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RESUMEN 

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales patógenos nosocomiales y cuenta 

con diferentes mecanismos de resistencia a los antibióticos como son la adquisición y 

diseminación de genes de resistencia a través de plásmidos e integrones y la presencia 

de mutaciones en algunos genes clave. El objetivo de este trabajo fué estudiar 

molecularmente algunos de éstos mecanismos, para lo cual se seleccionaron 27 cepas 

multirresistentes de P. aeruginosa de pacientes con infección nosocomial del Centro 

Médico Nacional “20 de Noviembre” de la Cd. de México, durante el periodo 2007-2009, el 

96% de las cepas fueron resistentes a los 22 antibióticos de diferentes familias que se 

probaron en estudios anteriores, el 19% mostró resistencia a colistina, antimicrobiano de 

último recurso terapéutico. El 59% portó genes de resistencia tales como ges-1, 7% ges-

11, 4% oxa-1, 70% oxa-2, 100% oxa-50, 59% aac-(3’)-IIa, 48% acc-(6’)-Ib y estuvieron 

ausentes los genes imp-1, vim-1, gim-1, spm-1, pse-1, veb-1, kpc-2, oxa-10, oxa-11, oxa-

13, oxa-40, qnrA, qnrB, qnrS. En este trabajo se buscaron mediante PCR genes que 

confieren resistencia a antibióticos betalactámicos: ctx-m, shv, tem, per, bel, algunas 

variantes de  imp, vim, y ndm,  de los que no se obtuvo amplificado; también se buscaron 

los genes conservados de los integrones clase 1, resultando que el 93% presento intI1, 

89% qacEΔ1 y sul1. Se estudiaron los integrones de ocho cepas: las cepas Ps09 y Ps39 

se les determinó su relación genética por PFGE y contienen el mismo integrón, mientras 

que las cepas Ps22 y Ps84 portan integrones diferentes y se observó que no están 

relacionadas genéticamente. Las cepas Ps52 y Ps36 que había sido parcialmente 

estudiada resultaron ser la cepa ST309 y portan el mismo integrón con estructura: 5’-3’: 

intI1,aac-(6’)-33, ges/ges, aacA4, oxa-2, addA1, qacEΔ1, sul1 y la cepa Ps36 también 

porta el integrón intI1,aac-(6’)-33, ges-11, drfA1, qacEΔ1, sul1(Ayala, 2013) que se 

continuarán estudiando ya que no han sido reportados. Los experimentos de conjugación 

de las cepas Ps52 y Ps36 fueron negativos. La cepa Ps52 presentó CMI para meropenem 

de 512µg/mL y la cepa Ps36 de 256µg/mL, los demás antibióticos fueron iguales. En el 

análisis de los reguladores de bombas de expulsión, la cepa Ps52 presentó dos mexR: 

(Val126Glu), nfxB: (Silvestre) en comparación de los cuatro que presentó la cepa Ps36 

(Ayala, 2013). El gen de la porina oprD de la cepa Ps52 se secuenció parcialmente y se 

completó en la cepa Ps36 ambas presentaron cambios aminoácidicos en los diferentes 

loops, específicamente los loops 2 y 3 implicados con la resistencia a imipenem y tienen 

el llamado loop 7-corto que afecta la sensibilidad a meropenem, además de que la cepa 

Ps52 presentó nueve cambios aminoácidicos más que la cepa Ps36 que afectan el loop 6. 

Se estudiaron dos cepas provenientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla, las 

cuales portaban el gen imp-18, la cepa E06 fué ST308 y su integrón está parcialmente 

secuenciado; la cepa E52 fué ST385 y el integrón está completamente secuenciado. 

Ambas estructuras no han sido reportadas. En este trabajo se evidencia la diversidad de 

mecanismos de resistencia que presentan las cepas de P. aeruginosa, siendo un 

organismo difícil de erradicar en el ambiente hospitalario, por lo tanto este tipo de estudios 

de epidemiología molecular se deben llevar a cabo para conocer el tipo de bacterias 

circulantes en cada hospital y contribuir con las estadísticas mundiales.  

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, integrones, reguladores de bombas de 

expulsión, porina OprD. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Las infecciones nosocomiales son un problema relevante de salud pública de gran 

trascendencia económica y social, además de constituir un desafío para las 

instituciones de salud y del personal médico responsable en las unidades donde 

se llegan a presentar. Son de gran importancia clínica y epidemiológica debido a 

que condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad, se suma el incremento de 

los días de hospitalización y los costos de atención,  así como de años de vida 

saludables perdidos por muerte prematura o vividos con discapacidades (RHOVE, 

2012)(Tapia, 1999). 

 

 Actualmente el término de infección nosocomial se ha redefinido y ahora este tipo 

de infecciones se denominan Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud  

(IAAS), y son consideradas por el CDC desde el punto de vista epidemiológico 

como: todo cuadro clínico, localizado o sistémico, que es el resultado de una 

reacción adversa debida a la presencia de uno o varios agentes infecciosos o sus 

toxinas, sin evidencia de que estuviese presente o en fase de incubación en el 

momento del ingreso hospitalario (Horan et al., 2008). 

 

Los agentes etiológicos de las infecciones nosocomiales incluyen bacterias, virus, 

hongos y parásitos, en ese orden de frecuencia. Los agentes bacterianos más 

comúnmente aislados y que a su vez son los más estudiados, son principalmente 

el denominado grupo “ESCAPE”  bacterias de origen nosocomial multirresistentes 

causantes de un gran problema de salud pública, por la dificultad para su 

tratamiento, dentro de este grupo se encuentran Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter baumanni, 

Pseudomonas aeruginosa, y las Enterobacterias (Peterson, 2009). 

 

Pseudomonas aeruginosa es un importante agente causal de este tipo de 

infecciones, adquiridas principalmente en unidades de cuidados críticos que 

pueden ser particularmente severas en pacientes inmunocomprometidos 

provocando cuadros de neumonía asociada a ventilación mecánica, bacteriemia, 
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infecciones de tracto urinario, piel y tejidos blandos, además de que también 

puede ser aislada en superficies, material quirúrgico, catéteres, sondas, 

soluciones desinfectantes y jabones (Livermore, 2002; Meletis, et al., 2012) siendo 

un microorganismo difícil de erradicar, ya que es capaz de adaptarse y sobrevivir 

en cualquier ambiente. 

1.1 Tratamiento para infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa 

El tratamiento para este tipo de infecciones incluye diversos antibióticos, entre los 

que se encuentran carboxipenicilinas como carbencilina y ticarcilina, 

ureidopenicilinas como piperacilina, cefalosporinas antiseudomonicas 

(ceftazidima), carbapenémicos (imipenem, meropenem), monobactams 

(aztreonam), aminoglucósidos (amikacina, gentamicina, tobramicina) y quinolonas 

(ciprofloxacino, levofloxacino) . Debido a la resistencia que se ha visto que 

presenta este microorganismo se ha recurrido al uso de viejos antibióticos como 

una alternativa para el tratamiento, uno de ellos es colistina, que es una  

combinación de las Polimixinas B y E, que actualmente es utilizada como último 

recurso para tratar infecciones causadas por bacterias multirresistentes (Döring et 

al., 2000; Page et al., 2009). 

1.2 Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos más difíciles de tratar 

debido a que presenta  diferentes mecanismos de resistencia, (Henrichfreise et al., 

2007) dentro de los que se encuentran: la permeabilidad de la membrana externa, 

la sobreexpresión de la β-lactamasa cromosómica AmpC así como de los diversos 

sistemas de expulsión pertenecientes a la familia RND de los que hasta la fecha 

se han descrito cuatro MexAB-OprM, MexEF-OprN, MexCD-OprJ, y MexXY-OprM, 

que están bien caracterizados y se sabe que contribuyen a la resistencia cruzada 

a los antimicrobianos piperacilina, ticarcilina, ceftazidima, cefepime, meropenem, 

quinolonas y aminoglucósidos. (Evans et al., 1998; Tulkens, 2000). 

 La pérdida ó modificación de la porina OprD es el mecanismo más común 

de resistencia a carbapenémicos y se asocia con la resistencia a imipenem y 
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reducción de la susceptibilidad a meropenem pero también se ha visto que permite 

la entrada de aminoácidos básicos y dipéptidos que contienen un residuo básico 

(Li et al., 2012).La estructura monomérica de esta porina consta de 16 láminas β 

antiparalelas que forman un cilindro con cortos giros en la cara periplásmica (que 

presentan de 2 a 9 residuos) y ocho largos loops en la cara externa de la célula 

siendo el loop 3 el más largo de todos y el que se pliega dentro del poro formando 

la constricción (Ochs et al., 2000). 

 Otro mecanismo puede deberse a la presencia de Enzimas Modificadoras 

de Aminoglucósidos (EMA) como los son las adeniltransferasas, fosfotrasferasas y 

acetiltransferasas (Vakulenko et al., 2003) Las EMA frecuentemente encontradas 

en P. aeruginosa son: AAC-(6')-II (resistencia a la gentamicina, netilmicina y 

tobramicina), AAC(3)-I (resistencia a la gentamicina), AAC(3)-II (resistencia a la 

gentamicina, netilmicina y tobramicina ), AAC(6')-I (resistencia a la tobramicina, 

netilmicina y amikacina) y ANT(2')-I (resistencia a la gentamicina y tobramicina) 

(Miller et al., 1997). 

 Específicamente para resistencia a quinolonas se encuentran las proteínas 

Qnr que pertenecen a los pentapéptidos repetidos, que se definen por la repetición 

en tándem de cinco aminoácidos, según los siguientes motivos semiconservativos: 

(Ser, Thr, Ala o Val)-(Asp o Asn)-(Leu o Phe)-(Ser, Thr o Arg)-(Gly) se cree que 

producen la inhibición de la DNA girasa mediante la competencia con el DNA por 

la unión a esta enzima,  reduciendo así las oportunidades de unión de la quinolona 

a su diana que es el complejo girasa-DNA ( Rodríguez et al., 2008), de igual 

manera se pueden presentar mutaciones en los genes que codifican para la DNA 

girasa  (gyrA) y  topoisomerasa IV (parcC) las cuales juegan un papel importante 

en la resistencia a fluoroquinolonas como ciprofloxacino, norfloxacino y ofloxacino 

(Nakano et al., 1997). 

 Finalmente otro mecanismo importante es la presencia de 

carbapenemasas, β-lactamasas clase B ó metalo-β-lactamasas y de β-lactamasas 

de espectro extendido (BLEE) que pueden ser transferidas por medio de 

plásmidos, transposones e integrones y tienen alto impacto clínico sobre el 



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 4 - 
 

tratamiento antimicrobiano en hospitales alrededor del mundo (Weldhagen et al., 

2003) además, la reciente aparición de BLEE con actividad carbapenemasa tales 

como KPC y GES sumado a la detección simultanea de MBL en la misma cepa 

añade más complejidad y preocupación a los patrones de resistencia de este 

microrganismo (Naas et al., 2008; Villegas et al., 2007). 

 

1.3 Papel de los Integrones en la diseminación de la resistencia 

Los integrones son elementos genéticos que han despertado gran interés debido a 

que son un sistema natural de captura y plataforma de montaje de genes de 

resistencia a los antimicrobianos, son considerados pieza clave en la difusión y 

propagación de genes de resistencia y la rápida evolución de la resistencia a una 

amplia gama de antibióticos.  No son móviles por sí mismos, pero con frecuencia 

se hallan en transposones ó en plásmidos, por lo que su movilidad horizontal está 

asegurada, como se constata por su amplia difusión entre las distintas bacterias 

(Sabaté y Prats, 2002)( Guangchao y Li, 2013). Los integrones se han clasificado 

en 9 clases según la secuencia de su integrasa (identidad de aminoácidos 40-

60%) (Partridge et al., 2000). Los de clase 1, 2 y 3 presentan casetes de 

resistencia a antibióticos, los de las clases 4, 5, 6 y 7 contienen casetes que no 

codifican para la resistencia a los antibióticos, el integrón de la clase 8 no presenta 

ningún casete,  el de la clase 9 contiene un sólo casete de resistencia a 

antibióticos (Carattoli, 2001; Clark et al., 2000; Henwood, 2001). 

 

Los de clase 1 son los más comunes y se caracterizan por la presencia de dos 

segmentos conservados, el extremo 5’- conservado (5’-CS) que contiene el gen 

intI1, el sitio de recombinación attI y el promotor. El extremo 3’-conservado (3’-CS) 

que contiene los genes qacEΔ1 que confiere resistencia a amonios cuaternarios y 

sul1 que confiere resistencia a sulfonamidas, estos 2 genes, no son 

casetes(Carattoli, 2001; Mazel, 2006; Sabaté y Prats, 2002) (Figura 1) 
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Figura 1. Representación esquemática de un integrón de clase 1 y un modelo para la 
adquisición del gen casete. Los genes casete de resistencia son insertados dentro del integrón 
como se indica en los cuadros grises,  attI1 y attC son sitios de recombinación. P1 y P2 son 
promotores asociados integrón. Pint es el promotor del gen de la integrasa (intI1). Los genes 
qacEΔ1 y sul1 en el 3'-CS confieren resistencia a compuestos de amonio cuaternario y 
sulfonamidas, respectivamente (Modificado de Caratolli, 2001). 

