Congreso
Argentino de Microbiologia*. Septiembre 2016, Rosario, Santa Fe,
Argentina.

Tema: “Introduccion a la secuenciacién del genoma completo”.

XV Curso de Actualizacion de Integrones, VI Curso de Transferencia
Horizontal Genética y ADN Movil*. Octubre 2016. Buenos Aires, Argentina.

XL Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. Mayo

2015, San Luis Potosi, San Luis Potosi, México. Tema: “Infecciones
nosocomiales”.
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