 

Los integrones clase 2 también se ha descrito y se dice proceden de la familia del 

Tn7, el cual tiene en el extremo 5-CS una integrasa defectuosa intI2, homóloga en 

un 50% con intI1  y adyacentes a esta se encuentran tres genes casete integrados 

(dhfrI- sat- aadA1) (Recchia y Hall, 1995). 

 

Los integrones clase 3 contienen el gen intI3 que muestra una identidad del 60.9% 

con el gen de intI1; se describió por primera vez un integron de esta clase 

portando el gen imp y aacA4, y el segundo informe se asoció con el gen ges-1 en 

la cepa de Klebsiella pneumoniae FFUL 22K, hasta la fecha los integrones clase 3 

han sido descritos en Acinetobacter spp., Alcaligenes, Citrobacter freundii, E. coli, 

Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, P. putida, Salmonella spp y Serratia 

marcescens. (Arakawa et al., 1995; Yu et al., 2013). 
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1 Antecedentes generales 
 

La emergencia en todo el mundo de cepas bacterianas resistentes a múltiples 

fármacos en los hospitales y la comunidad sigue siendo un problema de 

preocupación científica, especialmente las infecciones causadas por especies de 

Pseudomonas, en particular  P. aeruginosa, el cual es un patógeno oportunista 

con resistencia inherente a muchos antibióticos y desinfectantes incluyendo 

penicilinas, ceftazidima, carbapenemas, aminoglucósidos y ciprofloxacino (Dundar 

et al., 2010) Y que además es capaz de obtener material genético, sobre todo 

genes de resistencia, provenientes de otros géneros bacterianos (Livermore, 

2002). 

 

Alrededor del mundo ha habido un número creciente de β-lactamasas que se han 

reportado en P. aeruginosa, sobre todo de algunas que únicamente se habían 

descrito en Enterobacterias, como es el caso de las BLEE tipos CTX-M, SHV, 

TEM y otras como PER, BEL, VIM, IMP que inicialmente se describieron en 

Pseudomonas y que ahora son portadas por diferentes géneros bacterianos. 

(Bonnet, 2003; Weldhagen et al., 2003). 

 

 La primera β-lactamasas tipo TEM-1, se describió en una cepa clínica de 

Escherichia coli, en 1965. Actualmente existen 221 variantes de este gen 

reportadas las cuales se encuentran en la página www.lahey.org. TEM-2 fue la 

primera reportada en P. aeruginosa (Lowbury et al., 1969) y confiere resistencia a 

cefalosporinas de espectro ampliado tales como cefotaxima y ceftazidima, y 

aztreonam pero normalmente no confiere resistencia a las cefamicinas y 

carbapenemas. TEM-42 ha sido la segunda reportada en este microorganismo 

únicamente encontrada en una cepa en París (Mugnier et al, 1996). 

 Las β-lactamasas SHV se encuentran localizadas en el cromosoma de K. 

pneumoniae  pero también se ha visto que están asociadas con el transposon 
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Tn1721 y son ampliamente distribuidas entre las  Enterobacterias. La variante 

SHV-2a fue reportada en el cromosoma de P. aeruginosa presumiblemente 

acarreada por una secuencia de inserción o transposon presente en el plásmido 

pMPA2a de K. pneumoniae. (Thierry et al., 1999;Jeannot et al.,  2013).  Mientras 

que las variantes SHV-12 y SHV-5 se han reportado en cepas de Tailandia y 

Corea(Chanawong, 2001). 

 

 BLEE CTX-M se describió por primera vez en Japón en 1986 (Matsumoto, 

et al., 1988) y su difusión entre las especies bacterianas y en diversas partes del 

mundo durante la última década es de creciente preocupación. CTX-M 

probablemente se originó a partir de especies de Kluyvera y estas enzimas se 

encuentran principalmente en los miembros de la familia Enterobacteriaceae,  

asociada con el elemento de inserción ISEcp1 e integrones lo que puede facilitar 

su propagación. El primer reporte de una cepa clínica de P. aeruginosa portadora 

de CTX-M fue por primera vez en Holanda en 2004 y hasta el momento en P. 

aeruginosa se han descrito las variantes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-43 en 

hospitales de Bolivia y Brasil (Naiemi et al., 2006; Picão et al.,  2009).  Existe un 

reporte llevado a cabo por Qing y colaboradores en China donde estudiaron 51 

aislados de ellos 9 (17.6%) fueron identificados como productores de BLEE, 

encontrando las variantes CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-14. En este mismo 

estudio se encontraron 35 (82.9%) cepas productoras de PER-1 que se obtuvieron 

de dos hospitales entre enero y abril de 2008 y pertenecían al mismo patrón PFGE 

cuyos fenotipos de resistencia y la presencia de β-lactamasas eran similares, lo 

que sugiere que en ese momento había un brote causado por esa clona (Qing et 

al., 2014). 

 

 Las enzimas PER (Pseudomonas Extended Resistance) son BLEE y 

pertenecen a la clase A.  Estas enzimas comparten baja homología de secuencia 

(25-27%) con TEM, SHV o enzimas CTX-M.  BLEE tipo PER se encuentran entre 

las más eficientes β-lactamasas contra las cefalosporinas de amplio espectro y 

existen hasta el momento 8 variantes de este gen (www.lahey.org) (Rodríguez-
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Noriega et al., 2014). Fue detectada por primera vez en  Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella spp. y Acinetobacter spp. en Turquía (Bauernfeind, 

Stemplinger, Jungwirth, Mangold, et al., 1996). PER-2 se detectó en un 

aislamiento de Salmonella entérica e incluso en Vibrio cholerae(Petroni et al., 

2002). 

 

BEL (Belgium extended β-lactamase) fue aislada de P. aeruginosa en mayo de 

2004 en Heilig Hartziekenhuis, Roeselare, Bélgica,  acarreada por un integron 

clase 1 identificado como In120 que también contenía otros genes de resistencia 

(aacA4, aadA5, and smr2) y este formaba parte del transposon Tn1404 (Poirel y 

Nordmann, 2005) y presentaba un porcentaje de identidad del 50% con GES-1 y el 

40% con CTX-M-2, CTX-M-3, y CTX-M-8,  35% con SHV-1, el 34% con TEM-1, y 

sólo el 21 y el 19% con PER-1 y VEB-1 (Glupczynski et al., 2010). Recientemente 

Bogaerts y colaboradores informaron la presencia de cepas productoras de BEL-1 

podría estar asociada con otras betalactamasas clase B como VIM-1 (Bogaerts et 

al.,  2007). 

 
 La primera carbapenemasa metalo-β-lactamasa en P. aeruginosa fue IMP-

1, se encontró en Japón en un estudio a gran escala en aislados clínicos 

resistentes a carbapenémicos durante 1992-1994 (Senda et al., 1996). Un total de 

11% de las cepas estudiadas albergaban IMP-1, el gen se localizó en un plásmido 

de 36 kb y se encontró formando parte de un integron clase 1. Se ha reportado 

también en Enterobacterias y Acinetobacter (Koh et al., 2004; Cornaglia et al., 

2011). 

 

VIM-1 carbapenemasa se encontró en una cepa de P. aeruginosa aislada de la 

Universidad de Verona, Italia en 1997 y fue el primer representante de la familia de 

las metalo-β-lactamasas adquiridas y aunque tiene el 30% de identidad con las 

enzimas IMP tienen el mismo espectro de hidrólisis hacia imipenem y meropenem 

(Lauretti et al., 1999) se ha encontrado también en cepas de Acinetobacter y P. 

putida (Fiett et al., 2006). 
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 Nueva Delhi Metalo-β-lactamasa  (NDM-1), un nuevo tipo de MBL, que se 

informó por primera vez en K. pneumoniae y Escherichia coli se recuperó de un 

paciente sueco que fue ingresado en un hospital en Nueva Delhi, India (Yong et 

al., 2009) . El gen  blaNDM-1  ha sido identificado en Enterobacter cloacae, Proteus 

spp., Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, Providencia 

spp. Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, provocando que las 

bacterias sean resistentes a casi todos los grupos de antibióticos, incluyendo las 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos y β-lactámicos (especialmente 

carbapenémicos), pero susceptible a  colistina y a veces a tigerciclina. Este gen ha 

sido detectado en diferentes plásmidos que son fácilmente transferibles entre las 

bacterias siendo una grave amenaza para la salud pública y clínica (Rolain et al., 

2010) En los últimos meses la aparición y difusión de los aislados productores de 

NDM se han reportado en varios países incluyendo los E.U.A., México, Canadá, 

Suecia, el Reino Unido, Austria, Bélgica, Francia, Países Bajos, Alemania, Japón, 

África, Omán y Australia (Chen et al., 2011). 

 

2.2  Antecedentes específicos 
 

En México, los mecanismos de resistencia en P. aeruginosa se han venido 

describiendo desde 1986; se han hecho estudios de este tipo en diversos 

hospitales en los que se han hallado genes imp-15 e imp-18, y se ha determinado 

la producción simultánea de diferentes tipos de BLEE, incluida la GES-5 en 

asociación con VIM-2 y VIM-11 (Barrios et al., 2012). En otro estudio realizado en 

hospitales mexicanos se reportó la presencia de los genes imp-15, y vim-2 (Garza-

Ramos et al., 2008). Asimismo, en un paciente con fibrosis quística se encontró 

una cepa productora de la β-lactamasa OXA-141, todos estos genes han sido 

reportados formando parte de diversos integrones clase 1 (Rodríguez-Noriega et 

al., 2014). En el estado de Puebla, el grupo de trabajo del Laboratorio de 

Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad han realizado estudios previos con 

respecto a P. aeruginosa  en el que aislaron 65 cepas provenientes de infecciones 

nosocomiales en el periodo 2007-2009, y se seleccionaron aquellas presentaron 

resistencia a 3 ó más antibióticos de familias diferentes. Con esta información se 
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eligieron cepas multidrogoresistentes que no provinieran del mismo paciente, 

resultando un total de 27 cepas, las cuales presentaron el siguiente perfil de 

resistencia: β-lactámicos/inhibidor 78%, de estos, Penicilinas 89%, Cefalosporinas 

74%, Carbapenemas 85%, Monobactam 63%, Aminoglucósidos 85%, 

Fluoroquinolonas 82%, Otros 73% (Cloranfenicol, Trimetoprim-Sulfametoxazol) y 

Colistina 19%. Se les determinó por PCR la presencia de diversos genes de 

resistencia de los cuales únicamente se encontraron presentes en el 59% de los 

aislados el gen ges-1, 7% ges-11, 4% oxa-1, 70% oxa-2, 100% oxa-50, 59% aac-

(3’)-IIa, 48% acc-(6’)-Ib y estuvieron ausentes los genes imp-1, vim-1, gim-1, spm-

1, pse-1, veb-1, kpc-2, oxa-10, oxa-11, oxa-13, oxa-40, qnrA, qnrB, qnrS (Ayala, 

2013; Martínez, 2011; Valerio, 2012) (ver anexo 1).  

Posteriormente Ayala, 2013 seleccionó 5 cepas: Ps09, Ps22, Ps36, Ps39, Ps84 de 

acuerdo a su fenotipo de resistencia y representativas de los genes que se habían 

identificado, para realizar el análisis de reguladores de bombas de expulsión y 

estudio parcial del gen la porina OprD, encontrando mutaciones, deleciones e 

inserciones que pueden estar contribuyendo a la multirresistencia de estas cepas 

y también determinó parcialmente la secuencia de un integrón de la cepa Ps36 

formado por intI1,aac(6’)-33, ges-11, aac(6’)-Ib, drfA1, qacE1, sul1 (Anexo 2). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El constante incremento de la multirresistencia debe impulsar el estrecho 

seguimiento del perfil de sensibilidad-resistencia de los microrganismos causantes 

de infecciones asociadas a la antención de la salud (infecciones nosocomiales), 

frente a los antimicrobianos que se van incorporando al uso terapéutico, los 

estudios de este tipo llevan un auge en países desarrollados sin embargo en 

nuestro país son escasos; por lo tanto la importancia de este trabajo es generar 

conocimiento que permita la implementación de estrategias que contribuyan a 

disminuir el impacto en la morbi-mortalidad de los pacientes que adquieren este 

tipo de infecciones  y contrarrestar los  gastos que implica. 

Pseudomonas aeruginosa es aislada con mucha frecuencia de pacientes que 

cursan con alguna infección de este tipo y que debido a sus características 

fisiológicas propias de la bacteria y al surgimiento de nuevos elementos genéticos 

móviles, ha desarrollado diversos mecanismos de resistencia a múltiples 

antimicrobianos lo que dificulta  el tratamiento y su erradicación de ambientes 

hospitalarios. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar los mecanismos moleculares de la resistencia a los antimicrobianos en 

cepas  de Pseudomonas aeruginosa causantes de Infecciones Nosocomiales 

 

4.1 Objetivo Particular 

 Estudiar la resistencia a antimicrobianos β-lactámicos, aminoglucósidos y 

quinolonas en cepas de Pseudomonas aeruginosa. 

 

4.2  Objetivos Específicos 

1. Identificar los genes que codifican para serín-β-lactamasas, (shv, tem, ctx, 

per y bel) y algunas variantes de metalo-β-lactamasas (vim, imp y ndm). 

2. Amplificar los genes característicos de integrones clase 1 (intl1, qacEΔ1 y 

sul1) de las cepas de estudio. 

3. Determinar  la estructura de los integrones de algunas cepas de interés.  

4. Analizar la transferencia  de genes de resistencia mediante conjugación. 

5. Realizar la genotipificación molecular por MLST de algunas cepas de 

interés. 
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5. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 
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6. MATERIAL Y METODOS 

 

6.1 Cepas de estudio 

Se estudiaron 27 cepas multidrogorresistentes, previamente estudiadas en 

algunos genes, de P. aeruginosa procedentes de distintos sitios anatómicos de 

pacientes diagnosticados con infección asociada a la atención de la salud (IAAS) 

del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del I.S.S.S.T.E. de la ciudad de 

México, durante el periodo  mayo-agosto 2007 y enero-abril de 2009 (Anexo 1). 

Y adicionalmente se trabajaron 2 cepas provenientes del Hospital Regional 

I.S.S.S.T.E Puebla, que fueron aisladas de un mismo paciente en diferente 

periodo de tiempo (2013 y 2014), resistentes a imipenen y meropenem y que 

portaban los genes oxa-2 e imp-18. 

Las cepas se encontraban preservadas en crioviales con caldo BHI/Glicerol (10% 

v) (BIOXON ®) e identificadas con número secuencial de acuerdo al cepario 

interno del Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad, se 

descongelaron y se sembró un inoculo de cada una en placas de agar TSA (BD 

Bioxon®) y se incubaron 24 horas a 37°C. Posteriormente se tomó una colonia 

aislada y se sembró nuevamente en placas de agar TSA y Mac Conkey (BD 

Bioxon®), para observar los cambios morfológicos y la producción de 

exopolisacárido que presentaban las colonias, se incubaron 24 horas a 37°C  y se 

volvió a revisar el crecimiento a las 48 horas. 

A 5 cepas del C.M.N. 20 de Noviembre, con el objetivo de confirmar su pureza, se 

les realizaron pruebas bioquímicas como citrato, MIO y O/F;  también se les 

realizó tinción de Gram y confirmación del perfil de resistencia por Kirby Baüer 

(marcadas con rojo en el anexo 1). 
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6.1.1. Cepas control y cepa receptora para conjugación 

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

diferentes genes de resistencia, los genes que portan estas cepas ya estan 

secuenciados. También se uso una cepa de P. aeruginosa (PU21) como receptora 

para el ensayo de conjugación. Las caracteristicas de las cepas se describen en la 

tabla 1:  

Tabla 1. Cepas usadas como controles positivos y cepa receptora para 
conjugación 

 

Número de cepa Microorganismo Genes secuenciados Donada por: 

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

VIM-2 P. aeruginosa vim-2 Dr. Jesús Silva Sánchez 

Ps36 P. aeruginosa 
intI1, sul1, qacEΔ1, ges-11, 

aac-(6’)-Ib, oxa-2 
M.C. Elizabeth Valerio Calleja/  

M.C. Cristal Ayala Arias 

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

560 E.coli shv-1 M.C. Gerardo Cortés 

SA 42 K. pneumoniae 
shv-1, ctxm, tem-1, oxa-1, 

aac-(3)-IIa, aac-(6’)-Ib, 
qnrB1 

M.C. Gabriel Abraham González 

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

porina oprD 
Dra. Gloria Soberón / 
Dr. Miguel Castañeda 

PU21 P. aeruginosa 

Usada como cepa 
receptora para ensayos de 
conjugación. 
Características: ilv, leu, Strr, 
Rifr 

Dr. Jesús Silva Sánchez 

 Para los genes bel, per y ndm no se tienen con controles positivos. 

  

6.2. Métodos de sensibilidad a antibióticos  

6.2.1 Perfil de resistencia por el método de Kirby-Baüer 

El perfil de resistencia se realizó por el método de difusión con disco, se probaron 

22 antibióticos usados en el área clínica. Se partió de un cultivo puro de 24 horas 

que fue sembrado en agar TSA,  se preparó una suspensión bacteriana en SSI y 

se ajustó a una turbidez 0.5 de McFarland, se inoculó homogéneamente con un 

hisopo estéril en una placa de agar MH (BD Bioxon®), y en seguida se colocaron 

los discos de antibióticos (BD BBL®). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 

horas y posteriormente se procedió a medir los halos de inhibición clasificando a 

las cepas de acuerdo a los puntos de corte propuestos por el CLSI, 2013 (Tabla 2) 
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Tabla 2. Puntos de corte del CLSI, 2013 para Pseudomonas aeruginosa. 
 

Familia química 

de antibiótico 
Antibiótico 

Concentración 

(μg) 
R I S 

Penicilinas 

Piperacilina PIP 100 ≤14 15-20 ≥21 

Ticarcilina TIC 75 ≤15 16-23 ≥24 

Carbenicilina CB 100 ≤13 14-16 ≥17 

Combinación β-

lactámicos/Inhibidores de  

β-lactamasas 

Piperacilina/Tazobactam TZP 100/10 ≤14 15-20 ≥21 

Ticarcilina/Ác. Clavulánico TIM 75/10 ≤15 16-23 ≥24 

Cefems 

(Incluyendo Cefalosporinas de I, II, III 

y IV) 

Cefalotina CF 30 ≤14 15-17 ≥18 

Ceftazidima CAZ 30 ≤14 15-17 ≥18 

Cefotaxima CTX 30 ≤14 15-22 ≥23 

Ceftriaxona CRO 30 ≤13 14-20 ≥21 

Cefepime FEP 30 ≤14 15-17 ≥18 

Monobactams 
Aztreonam ATM 30 ≤15 16-21 ≥22 

Carbapenems 

Imipenem IPM 10 ≤15 16-18 ≥19 

Meropenem MEM 10 ≤15 16-18 ≥19 

Aminoglucósidos 

Gentamicina GM 10 ≤12 13-14 ≥15 

Amikacina AN 30 ≤14 15-16 ≥17 

Netilmicina NET 30 ≤12 13-14 ≥15 

Fluoroquinolonas 

Ciprofloxacino CIP 5 ≤15 16-20 ≥21 

Ofloxacino OFX 5 ≤12 13-15 ≥16 

Norfloxacino NOR 10 ≤12 13-16 ≥17 

Otros 

Cloranfenicol C 30 ≤12 13-17 ≥18 

Trimetoprim con Sulfametoxazol SXT 1.25/23.75 10 11-15 16 

Colistina CL 10 ≤10 - ≥11 
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6.2.2 Concentración Mínima Inhibitoria por el método de 

dilución en agar 

Es la concentración más baja de un antibiótico necesaria para inhibir el 

crecimiento bacteriano y se determinó usando el método de dilución en agar, los 

puntos de corte se determinaron con base en el CLSI, 2013 y se muestran en la 

Tabla 3. 

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

5 mL de Solución Salina Isotonica (SSI) al 0.85%, para ajustar la turbidez con un 

estándar de 0.5 de la escala de McFarland, que equivale a 1.5 x 108 UFC/mL. 

Posteriormente se hizo una dilución 1:10 con SSI (siendo el inóculo de 1.5 x 107 

UFC/mL) depositando por triplicado 2 µL de ésta suspensión en placas con agar 

Mueller Hinton suplementadas con los antibióticos a evaluar (Tabla 4), el inóculo 

final fue de 1.5 x 104 UFC/mL. Una vez inoculadas las placas se esperó a que 

secara el inóculo y se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C. Finalmente se observó 

el crecimiento de las placas y se buscó la concentración a la cual ya no hubiera 

crecimiento. 

 

Tabla 3.  Puntos de corte de CMI para Pseudomonas aeruginosa 

de acuerdo al CLSI, 2013. 

Antibiótico Punto de corte CMI (g/mL) 

Resistente Intermedio Sensible 

Ceftazidima (CAZ) ≥ 32 16 ≤ 8 

Cefepime (FEP) ≥ 32 16 ≤ 8 

Meropenem (MEM) ≥ 8 4 ≤ 2 

Ciprofloxacino (CIP) ≥ 4 2 ≤ 1 

Amikacina (AN) ≥ 64 32 ≤ 16 

Gentamicina (GN) ≥ 16 8 ≤ 4 
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 Tabla 4. Antibióticos probados  en la determinación de CMI 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAZ: ceftazidima; FEP: Cefepime; CIP: ciprofloxacino; GN: gentamicina; AN: amikacina; 
MEM: meropenem. Puntos de corte CLSI, 2013. 

 

 

6.2.3 Prueba de detección de Carbapenemasas de Clase A y Metalo-β-

lactamasas: 

La prueba consistió en hacer una suspensión 0.5 McFarland a partir de un cultivo 

puro e inocular una placa de agar MH en forma masiva, posteriormente se colocó 

un disco con 6 µL de APB (Ácido 3-aminofenilborónico 50 mg/ml, Sigma) para 

carbapenemasas clase A ó de EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético 0.5M, 

pH:8.0) para metalo-β-lactamasas y se colocó a una distancia equidistante 

(≈1.5cm) un disco de IPM (Imipenem 10µg) y de MEM (Meropenem 10µg). La 

prueba se tomó como positiva si se observaba un efecto de sinergismo alrededor 

de los discos (Meletis, 2014) 

 

6.3 Métodos de Extracción de DNA 

 

6.3.1  Extracción de DNA por el método de hervido 

Es la obtención de DNA bacteriano mediante ebullición propiciando la 

ruptura celular, permitiendo la salida del material genético al medio acuoso;  para 

lo cual se sembró un colonia aislada de P. aeruginosa en placas de agar TSA (BD 

Bioxon®) se incubaron a 37° durante 18-24 horas, del cultivo anterior se recogió 

una asada (tamaño del asa mediana) se depositó en un tubo eppendorf  que 

Antibiótico Concentración (µg/mL) 

CAZ 512 256 128 64 32 16 8 4    

FEP 512 256 232 128 64 32 16 8 4   

CIP 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1  

GN 512 256 128 64 32 16 8 4 2   

AN 512 256 128 64 32 16 8 4    

MEM 512 256 128 64 32 16 12 8 6 4 2 
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contenía 800 μL de solución salina isotónica estéril (0.85%), esta mezcla se 

homogenizó en vórtex a alta velocidad y posteriormente se centrifugó a 13,000 

r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se decantó y la pastilla bacteriana se 

lavó 3 veces más siguiendo el procedimiento anterior, al finalizar los lavados se 

desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió con 800 μL de agua 

inyectable estéril y se sometió a hervido en baño maría durante 10 minutos, 

transcurrido este tiempo se sacó el tubo y se dejó enfriar a temperatura ambiente, 

después se centrifugó a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, y el sobrenadante se 

separó en un tubo eppendorf estéril y se almacenó a -20°C. Estos lisado 

bacterianos se usaron para la determinación de genes de resistencia y mapeo de 

integrones. 

 

6.3.2 Extracción de DNA usando el Kit Instagen Matrix (Roche) 

Esta técnica se utilizó durante la estancia en la Universidad de la Rioja (Estepa, 

2014) es para Pseudomonas aeruginosa y consistió en lo siguiente: 

De un cultivo puro en agar TSA de 24 horas de incubación, se tomó una colonia y 

se depositó en un tubo eppendorf que contenía 1 mL de agua MiliQ estéril, se 

centrifugo a 13,000 r.p.m. durante 4 minutos y se desechó el sobrenadante, la 

pastilla bacteriana se resuspendió con 200 µL de resina de extracción 

(previamente agitada) y se incubo en baño maría a 56°C durante 25 minutos, una 

vez transcurrido este tiempo se agitó alta velocidad durante 10 segundos, 

posteriormente se hirvió la mezcla a 100°C durante 8 minutos, después se volvió a 

agitar a alta velocidad durante 10 segundos, para finalizar se centrifugo 13,000 

r.p.m. por 4 minutos, se separó el sobrenadante en un tubo eppendorf estéril y se 

almacenó a 4°C. Esta técnica se usó para el mapeo de integrones y la 

genotipificación por MLST. 

 

6.3.3 Cuantificación de DNA  

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

2000 (Thermo Scientific) para este procedimiento se usó la aplicación del 

instrumento, seleccionando la opción de Ácidos Nucleicos, inicialmente el equipo 
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realiza un verificación automática; se limpió el lector del equipo con papel y se 

procedió a hacer un blanco con 2 µL de agua inyectable estéril, una vez que se 

activó la casilla (Measure), se procedió a la medición de los lisados, se fue 

limpiando el lector óptico con papel entre muestra y muestra para evitar 

contaminaciones. La lectura a 260nm indica la concentración de DNA teniendo en 

cuenta que 1 unidad de densidad óptica equivale a 50µg/mL de DNA de doble 

hebra. Y la pureza se determina por el cociente entre las absorbancias 260/280 

nm. Una preparación pura de DNA daría un cociente entre 1.8 y 2.0 y si hay 

contaminación con proteínas o algún otro compuesto el cociente es menor.  

Los lisados que resultaron muy concentrados se diluyeron con agua inyectable 

estéril siguiendo la fórmula C1V1=C2V2 hasta ajustarlos a una concentración de 

250 µg/mL. 

 

6.4  Amplificación de genes de resistencia por Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de genes se usaron diversas enzimas con sus respectivos 

componentes estos se muestran en las tablas 5, 6 y 7 

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

(ThermoScientific) 
 

Componentes 
Concentración 

inicial 

Volumen 
añadido por 

tubo 

Concentración 
final de la reacción 

Maxima Hot Start 
Taq DNA Polymerase 
(Thermo Scientific) 

5U/µL 0.08 0.4U 

Buffer de reacción 10X 1 1X 

MgCl2 25mM 1 1.5mM 

dNTPs 10mM 0.3 0.2mM 

Primer Forward 25µM 0.3 0.75mM 

Primer Reverse 25µM 0.3 0.75mM 

DNA --- 1 --- 

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

Volumen final --- 10µL --- 

Usada para la amplificación de genes de resistencia y mapeo de integrones. 
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Tabla 6. Componentes para la enzima BIOTAQ TM DNA Polimerasa (Bioline) 
 

Componentes 
Concentración 

inicial 

Volumen 
añadido por 

tubo 

Concentración 
final de la 
reacción 

BIOTAQ 
TM

 DNA Polimerasa 
(Bioline) 

5U/µL 0.3µL 1.5U 

Buffer de reacción 

NH4 (Bioline) 
10X 5µL 1X 

MgCl2 (Bioline) 50mM 1.5µL 1.5mM 

dNTPs mix (Sigma Aldrich) 10mM
* 

1µL 0.05mM 

Primer Forward 25µM 1µL 0.5mM 

Primer Reverse 25µM 1µL 0.5mM 

DNA --- 10µL --- 

Agua MiliQ estéril --- Hasta 50µL --- 

Volumen final --- 50µL --- 

 
*Se prepararon alícuotas  de trabajo de 2.5mM (25µL dNTP mix + 75µL agua MiliQ estéril) 

Usada para regiones variables y mapeo de integrones. 
 

 
Tabla 7. Componentes para la enzima KAPA Taq HotStart DNA Polymerase 

(KAPABIOSYSTEMS) 
 

Componentes 
Concentración 

inicial 

Volumen 
añadido por 

tubo 

Concentración 
final de la reacción 

“KAPA Taq HotStart DNA 
Polymerase” 

(KAPABIOSYSTEMS) 

5U/µL 1.0µL 5.0U 

KAPA Taq HotStart buffer 5X 5X 10µL 2X 

MgCl2 (Bioline) 50mM 3µL 3mM 

dNTPs mix (Sigma Aldrich) 10mM
* 

1µL 0.05mM 

Primer Forward 25µM 1µL 0.5mM 

Primer Reverse 25µM 1µL 0.5mM 

DNA --- 10µL --- 

Agua MiliQ estéril --- Hasta 23µL --- 

Volumen final --- 50µL --- 

*Se prepararon alícuotas  de trabajo de 2.5mM (25µL dNTP mix + 75µL agua MiliQ estéril) 
Usada para la amplificación de algunos  genes “housekeeping”  para MLST 
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Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de los diversos genes de 
resistencia se concentran en la tabla 8. 

 
Tabla 8. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de reacción de PCR 

empleados para amplificar los diferentes genes de resistencia 

 

Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre 

del 

primer 

Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

bel 

(variantes) 
852 

BEL-1F ATGAAACTGCTGCTCTACCCG 

817 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

50°C/1 min     30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Diseñados en este 

trabajo 

BEL-1R CAGAAGCAATTAATAACGCCC 

per-1 927 

PER-1F AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 

925 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

42°C/1 min     30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Danel et al., , 1995 

PER-1R ATGAATGTCATTATAAAAGC 

per 

(variantes) 
927 

PERd-F GCCACTGTAGGYGTWGCMGT 

714 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min     30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Diseñados en este 

trabajo 

PERd-R GCGCRATRATRGCTTCATTGGT 

ctx-m 910 

KpCTX-F TCTTCCAGAATAAGGAATCCC 

909 

95°C/3 min  

95°C/1 min  

55 °C/1 min    30 ciclos  

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞                 

Bauernfeind et al., 

1996 

KpCTX-R CCGTTTCCGCTATTACAAAC 

tem 861 

TEM1F AGAGTATGAGTATTCAACATT 

837 

95°C/3 min  

95°C/1 min  

45°C/1 min    30 ciclos 

72°C/5 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Hansenet al., 2004 

TEM2R ATCTCAGCGATCTGTCTAT 

shv 871 

SHV1F GGGTTATTCTTATTTGTCGCT 

883 

96°C/15 seg 

96°C/15 seg  

52°C/15 seg    24 ciclos 

72°C/2 min  

72°C/3 min  

10°C/∞  

Mercier y Levesque, 

1990 

SHV2R TAGCGTTGCCAGTGCTCG 
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Nombre del 

gen 

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Nombre del 

primer 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

vim 

(variantes) 
801 

VIMd1-F GATGGYGTTTGGTCGCATATC 

Usando 1-2: 400 

Usando 1-3: 600 

94°C/5 min  

94°C/1 min  

 X °C/1 min        30 ciclos  

72°C/1 min  

72°C/10 min       X1-2: 54°C                                           

10°C/∞           X1-3: 50°C 

Diseñados en este 

trabajo VIMd2-R GAATGCGCAGCACCRGGA 

VIMd3-R CAACRTTMGYTGTGTGYTKGA 

imp 

(variantes) 
741 

IMPd-F CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG 

515 

94°C/5 min  

94°C/1 min  

56°C/1 min          30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Diseñados en este 

trabajo 

IMPd-R GCCADGCTACDANATTTGCGTC 

ndm-1 825 

NDM-1F CGGGCCGTATGAGTGATTGC 

781 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

53°C/1 min         30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Diseñados en este 

trabajo 

NDM-1R CCAATATTATGCACCCGGTC 

ndm 

(variantes) 
813 

NDMv-F AATATTATGCACCCGGTCGCG 

732 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

54°C/1 min        30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Diseñados en este 

trabajo 
NDMv-R CATCACGATCATGCTGGCCTT 

 

En cada PCR se colocó un blanco el cual consistió en la misma mezcla de 

reacción pero sin DNA, en lugar de DNA se colocó el correspondiente volumen de 

agua inyectable estéril y como control positivo se utilizó el DNA proveniente del 

lisado bacteriano de las cepas control (genes secuenciados) ( ver tabla 1). 

 

 

Tabla 9. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de reacción de PCR 
empleados para amplificar los Reguladores de Bombas de Expulsión y la porina OprD 

 
Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre del 

primer 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

Condiciones  

de Reacción 
Referencia 

mexR 443 

mexR-1 CGCCATGGCCCATATTGAG 

637 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 2005 

mexR-2 GGCATTCGCCAGTAAGCGG 

nfxB 563 

nfxB-1 CGATCCTTCCTATTGCACG 

939 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

52°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 2005 

nfxB-2 GCCAAGTGCCAGTATCG 



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 24 - 
 

mexT 1043 

mexT-1 CGGTTGCAGCCTCTAGCC 

1005 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

58°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 2005 

mexT-2 CGATTTTCCCGTTGCGACG 

mexZ 534 

mexZ-1 AGCGGCGCGACAGTAGCATA 

781 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

59°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Linares et al., 2005 

mexZ-2 
CCGAGGACCAGCGCAGGC 

 
 
6.4.1 Caracterización de Integrones Clase 1 mediante la estrategia 

de “primer walking” y amplificación de regiones variables. 

 
La estructura de los integrones se determinó por la estrategia de “primer walking” 

que consiste en diseñar oligonucleótidos específicos para que los fragmentos 

obtenidos de los genes casete se solapen y así se obtenga la secuencia completa. 

Otra metodología que se uso fue  amplificar la región variable de los integrones 

clase 1 teniendo en cuenta que los extremos 5’ y 3’ están conservados. (Levesque 

y Roy, 1993; Sáenz et al., 2010). Los cebadores usados se describen a 

continuación. 

 

Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre del 

primer 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

Condiciones  

de Reacción 
Referencia 

oprD 1332 

oprD-F TGCTGCTCCGCAACTACTATTTC 

751 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

68°C/8 min  

72°C/8 min  

10°C/∞  

Naenna et al., 

2010 

oprD-R GTAGGCCAAGGTGAAAGTGTG 

oprD 
1332 

oprDlong-F CGCCGACAAGAAGAACTAGC 

1412 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

55°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Gutiérrez et al., 

2007 

oprDlong-R GTCGATTACAGGATCGACAG 

oprD 
1332 

oprDlong2-F  CTACGCAGATGCGACATGC 

1586 

94°C/5 min 

94°C/1 min  

64°C/1 min      30 ciclos 

72°C/1 min  

72°C/10 min  

10°C/∞  

Wolter et al., 

 2004 

oprDlong2-R  CCTTTATAGGCGCGTTGCC 



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 25 - 
 

Tabla 10. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de 
reacción de PCR empleados para el estudio de integrones  

 

Nombre del 

gen   

Tamaño del 

gen (pb) 

Nombre del 

primer 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado 

(pb) 

Condiciones de Reacción Referencia 

intI1 1017 

Int1-F 

 

ACGAGCGCAAGGTTTCGGT 

 
564 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

52 °C/30 seg         30 ciclos  

72°C/2 min  

72°C/7 min  

10°C/∞                 

 

Jianyu et al., 

2005 
Int1-R GAAAGGTCTGGTCATACATG 

sul1 840 

Sul1-F TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 

790 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

63°C/30 seg         30 ciclos  

72°C/1 min  

72°C/8 min  

10°C/∞                 

Mazel et al., 

2000 

Sul1-R CACCTTCTCGGAAACCCTCGC 

qacEΔ1 348 

Qac-F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 

247 

94°C/5 min  

94°C/30 seg  

60 °C/30 seg         30 ciclos  

72°C/1 min  

72°C/8 min  

10°C/∞                 

Mazel et al., 

2000 

Qac-R TGAGCCCCATACCTACAAAGC 

intl2 978 

intI2-F 
CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

789 

94°C/5 min 

94°C/30 seg 

60 °C/30 seg       30 ciclos 

72°C/1 min 

72°C/8 min 

10°C/∞ 

Mazel et al., 

2000 

intI2-R 
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

Región 

Variable 1 
v 

rv.IntI1-F GGCATCCAAGCAGCAAG 

v 

94°C/5 min 

94°C/1 min 

55 °C/1 min         35 ciclos 

65°C/8 min 

72°C/8 min 

10°C/∞ 

Levesque y Roy, 

1993 

rv.IntI1-R 
AAGCAGACTTGACCTGA 

Región 

Variable 2 
v 

rv.IntI2-F GATGCCATCGCAAGTACGAG 

v 

94°C/5 min 

94°C/1 min 

60 °C/1 min         35 ciclos 

72°C/6 min 

72°C/8 min 

10°C/∞ 

White et al., 

2001 

rv.IntI2-R CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 

*v: el tamaño del amplicon es variable 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 26 - 
 

Tabla 11. Secuencia nucleotídica de los cebadores para el estudio de 
integrones por “primer walking” 

 

 
 

6.4.2 Visualización de productos de PCR  

 

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% o dependiendo 

del tamaño del producto a un corrimiento de 90V por 45 min. Se utilizó un 

marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. Los geles 

fueron teñidos con Bromuro de Etidio (BET) (0.5 g/L) durante un minuto y lavados 

por 5 minutos en agua destilada; para visualizar los fragmentos de ADN, los geles 

se fotografiaron en un digitalizador de imágenes MiniBIS Pro, Bio Imagen System.  

 

6.4.3 Secuenciación de los productos de PCR  

 

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

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante, y 

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

Cuernavaca Morelos, México.  

 

 

Nombre del primer Secuencia (5' - 3') Tm (°C) Referencia 

intFRC ACCGAAACCTTGCGCTCGT 60.1 Ayala, 2013 

sulFRC GAATGCCGAACACCGTCACCA 60.3 Ayala, 2013 

qacFRC CGATAACAAGAAAAAGCCAGCC 60.1 Este trabajo 

aac6FRC GCCACTCATAGAGCATCGCAA 57.5 Este trabajo 

aac6RRC AAACACGCCAGGCATTCGAG 58.5 Ayala, 2013 

aac(6')-Ib-seq CGTCACTCCATACATTGCAA 62.2 Sáenz, 2010 

gesFRC AGCTTCTCAAGATCGGTC 51.4 Ayala, 2013 

gesRRC GCCTCTGTCGGTCAAGTTAT 54.5 Este trabajo 

aadA1FRC TCGATACTTCGGCGATCACC 56.7 Este trabajo 

aadA1RRC AGGCGAGATCACCAAGGTAG 56.3 Este trabajo 

oxa2-FRC CTAGCGTGCCTTCTTGCGCAT 70.7 Este trabajo 

oxa2-RRC AATCGTGCGGGCAATCCTTC 70.5 Este trabajo 
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6.4.4 Análisis de las secuencias  

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

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

Nucleic Acid Sequence Massanger: 

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

 

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

QBLAST del National Center for Biotechnology Information site 

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

 

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega 

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

 

La conversión de la secuencia de nucleótidos a aminoácidos se realizó en 

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

 

Para la predicción del modelo de la porina OprD se utilizaron los programas: 

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

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

 

 

 

 

http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://expasy.org/tools/dna.html
http://swissmodel.expasy.org/interactive
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
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6.5 Experimentos de conjugación  

 

Se utilizó como receptora a la cepa de P. aeruginosa PU21 Rifr (Rifampicina 

resistente) para la obtención de transconjugantes resistentes a los antibióticos 

Meropenem y/o Amikacina. Se sembraron las cepas donadora y receptora en 

placas de agar soya tripticaseína, se incubaron por 18  horas a 37°C. 

Posteriormente se inoculó una colonia de cada placa en un tubo con 3 mL de 

Caldo BHI por 6 horas a 37ºC en agitación, a fin de que alcanzaran una turbidez 

de 0.5 de la escala de McFarland. Posteriormente se mezclaron 200 µL de cultivo 

de la cepa donadora con 800 µL de cultivo de la cepa receptora en un tubo con 2 

mL de caldo BHI y se incubaron por 18 horas a 37ºC sin agitación. Una vez 

transcurrido el tiempo se realizaron diluciones 10-1 a 10-5 de las cuales se tomaron 

100 µL y se depositaron sobre la superficie de placas con agar BHI suplementadas 

con concentraciones conocidas de los antibióticos de interés, que fueron 

Rifampicina (100 µg/mL), Meropenem (8 µg/mL) y Amikacina (32 µg/mL) para 

poder seleccionar las cepas transconjugantes. Después se extendió el inóculo con 

una varilla de vidrio y se incubaron a 37°C por 24 horas, finalmente se observó el 

crecimiento hasta por 72 horas. Cada experimento de conjugación se realizó por 

triplicado. 

Las concentraciones fueron establecidas con base a los valores de CMI de la cepa 

y a los reportados en el CLSI, 2013 para Pseudomonas aeruginosa. 

En las placas suplementadas con rifampicina debía crecer tanto la cepa receptora 

como las transconjugantes, mientras que en las placas suplementadas con 

rifampicina/meropenem/amikacina ó  las placas con rifampicina/meropenem, 

rifampicina/amikacina, debían crecer unicamente las transconjugantes.  

Una vez que se observó crecimiento en las placas se aislaron de 6 a 8 colonias 

transconjugantes al azar y se estudió su patrón de resistencia a los antibióticos 

para los cuales la cepa donadora presentó resistencia, se calculó la CMI para los 

mismos antibióticos de la donadora y se amplificaron los genes que estaban 

presentes en el integrón clase 1 de la cepa donadora. 
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6.6 Determinación de la secuencia tipo (MLST)  de algunas cepas de 

Pseudomonas aeruginosa 

 

La genotipificación de las cepas consistió en amplificar siete genes “housekeeping” 

para lo cual se usaron dos juegos de oligonucleótidos uno para amplificar y los otros 

para secuenciar, la secuencia de los cebadores se obtuvo directamente de la página 

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

secuencias y las condiciones de PCR para cada gen se muestran a continuación: 

 
Tabla 12. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de reacción de PCR 
empleados para amplificar los genes “housekeeping” para MLST 

 
 

Nombre del gen   
Nombre del 

primer 
Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 
amplificado (pb) 

Condiciones de Reacción/*Enzima 
empleada 

acsA 

F: ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC 

842 

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

R: GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT 

aroE 

F: TGGGGCTATGACTGGAAACC 

825 

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

R: TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA 

guaA 

F: CGGCCTCGACGTGTGGATGA 

940 

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

R: GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA 

mutL 

F: CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG 

940 

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

R: CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC 

nuoD 

F: ACCGCCACCCGTACTG 

1042 

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

R: TCTCGCCCATCTTGACCA 

ppsA 

F: GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG 

989 

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

R: GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG 

trpE 

F: GCGGCCCAGGGTCGTGAG 

811 

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

R: CCCGGCGCTTGTTGATGGTT 

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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Tabla 13. Secuencia nucleotídica de los cebadores empleados para secuenciar los 
genes “housekeeping” para MLST 

 

Nombre del gen 

Nombre del 

primer Secuencia (5' - 3') 

Tamaño del 

amplificado (pb) 

acsA 
Seq-F: GCCACACCTACATCGTCTAT 

390pb 
Seq-R: AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC 

aroE 
Seq-F: ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 

495pb 
Seq-R: TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG 

guaA 
Seq-F: AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC 

372pb 
Seq-R: GACGTTGTGGTGCGACTTGA 

mutL 
Seq-F: AGAAGACCGAGTTCGACCAT 

441pb 
Seq-R: GGTGCCATAGAGGAAGTCAT 

nuoD 

Seq-F: ACGGCGAGAACGAGGACTAC 

366pb 
Seq-R: TGGCGGTCGGTGAAGGTGAA 

ppsA 

Seq-F: GGTGACGACGGCAAGCTGTA 
369pb 

Seq-R: GTATCGCCTTCGGCACAGGA 

trpE 

Seq-F: TTCAACTTCGGCGACTTCCA 

441pb 
Seq-R: GGTGTCCATGTTGCCGTTCC 

 

La secuenciación de estos genes se llevó a cabo por la empresa COGENICS © 

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

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

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

http://pubmlst.org/paeruginosa/. 

 

 

 

 

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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6.7 Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE) 

Se empleó esta técnica para conocer la relación clonal entre las cepas de 

estudio. Se utilizó la enzima de restricción SpeI (10000U/ml, BioLabs, New England) 

y el protocolo propuesto por Rojo-Bezares y colaboradores (2011): 

 Preparación de insertos:  

A partir de un cultivo puro de 24h en placa de BHI agar, se inocularon varias 

colonias en 3 ml de BHI líquido y se incubaron a 37ºC/24 horas. Se centrifugó 1 ml 

del cultivo a 13000 rpm durante 3 min y se eliminó el sobrenadante. El precipitado 

se resuspendió en 1 ml de buffer TE (10 mM Tris-HCl pH=8,0, 1 mM EDTA pH=8,0) 

y se centrifugó a 13000 rpm durante 3 min. Se eliminó el sobrenadante y se volvió a 

resuspender en 1 ml de TE. Se preparó agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, 

BioRad) al 1,5% en buffer TE y se mantuvo a 56ºC. Se mezclaron 0,5 ml de la 

suspensión bacteriana con 0,5 ml de agarosa y se distribuyó en los moldes, 

preparando 3 insertos por cepa. Dejándolos solidificar unos minutos en 

refrigeración.  

 Lisis bacteriana: 

Se añadieron 10 ml de buffer de lisis 1 (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 50 mM EDTA 

pH=8,0, 1% sarcosil, 2 mg/ml proteinasa K) en cada tubo que albergaba los 3 

insertos de la cepa correspondiente y se dejó incubar en un baño de agua a 56ºC 

durante 6 h. Transcurrido este tiempo, se eliminó el buffer de lisis 1 y se añadieron 

10 ml del buffer de lisis 2 (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 50 mM EDTA pH=8,0, 1% 

sarcosil, 0,1 mg/ml proteinasa K) y se dejaron nuevamente incubando durante toda 

la noche en el baño de agua a 56ºC. 

 Lavado de insertos: 

Tras eliminar el buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados: 1) 10 ml 

de agua destilada estéril durante 10 min en un baño de agua a 56ºC; 2) 10 ml de 

buffer TE durante 30 min en un baño de agua a 56ºC (se repite tres veces); y 3) 10 

ml de buffer TE durante 30 min a temperatura ambiente. Después del último lavado, 
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se cambió por última vez el buffer TE y los insertos se guardaron a 4ºC (tienen una 

caducidad aproximada de un año). 

 Digestión enzimática: 

Para la digestión se utilizó la mitad de un inserto de cada cepa y un volumen 

final de 100 μl de la mezcla de digestión compuesta por: 2 μl de enzima SpeI (10U) 

+ 1 μl BSA (100X) + 10 μl NE Buffer 4 (10X) + 87 μl agua destilada estéril. Se 

incubaron durante 6h en un baño de agua a 37ºC.  

 Preparación del gel de agarosa: 

Se disolvió agarosa (Agarosa D5, Pronadisa) al 1% en TBE 0,5X, se vertió 

sobre el molde y se dejó solidificar a temperatura ambiente. A continuación, los 

pocillos se rellenaron con los insertos digeridos, dejando el primero y el último de 

los mismos para el marcador de tamaño (Lambda Ladder PFG Marker, BioLabs), y 

se sellaron con agarosa de la misma concentración atemperada a 50ºC. 

 Electroforesis: 

Se realizó en una cubeta de electroforesis CHEF-DR II (BioRad) con 2 l de 

TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 μM, para evitar la degradación del DNA. Las 

condiciones de electroforesis empleadas fueron: 1) una rampa lineal pulsada de 5 a 

15s con un gradiente de voltaje de 6V/cm a 14ºC durante 10h; seguida de 2) una 

rampa lineal pulsada de 15 a 45s con un gradiente de voltaje de 6V/cm a 14ºC 

durante 10h. 

 Tinción del gel y visualización: 

Se tiñó el gel en una solución acuosa de bromuro de etidio (20 μl / 200 ml) 

durante 15 min. Se visualizó en un transiluminador (Image Store 5000, UVP) y el 

programa ChemiGenius (GenSnap from SynGene). Posteriormente se destiñó el gel 

con agua destilada, hasta lograr distinguir las bandas. 
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7.  RESULTADOS 

El Centro Médico Nacional  “20 de Noviembre ” es un hospital de tercer nivel en el que 

se concentra una gran población de pacientes de diferentes estados de la República 

Mexicana; se partió de una colección previa de 65 cepas de P. aeruginosa 

provenientes de este hospital a las cuales se les había realizado el perfil de 

resistencia por Kirby-Bauer y amplificado algunos genes (como se describió en 

antecedentes) (Ayala, 2013; Martínez, 2011; Valerio, 2012). Por lo que para este 

estudio se seleccionaron 27 cepas multirresistentes para seguir con la busqueda de 

genes relacionados con la resistencia a lactámicos.   

7.1 Identificación de los genes que codifican para serín-β-lactamasas, (shv, tem, 

ctx, per y bel) y algunas variantes de metalo-β-lactamasas (vim, imp y ndm). 

En las 27 cepas ya se habían buscado diversos genes de resistencia para β-

lactámicos, encontrando sólo algunos de ellos [ges 1(59% ), oxa-1 (4%)  y oxa-2 

(70%)] y a para carbapenémicos [ges 11 (7%)] (Martínez, 2012, Valerio, 2013, Ayala, 

2014). Por lo que en algunas cepas el fenotipo de resistencia que presentaban no 

estaba completamente explicado a nivel genotípico, por lo tanto en este trabajo se 

decidió buscar otro tipo de  genes de β-lactamasas de tipo serín-β-lactamasas, (shv, 

tem, ctx, per y bel) y algunas variantes de metalo-β-lactamasas (vim, imp y ndm). 

Para tener una mayor probabilidad de amplificar las variantes de estos genes, se 

diseñaron oligonucleótidos degenerados, pero los resultados obtenidos de la 

amplificación por PCR de estos genes y las variantes fueron negativos en el 100% de 

las cepas estudiadas. 

 

7.2 Amplificación de los genes conservados de integrones clase 1 (intl1, qacEΔ1 
y sul1) en P. aeruginosa 

En cuanto a la presencia de los genes característicos de los integrones clase 1, el 

93% de las cepas presentaron intI1 excepto los aislados Ps14 y Ps17, a estas cepas 

se les buscó la presencia del gen intI2, considerando que pudieran portar un integron 

clase 2;  sin embargo no lo presentaron. La cepa Ps78 únicamente amplificó para intI1 
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y no para qacEΔ1 y sul1. Y el  89% de las cepas amplificaron para los dos genes del 

extremo 3´-CS  (Figura 2 y figura 3).  

 

Figura 2. Amplificación de genes característicos de integrones clase 1 para las diversas cepas 

de estudio. Se muestran amplificados de los genes.   a) intI1 (564pb) carril 1: blanco, carril 2: control 
positivo (Ps36), carril 3: Ps27, carril 4: Ps33, carril 5: Ps35, carril 6: Ps39, carril 7: Ps48, carril 8: 
Ps49, carril 9: Ps52, carril 10: Ps62, carril 11: Ps65, carril 12: Ps78, carril 13: Ps81, carril 14: Ps84.  

b) qacEΔ1 (274pb) carril 1: blanco, carril 2: control positivo (Ps36), carril 3: Ps27, carril 4: Ps33, 
carril 5: Ps35, carril 6: Ps39, carril 7: Ps48, carril 8: Ps49, carril 9: Ps52, carril 10: Ps62, carril 11: 

Ps65, carril 12: Ps78, carril 13: Ps81, carril 14: Ps84.  c) sul1 (790pb) carril 1: blanco, carril 2: 

control positivo (Ps36), carril 3: Ps27, carril 4: Ps33, carril 5: Ps35, carril 6: Ps39, carril 7: Ps48, 
carril 8: Ps49, carril 9: Ps52, carril 10: Ps62, carril 11: Ps65, carril 12: Ps78, carril 13: Ps81, carril 
14: Ps84. 

 

 
 

Figura 3. Porcentaje de cepas que amplificaron para los genes característicos de los integrones 

clase 1. A un total de 27 cepas se les determinó por PCR la presencia de los genes intI1, qacEΔ1, sul1. 

93% 

89% 

89% 

intI1 qacEΔ1 sul1

b) qacEΔ1 (274pb) 

  1    2    3    4     5    6     7     8    9    10   11  12  13  14 

a) intI1 (564pb) 

  1   2    3    4    5     6    7     8     9   10   11  12   13  14 

c) sul1 (790pb) 

1    2    3    4   5    6    7    8    9   10   11   12   13  14 
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Para determinar la estructura de los integrones  se eligieron 6 cepas representativas 

del grupo de estudio del Hospital C.M.N. 20 de Noviembre de la Cd. de México con 

base al fenotipo y genotipo que presentaban; las cepas seleccionadas fueron 4 no 

portadoras de carbapenemasas: Ps09, Ps22, Ps39, Ps84 y 2 portadoras de 

carbapenemasa tipo GES: Ps52 y Ps36, a las cuales se les determinó la 

concentración mínima inhibitoria para los antibióticos CAZ (Ceftazidima), FEP 

(Cefepime), MEM (Meropenem), CIP (Ciprofloxacino), AN (Amikacina), GN 

(Gentamicina), con el fin de conocer los niveles de resistencia. 

También se incluyeron las 2 cepas (E06 y E52) provenientes del Hospital Regional 

I.S.S.S.T.E. Puebla debido a que presentaban resistencia a imipenem y meropenem y 

son portadoras del gen imp-18. 

A las 8 cepas seleccionadas se les realizó la prueba fenotípica de detección de 

carbapenemasas en presencia de EDTA y APB. Como sabemos este tipo de pruebas 

son poco específicas, pero en ocasiones son una herramienta útil para la detección 

rápida de estas enzimas; sin embargo los resultados de este experimento no fueron 

determinantes debido a que no se observaron los halos característicos de cada 

prueba, por ejemplo en la cepa Ps36 con EDTA no se apreció el fenómeno conocido 

como “cola de pescado” o “forma de huevo” entre los tres discos y para el caso con 

APB se obtuvieron los halos alrededor de los discos de los antibióticos pero no la 

sinergia correspondiente entre ellos y el APB (Figura 4);  por lo tanto es mejor 

comprobar la presencia de éstas enzimas por medio de técnicas moleculares.   
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a)                                                                            c) 

 

 

 

 

 

 b) 

 

 

 

Figura 4. Prueba fenotípica para detección de metalo-β-lactamasas y carbapenemasas clase A. 
a) Resultado positivo de la prueba con EDTA y b) Resultado positivo de la prueba con APB las 
imágenes fueron tomadas de Estepa, 2014. c) Ejemplo de los resultados que se obtuvieron de la cepa  
Ps36,  parte superior de la placa prueba con EDTA, parte inferior prueba con APB. 

 

7.3 Determinación de la estructura de los integrones de algunas cepas de 

interés.  

 

7.3.1 Integrones de las cepas no portadoras de carbapenemasas aisladas 

del C.M.N. 20 de Noviembre  

Como se mencionó anteriormente se eligieron 8 cepas para el estudio de integrones, 

4 de ellas (Ps09, Ps22, Ps39, Ps84) debido a lo interesante de su fenotipo de 

resistencia y porque portaban genes como oxa-2, ges-1 y aac-(6’)-Ib, aac-(3)-II  que 

han sido reportados en integrones clase 1 pero no portaban genes que estén 

involucrados en la resistencia a carbapenémicos y que en estudios previos se les 

determinaron las mutaciones en los reguladores de bombas de expulsión y se 

secuenció parcialmente el gen de la porina oprD (751pb) (Valerio, 2012; Ayala, 2013) 

para dar explicación a su fenotipo de resistencia (Tabla 14). 

  

EDTA 
IMP 

MEM 

Ps36 con EDTA 

Ps36 con APB 
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En este trabajo se determinó parcialmente la estructura de los integrones que 

portaban, para confirmar si había la presencia de algún gen con actividad 

carbapenemasa que no se hubiera logrado amplificar con los oligonucleótidos que se 

emplearon, y también se les determinó la CMI para cuantificar la resistencia que 

presentaban a los antibióticos. Los datos del fenotipo y genotipo de resistencia de 

estas cepas se muestran en la tabla 14, se resaltan con letras negras los obtenidos en 

estudios anteriores y con letras rojas los obtenidos en este trabajo. Las estructuras de 

los integrones encontrados se muestran en la  figura 5. 
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Tabla 14. Datos obtenidos de las cepas Ps09, Ps22, Ps39, Ps84 no portadoras de carbapenemasas aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre. 
Se muestran las características de la resistencia de las cepas obtenidas en estudios anteriores (letras negras) y en este estudio (letras 
rojas). 
*Sensibilidad intermedia, UTI: Unidad de Terapia Intensiva, UCIA: Unidad de cuidados intensivos para adultos 
PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: 
Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: 
Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: 
Colistina. CLSI, 2013 

CEPA SERVICIO ORIGEN 
FECHA DE 

AISLAMIENTO 

FENOTIPO 
DE 

RESISTENCIA 

CMI (µg/mL) GENOTIPO 
DE 

RESISTENCIA 

REGULADORES DE 
BOMBAS DE 
EXPULSIÓN 

PORINA 
OprD 

(parcial) 
 

CAZ 
 

FEP 
 

MEM 
 

CIP 
 

AN 
 

GN 

Ps09 UTI 
Secreción 
bronquial 

Junio/2007 

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

CRO, FEP, IMP, 
MEM, ATM*, GM, 
AN,NET,CIP,OFX, 

NOR,C,SXT 

256 64 32 16 128 256 

oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Silvestre 
mexZ: Gly89Ser 

remoción 98-106 

Inserción 
167-169 

Ala, Ala,Asn 

Ps22 Nefrología Urocultivo Diciembre/2008 

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

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

AN,NET,CIP,OFX,NO
R,C,SXT 

256 64 32 32 128 512 

oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Remoción 77-
80 

Phe172lle 
mexZ: Gly89Ser 

remoción 98-106 

Inserción 
167-169 

Ala, Ala,Asn 

Ps39 UCIA 
Secreción 
bronquial 

Febrero/2009 

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

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

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

256 64 32 16 128 512 

oxa-2 
oxa-50 
ges-1 

 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT:  Glu154Gln 
Phe173lle 

mexZ: Asp50Glu 

Silvestre 

Ps84 UCIA 
Secreción 
bronquial 

Marzo/2009 

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

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

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

512 256 512 32 128 256 

oxa-2 
oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexZ:  Leu105Arg  
Asn153Ser 

Lys103Thr 
Leu127Val 
Gln185Glu 
Gly186Pro 
Thr189Val 
Gln202Glu 
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Figura 5. Esquema de los integrones encontrados en las cepas Ps09, Ps22, Ps39, Ps84 no 

portadoras de carbapenemasas aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre. Las flechas indican el 

iniciador utilizado para secuenciar. En la cepa Ps84 el signo (?) indica que no se sabe que gen pudiera 

estar presente entre los genes intI1 y aacA4 debido a que no se lograron unir las secuencias. Ps22-1 y 

Ps22-2 indican la estructura de los dos integrones que se determinaron en la cepa Ps22. Las 

secuencias parciales de los integrones se encuentran en los anexos 3-7. 

  

 

 

Ps09 y Ps39 

Ps22-2 

Ps22-1  

Ps84 
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7.3.2  Integrones de las cepas portadoras de carbapenemasa tipo GES 

aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre  

Otra cepa que se seleccionó para el estudio de integrones fue Ps52 debido a que se 

observó que presentaba un fenotipo y genotipo similar al de la cepa Ps36 portando 

una probable carbapenemasa tipo GES-11 (Ayala, 2013), hasta el momento reportada 

en un integron clase 1 de Acinetobacter baumannii (Moubareck y Brémont, 2009) 

En este estudio se logró obtener casi en su totalidad la secuencia del integrón de la 

cepas Ps52 y Ps36, únicamente falta comprobar a que alelo corresponden las dos 

copias del gen ges en la estructura, ya que se observó que el producto que se obtuvo 

por PCR de la región variable tipo 1 corresponde por su tamaño a dos genes ges 

juntos (Figura 6). Sin embargo al realizar el análisis de las secuencias, no fue posible 

determinar a qué alelo correspondían debido a que los picos en el cromatograma se 

superponen en un nucleótido (A/G), lo que determinaría la variante del gen ges que se 

encuentra en la estructura (Anexo 8 y Anexo 9). 

 Es importante resaltar que en este trabajo se volvio a corroborar mediante la 

amplificación y secuenciación de la región variable el integrón de la cepa Ps36 

reportado por Ayala, 2013, dado que el amplificado que se obtuvo en este trabajo fue 

similar en tamaño al encontrado en la cepa Ps52 (Figura 6). El integrón reportado por 

Ayala, obtenido por PCR multiples uniendo los diferentes genes, tuvo una región 

variable distinta (Anexo 8), por lo que es posible que la cepa Ps36 este portando dos 

integrones, uno de ellos con una copia del gen ges y otro similar a de la cepa Ps52 

portando dos genes ges, y que por algún motivo en este estudio no se pudo volver a 

determinar el reportado por Ayala, 2013  por lo que se sugiere estudiar posteriormente 

a esta cepa para corroborarlo. 

 

 

 

  

 

 



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 41 - 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Amplificación de la región variable tipo 1 del integrón de las cepas Ps52 y Ps36 
portadoras de carbapenemasa tipo GES aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre. Carril 1: marcador 
de peso molecular, carril 2: blanco, carril 3: Ps09, carril 4: Ps52, carril 5: Ps36. 

 

A continuación en la tabla 15 se detallan los resultados obtenidos por Ayala, 2013 y 

los resultados encontrados en este estudio con el fin de realizar la discusión de lo 

encontrado. 

 

 
 
Tabla 15. Datos obtenidos de las cepas Ps52 y Ps36 portadoras de carbapenemasa tipo GES 
aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre. Se muestran las características de resistencia de las cepas  
obtenidas en estudios anteriores (letras negras) y en este estudio (letras rojas). PIP: Piperacilina, TIC: 
Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: 
Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, 
MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: 
Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: 
Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. CLSI, 2013 

500pb 

3000pb 

1000pb 

3000pb 

1500pb 

2500pb 
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Figura 7. Esquema del integrón encontrado en las cepas Ps52 y Ps36 portadoras de 
carbapenemasa tipo GES aisladas del C.M.N. 20 de Noviembre. Las flechas indican el cebador 
utilizado para secuenciar la estructura del integron.La secuencia se puede ver en el anexo 8. 

 

 

7.3.3  Integrones de las cepas portadoras de la metalo-β-lactamasa IMP-18 

aisladas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla 

 
Se estudiaron los integrones de dos cepas que fueron aisladas del Hospital Regional 

I.S.S.S.T.E. Puebla, provienen del mismo paciente, mismo origen, pero se aislaron en 

diferente periodo de tiempo y portaban el gen imp-18 (Tabla 16) (Juárez, 2014), estos 

datos son relevantes ya que es el primer reporte de cepas portadoras de metalo-β-

lactamasas de este tipo en ese hospital. En la figura 8 se muestra el esquema de los 

integrones encontrados. 

 
 

 
 

Tabla 16. Datos obtenidos de las cepas E06 y E52 aisladas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. 
Puebla .C.E: Consulta Externa. M.I: Medicina Interna. ND: No determinado, *Sensibilidad intermedia. 
PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: 
Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona 
FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: 
Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: 
Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. CLSI, 2013 (Juárez, 2014) 
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E06 
 

 
 

 
E52 
 

 
 

 
Figura 8. Esquema de los integrones encontrados en las cepas E06 y E52 aisladas del Hospital 
Regional I.S.S.S.T.E. Puebla. Las flechas pequeñas indican el primer usado para secuenciar. El 
integron de la cepa E06 se encuentra parcialmente secuenciado el signo (?) probablemente 
corresponda al gen imp-18 con un peso alrededor de 741pb. Las secuencias de los integrones se 
muestran en los anexos 10 y 11. 

 

 

7.4 Análisis de la transferencia de genes de resistencia mediante conjugación  

 

Se realizó un ensayo de conjugación de la cepa Ps52 con el objetivo de conocer si los 

genes de resistencia que se encontraron en el integrón eran transferidos a otra cepa 

por medio de un plásmido conjugativo, para lo cual se usó la cepa Ps52 como 

donadora y la cepa PU21 como receptora. Se obtuvieron cuatro posibles 

transconjugantes mostradas en la tabla 17, a las cuales se les amplificaron los genes 

de resistencia que portaba el integrón, usando como control negativo la cepa 

receptora PU21. Posteriormente se eligió una de las cepas probable transconjugante 

que creció en tres antibióticos (Tc3A-Ps52) y se le realizó el antibiograma por Kirby-

Baüer y CMI (Tabla 18) 
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Cepas probables 
Transconjugantes 

Antibióticos en los que 
se seleccionaron 

Genes que  
amplificaron 

Tc
1
-Ps52 Rif+ AN 

intI1, qacEΔ1, sul1, oxa-2, 
ges-11, aac-(6’)-Ib 

Tc2A-Ps52 Rif+MEM intI1, qacEΔ1, sul1 

Tc
3A

-Ps52 Rif+MEM+AN 
intI1, qacEΔ1, sul1, oxa-2, 

ges-11, aac-(6’)-Ib 

Tc
3B

-Ps52 Rif+MEM+AN 
intI1, qacEΔ1, sul1, oxa-2, 

ges-11, aac-(6’)-Ib 

 
Tabla 17. Cepas probables transconjugantes de la cepa Ps52. 

Rif: Rifampicina, AN: Amikacina, MEM: Meropenem 

 

 

 

 
Tabla 18. Datos de las cepas Ps52, PU21 y Tc3A-Ps52. ND: No determinado, *Sensibilidad 
intermedia. PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: 
Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona 
FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: 
Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: 
Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina. CLSI, 2013 
 

 

Para verificar las transconjugantes, se realizó electroforesis en campos pulsados en 

donde se esperaba que el perfil de bandas de la transconjugante correspondiera a la 

cepa receptora. Los resultados indicaron que la cepa seleccionada como probable 

transconjugante corresponde a la cepa donadora (Ps52) por lo tanto no es 

transconjugante (Figura 9).  Posteriormente en otra electroforesis realizada de manera 

simultánea en otro estudio (resultados no mostrados realizados por Juárez, 2014)  se 
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analizó el perfil de bandas de las cepas probables transconjugantes del aislado Ps36, 

ensayo realizado previamente por Ayala, 2013, pero en este caso tampoco se 

lograron obtener transconjugantes. 

 

 
7.5 Análisis genético por electroforesis en campos pulsados (PFGE) 

 
 Con  la finalidad de conocer si las cepas de este estudio estaban relacionadas 

genéticamente se llevó a cabo PFGE y se logró observar que la cepa Ps09 y la cepa 

Ps39 están relacionadas genéticamente, mientras tanto  las cepas Ps22, Ps84 

presentaron un patrón de bandas diferente; de igual manera se les realizó la 

electroforesis a las dos cepas aisladas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla (E06 

y E52) y también se observó que no están relacionadas genéticamente (resultados no 

mostrados realizados por Juárez, 2014). 

 

 

 
Figura 9. Resultado de la Electroforesis en Campos Pulsados de las cepas de estudio. Carril 1: 
marcador de peso molecular, carril 2: Ps36, carril 3: Tc-Ps36, carril 4: Ps52, carril 5: Tc3A-52, carril 
6: PU21, carril 7: Ps09, carril 8: Ps22, carril 9: Ps39, carril 10: Ps84, carril 11: E06, carril 12: 
marcador de peso molecular. 
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7.6 Genotipificación por MLST de algunas cepas de estudio 

Para conocer su relación clonal, se determinó el número de Secuencia Tipo de las 

cepas Ps52 y Ps36 portadoras de carbapenemasa tipo GES aisladas del C.M.N. 20 

de Noviembre y para las cepas E06 y E52 portadoras de IMP-18 del Hospital Regional 

I.S.S.S.T.E.  

Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 19:  

 

Cepa 
Perfil alélico 

ST acsA aroE guaA mutL nuoD ppsA trpE 

Ps36 13 8 9 3 1 17 15 309 

Ps52 13 8 9 3 13 17 15 309 

E06 13 4 5 21 12 7 15 308 

E52 15 5 5 21 50 4 14 385 

 

Tabla 19. Perfil alélico y secuencia tipo de las cepas portadoras de  carbapenemasas. 

acsA(Acetil coenzima A sintasa), aroE (Shikimato deshidrogenasa), guaA (GMP sintasa), 

mutL(Proteína de reparación de DNA), nuoD (NADH deshidrogenasa I cadena C, D), ppsA (Fosfoenol 

piruvato sintasa), trpE (Componente I de antranilato sintasa). El número de secuencia tipo (ST) se 

obtiene introduciendo el número de alelo en la página http://pubmlst.org/paeruginosa/. 

 
 

7.7 Análisis de los reguladores de Bombas de Expulsión de la cepa Ps52  

 

Para explicar la diferencia de CMI que presentaron las cepas Ps52 (512µg/mL) y Ps36 

(256µg/mL) respecto al antibiótico meropenem y a la estructura del integron 

encontrado en ambas cepas,  se decidió realizar análisis de los reguladores de 

bombas de expulsión de la cepa Ps52, debido a que los reguladores de bombas de la 

cepa Ps36 ya se habían estudiado por Ayala 2013. Se obtuvo que la cepa Ps52  porta 

dos de los cuatro reguladores de bombas buscados, mexR el cual presentó una  

mutación en Val126Glu y para el caso de nfxB fue silvestre (Anexo 12) los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla  20.  
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7.8 Análisis del gen codificante de la porina OprD de las cepas Ps52 y Ps36 

 
Otro mecanismo involucrado en la resistencia a carbapenémicos son los cambios que 

puede presentar la porina OprD, por lo tanto también se analizó el gen que la codifica 

para determinar posibles mutaciones.  El gen de la porina de la cepa Ps52 no se 

obtuvo completo, debido a que no se logró amplificar al usar los iniciadores delanteros  

externos por lo que únicamente se obtuvieron 1134pb de 1332pb, que al traducirla 

esta corresponde a 377 aminoácido de 443 que tiene la cepa control y se observaron 

37 cambios en la secuencia: V127L, E185Q, P186G, V189T, E202Q, I210A, E230K, 

S240T, N262T, T276A, L279W, A280P, A281Q, K296Q, Q301E, D304G, Y305L, 

I306H, G307R, R310E, N311T, G312V, S313P, A315G, L347M, M372V, S373D, 

D374S, N375S, N376S, V377S, K380Y, N381A, Y382G, G383L, S403A, Q424E y 2 

deleciones (Δ378G y Δ379Y) con respecto a la cepa control PAO1 número en 

GenBank GI:110645304 (Tabla 20 y Anexo 13). 

 

 De la cepa Ps36 se volvió a secuenciar con otros iniciadores para obtener el 

gen completo dado que solo se contaba con una parte (Ayala, 2013) y se obtuvieron 

1321pb correspondientes a 429 aminoácidos. La cepa estudiada presentó 30 cambios 

aminoácidicos: S57E, S59R, V127L, E185Q, P186G, V189T, E202Q, I210A, E230K, 

S240T, N262T, T276A, A281G, K296Q, Q301E, R310E, A315G, L347M, M372V, 

S373D, D374S, N375S, N376S, V377S, K380Y, N381A, Y382G, G383L, S403A, 

Q424E y 2 deleciones: Δ378G y Δ379Y (Tabla 20 y Anexo 14).   

 

La cepa Ps52 presentó nueve cambios aminoácidicos más que la cepa Ps36 (L279W, 

A280P, D304G, Y305L, I306H, G307R, N311T, G312V, S313P) siete de ellos (del 

aminoácido 304-313) localizados en el loop 6 de la porina (Tabla 20) por lo que se 

tuvo la inquietud de realizar el modelo tridimensional de las proteínas para apreciar 

los cambios (Figuras 10 y 11), encontrando que la conformación de la proteína se ve 

afectada en cuanto a la disposición espacial de los dominios con respecto a la PAO1 

(GI:110645304), lo que pudiera dar como consecuencia una interacción diferente con 

las moléculas de los antibióticos carbapenémicos, se sugiere realizar un estudio más 

detallado acerca de estas modificaciones y su repercusión en la función de la 

proteína.  
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Tabla 20.  Datos generales obtenidos de las cepas Ps52 y Ps36. UCIA: Unidad de Cuidados Intensivos Adultos. *Sensibilidad intermedia.  PIP: 
Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: 
Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: 
Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: 
Colistina. CLSI, 2013. NA: No amplificado, SC: Sin cambios. En color azul se señalan las diferencias de CMI para el antibiótico meropenem entre 
ambas cepas. 
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Figura 10. Modelado de proteína de la porina OprD de las cepas PAO1, Ps36 y Ps52. En la 
cepa Ps36 se observa una ligera amplitud en el poro y los dominios (amarillo y azul) sobresalen de 
la estructura con respecto a la cepa control PAO1(GI:110645304). En la cepa Ps52 se aprecia la 
interacción del dominio color verde en el interior de la porina y la falta del dominio color naranja, 
que posiblemente corresponde a los aminoácidos que no se pudieron obtener. El modelo fue 
realizado con el programa Protein Homology/analogYRecognition Engine V 2.0 y se visualizó en el 
programa RasWin Molecular Graphics versión 2.7.4.2. 
 

Para tratar de visualizar mejor las diferencias que presentaban las porinas, se 
realizó el modelaje de las tres proteínas en un solo esquema para poder 
compararlas (Figura 11). 
 
 

 
 

Figura 11. Modelo de comparación de las porinas estudiadas. El código de colores indica la 
estructura de las proteínas PAO1: azul, Ps36: rojo, Ps52: amarillo.  Tamaño del poro superior 
30.4A tamaño del poro inferior 40.4A. Se aprecia que al interior del poro los dominios de la cepa 
Ps52 presentan diferente disposición a comparación de las cepas PAO1 y Ps36. El modelo fue 
realizado en el programa PyMOL Molecular Graphics Sistem versión 1.7.2. con ayuda del M.C.B. 
Sergio Romero Romero, UNAM. 
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En la tabla 21 se resumen las caracteristicas de las cepas de estudio así como los diferentes mecanismos de resistencia 

que presentan.  

CLASIFICA-
CIÓN 

CEPA SERVICIO  ORIGEN 
FECHA DE 

AISLAMIEN-
TO 

 FENOTIPO 
DE 

RESISTENCIA 

 CMI (µg/mL) 

ST 
GENOTIPO 

DE  
RESISTENCIA 

CONFORMACIÓN DEL 
INTEGRÓN 

REGULADORES 
DE  

BOMBAS DE  
EXPULSIÓN 

PORINA 
OprD 

  
CAZ 

  
FEP 

  
MEM 

  
CIP 

  
AN 

  
GN 

N
O

 P
O

R
TA

D
O

R
A

S 
D

E 
C

A
R

B
A

P
EN

EM
A

SA
S

 

Ps09 UTI 
Secreción 
bronquial 

Junio 
2007 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, 

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

256 64 32 16 128 256 ND 

oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

  

intI1 
oxa-2 
aacA4 
aadA6 
qacEΔ1 

sul1 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Silvestre 
mexZ: Gly89Ser 

remoción 98-106 

Inserción  
167-169    

Ala, Ala,Asn 

Ps22 Nefrología Urocultivo 
Diciembre 

2008 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM*, 
GM, AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT  

256 64 32 32 128 512 ND 

oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

  

*Porta dos integrones 
intI1/intI1 

aadA6/ges1 
orfD/Prot.hipot. 
qacEΔ1/ qacEΔ1 

sul1/sul1 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Remoción 
77-80 

Phe172lle 
mexZ: Gly89Ser 

remoción 98-106 

Inserción 167-169  
Ala, Ala,Asn 

Ps39 UCIA 
Secreción 
bronquial 

Febrero 
2009 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 
GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT  

256 64 32 16 128 512 ND 
oxa-2 

oxa-50 
 ges-1 

intI1 
oxa-2 
aacA4 
aadA6 
qacEΔ1 

sul1 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT:  Glu154Gln 
Phe173lle 

mexZ: Asp50Glu 

Silvestre 
  

Ps84 UCIA 
Secreción 
bronquial 

Marzo 
2009 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 
GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT, CL  

512 256 512 32 128 256 ND 

oxa-2 
oxa-50 
ges-1 

aac-(6’)-Ib 
aac-(3’)-IIa 

  
  

intI1 
? 

aacA4 
oxa-2 

qacEΔ1 
sul1 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexZ:  Leu105Arg  
Asn153Ser 

Lys103Thr 
Leu127Val 
Gln185Glu 
Gly186Pro 
Thr189Val 
Gln202Glu 

P
O

R
TA

D
O

R
A

S 
D

E 
C

A
R

B
A

P
EN

EM
A

SA
 T

IP
O

 

G
ES

 Ps52 UCIA 
Secreción 
bronquial 

Febrero 
2009 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 
GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT 

512 256 512 32 128 256 309 
oxa-2 

oxa-50 
ges-11 

aac-(6’)-Ib 

intI1 
aac-(6’)-33 

ges-? 
ges-? 

aac-(6’)-Ib 
oxa-2 
aadA1 
qacEΔ1 

sul1 

mexR: Val126Glu 
nfxB: Silvestre 

Loop 1: NA 
Loop 2: SC 
Loop 3: SC 
Loop 4: E230K 
Loop 5: N262T 
Loop 6: D304G, Y305L, 
I306H, G307R, R310E, 
N311T, G312V, A315G 
Loop 7: M372V, S373D, 
D374S, N375S, N376S, 
V377S, Δ378, Δ379, K380Y, 
N381A, Y382G, G383L 
Loop 8: Q424E 

     
       

    



“ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A LOS  ANTIBIÓTICOS EN CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa  CAUSANTES DE  INFECCIONES NOSOCOMIALES” 

- 51 - 
 

 

 

Tabla 21. Resumen de las características de las cepas de estudio y sus mecanismos de resistencia. UTI: Unidad de Terapia 
Intensiva/Intermedia. UCIA: Unidad de Cuidados Intensivos Adultos. C.E.: Consulta externa. M.I.: Medicina interna. ND: No determinado. SC: Sin 
cambios ST: Secuencia Tipo.  *Intermedio. PIP: Piperacilina, TIC: Ticarcilina, CB: Carbenicilina, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TIM: 
Ticarcilina/Ácido clavulánico, CF: Cefalotina, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona FEP: Cefepime, IMP: Imipenem, MEM: 
Meropenem, ATM: Aztreonam, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NET: Netilmicina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, C: 

Cloranfenicol, STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol y CL: Colistina . CLSI, 2013 
  

Ps36 UCIA 
Punta de 

Catéter 
Marzo 
2009 

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

CTX, CRO, FEP, MEM, ATM, GM, 
AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, SXT 

512 256 256 32 128 256 309 

 
ges-11 
oxa-2 

oxa-50 
aac-(3’)-IIa 
aac-(6’)-Ib 

  

intI1 
aac-(6’)-33 

ges-? 
ges-? 

aac-(6’)-Ib 
oxa-2 
aadA1 
qacEΔ1 

sul1 

Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Remoción 
77-80 

Glu154Gln 
Inserción 165 Arg 

Phe173lle 
mexZ: Asp73 Glu 

Leu138Arg 

Loop 1:  S57E, S59R 
Loop 2: V127L 
Loop 3: E185, P186G, 
V189T 
Loop 4: E230K 
Loop 5: N262T 
Loop 6: R310E, A315G 
Loop 7: M372V, S373D, 
D374S, N375S, N376S, 
V377S, Δ378, Δ379 
Loop 8: Q424E 

P
O

R
TA

D
O

R
A

S 
D

E 
M

ET
A

LO
-β

-
LA

C
TA

M
A

SA
 IM

P
-1

8 

E06 Urología Urocultivo 
Mayo 
2013 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 
GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT, CL 
 

ND ND ND ND ND ND 308 
oxa-2 

Imp-18 

intI1 
aacA6 

? 
oxa-2 
aadA1 
qacEΔ1 

sul1 

ND ND 

E52 
C.E. 
M.I. 

Urocultivo 
Enero 
2014 

PIP, TIC, CB, TZP, TIM, CF, CAZ, 
CTX, CRO, FEP, IMP, MEM, ATM, 
GM, AN, *NET, CIP, OFX, NOR, C, 

SXT 

ND ND ND ND ND ND 385 
oxa-2 

Imp-18 

intI1 
imp-18 
aacA1 
oxa-2 

qacEΔ1 
sul1 

ND ND 
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8. DISCUSIÓN  

Se analizaron 27 cepas de P. aeruginosa multirresistentes en su mayoría aisladas 

de secreciones bronquiales coincidiendo con los reportes a nivel mundial, donde la 

bacteria se asocia a infecciones de tracto respiratorio provocando neumonías 

asociadas a ventilador y también afectando a pacientes con fibrosis quística (Pitt y 

Sparrow, 2001), alarmantemente el 85% fué resistente a carbapenémicos y el 19% 

mostró resistencia a colistina fármaco usado como última elección para tratar 

infecciones de bacterias multirresistentes, lo que disminuye las opciones 

terapéuticas efectivas.   

Es importante recalcar que en estudios previos únicamente se encontró que el 

59% de las 27 cepas estudiadas portan ges-1 , 7% ges-11, 4% oxa-1, 70% oxa-2, 

100% oxa-50, 59% aac-(3’)-IIa, 48% acc-(6’)-Ib, y se ha visto que no son 

productoras de metalo-β-lactamasas que son frecuentemente encontradas a nivel 

mundial en P. aeruginosa,  ni tampoco de serín-β-lactamasas con actividad 

carbapenemasa como KPC ó GES (excepto en dos cepas se encontró probable 

GES-11, GES-19/GES-20)  (Martínez, 2011; Valerio, 2012; Ayala, 2013). Las 

enzimas de tipo GES han sido encontradas en diversos géneros bacterianos, entre 

los más comunes están K. pneumoniae, E. coli, A. baumannii y P. aeruginosa, 

generalmente son acarreadas por integrones aunque también se ha visto que 

pueden estar presentes en el cromosoma; se encuentran registradas 26 variantes 

de este gen, que típicamente son β-lactamasas de espectro extendido que 

hidrolizan cefalosporinas y aztreonam,  sin embargo algunas variantes presentan 

una actividad carbapenemasa (GES- 2, 4, 5, 6, 11, 12, 20)(Poirel et al., 2001; Lee 

y Jeong, 2005; Barrios et al., 2012, Garza-Ramos et al., 2014) y se han reportado 

en varios países de Europa, Asia, América y África (Bogaerts et al., 2010). 

 

El 70% de las 27 cepas estudiadas se detectó la oxacilinasa OXA-2 (Ayala, 2013) 

que hidroliza cefalosporinas de 3ª. y 4ª generación y ha sido identificada a menudo 

en A. baumannii, P.aeruginosa, S. typhimurium, M. morganii, K. pneumoniae, E. 

coli y Bordetella bronchiseptica, en los países de Serbia, Francia, Uruguay, 

Argentina asociadas muy frecuentemente a integrones clase 1 (Poirel et al., 2010)  
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Las enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMAs) específicamente 

acetilasas se detectaron en más del 40% de las 27 de las cepas de estudio (Ayala, 

2013), estas enzimas modifican principalmente gentamicina, amikacina, 

tobramicina, netilmicina y de acuerdo a lo reportado en la bibliografía la presencia 

de EMAs se ha asociado con las estructura de diversos integrones clase 1, clase 2 

y recientemente en clase 3 en diferentes géneros bacterianos (Shaw et al., 1993; 

Mazel, 2006). 

 

Debido a que el fenotipo de resistencia, no estaba completamente explicado en 

algunas de las cepas, en este trabajo se procedió a hacer la determinación de 

otros genes de resistencia de tipo  tem, shv, ctx, per, bel y variantes de los genes 

vim, imp,  y ndm que pudieran estar actuando simultáneamente con los genes de 

resistencia  que ya se habían determinado en estudios previos realizados por 

Martínez, 2011; Valerio, 2012 y  Ayala, 2013; obteniéndose como resultado que 

las cepas no son portadoras de las variantes de β-lactamasas buscadas en este 

estudio.  

 

Diversos estudios sugieren que la resistencia a antibióticos carbapenémicos 

pudiera estar atribuida a diversos mecanismos, y debido a que no se había 

logrado amplificar algún gen que pudiera estar confiriéndoles la resistencia a -

lactámicos sobre todo a carbapenémicos, se decidió estudiar los integrones clase 

1, ya que como se sabe son estructuras que capturan y acarrean diversos genes 

de resistencia (Carattoli et al., 2001). 

De las 27 cepas estudiadas el  93% presentó intI1, 89% qacEΔ1, 89% sul1. Las 

cepas Ps14 y Ps17 no presentaron los genes característicos de integrones clase 1 

y tampoco el gen intI2  por lo tanto se sugiere buscar otro tipo de integrasa que 

pudiera estar presente. La cepa Ps78 únicamente porta intI1 pero carece de los 

genes característicos del extremo (3’-CS) de los integrones comunes, cabe 

mencionar que estas estructuras carentes del extremo (3’-CS) han sido reportadas 

como parte de transposones  en cepas de E. coli,  K. oxytoca, E. cloacae, C. 
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youngae, P. aeruginosa y A. baumannii (Ploy et al., 2000; Sáenz et al., 2010; Tato 

et al.,  2010). 

Todos los aislados restantes (24) amplificaron tanto para el extremo (5’-CS) como 

el (3’-CS), sin embargo para tener un panorama más amplio de la variedad de 

integrones que pudieran portar la cepas sería conveniente estudiar los diferentes 

genes intI2, intI3, sul2, sul3 y qacH;  que conforman otra clase de integrones ó que 

pudieran dar indicios de que forman parte de transposones.  

Para conocer la estructura de la región variable de los integrones se seleccionaron 

cepas representativas del grupo, con base al fenotipo y genotipo de resistencia 

que se había determinado en estudios previos (Martínez, 2011; Valerio, 2012; 

Ayala, 2013). 

De las cepas que no portaban genes de resistencia a carbapenémicos buscados, 

las cepas Ps09 y Ps39 seleccionadas se encontro que están relacionadas 

genéticamente y fueron obtenidas de cultivos de secreciones bronquiales, en 

diferente periodo de tiempo (2007 y 2009); portan el mismo integrón en cuya 

estructura no se encontró presente el gen ges-1;, la cepa Ps09 porta tres genes de 

EMAS (aac-(6’)-Ib, aac-(3’)-IIa y aadA6) y presentó menor CMI para el antibiótico 

gentamicina (GN) (256µg/mL) a comparación de la cepa Ps39 (512 µg/mL); no 

obstante la cepa Ps39 presentó diferentes mutaciones en los reguladores de 

bombas de expulsión mexT (Glu154Gln, Phe173Ile) y mexZ (Asp50Glu). 

Generalmente los cambios en mexT se asocian a resistencia a aminoglucósidos y 

fluoroquinolonas (Llanes et al., 2011) pero en este caso no se ve reflejado en la 

CMI de ciprofloxacina (16 µg/mL) ya que en ambas cepas fué igual. Para explicar 

el fenotipo de resistencia de estas cepas hacia meropenem (32µg/mL), debido a 

que no portan carbapenemasas, en la cepa Ps09 se puede atribuir a las 

inserciones que presentó el gen de la porina OprD, pero se sugiere llevar acabo el 

análisis completo del gen, ya que se cuenta con las secuencias parciales, para 

confirmar si esta involucrado en la sensibilidad disminuida al carbapenémico, en 

las dos cepas como se ha reportado en diversos estudios (Eren et al., 2012; Fang 

et al., 2014). 
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La cepa Ps22 no tiene relación genética con las cepas estudiadas, fue aislada en 

un año diferente a las demás (2008) y obtenida de un urocultivo; esta cepa porta 

dos integrones diferentes, uno acarreando el gen ges-1 y una proteína hipotética y 

el otro conteniendo el gen de adenilasa aadA6 seguida de orfD. Curiosamente 

presenta un genotipo y fenotipo similar al de la cepa Ps09, sin embargo al igual 

que la cepa Ps39 tiene una CMI para gentamicina de (512 µg/mL), pero presentó 

un incremento para el antibióticos ciprofloxacina (32 µg/mL) los que pudiera ser 

explicado por las mutaciones que presenta en el los reguladores mexT (remoción 

77-80, Phe172Ile) y mexZ (Gly89Ser, remoción 98-106). Ps22 y Ps09 presentaron 

los mismos cambios aminoacídicos en la secuencia parcial de la porina OprD 

dando como resultado el mismo  fenotipo para meropenem (32 µg/mL) sin 

embargo en este caso también se sugiere estudiar la secuencia completa del gen 

de la porina OprD. 

La cepa Ps84 presentó un patrón de bandas en PFGE diferente a las demás 

cepas no portadoras de carbapenemasas, fue aislada en 2009 de una secreción 

bronquial; no se pudo determinar la estructura completa de su integron debido a 

que no se logó unir el gen de integrasa intI1 al gen casete aacA4 por lo que tal vez 

la estructura no es común y pudiera tener cambios en el arreglo de los genes, 

como los reportados por (Bonnin, 2013) en donde los genes se encuentran en 

sentido inverso 3’-5’ o formando parte de transposones más complejos, por lo que 

se propone estudiar este tipo de elementos. Es resistente a colistina y presentó 

elevadas CMI para los antibióticos CAZ (512 µg/mL), FEP (256 µg/mL) a 

diferencia de las que presentaron las cepas Ps09, Ps22 y Ps39 (CAZ: 256 µg/mL y 

FEP: 64 µg/mL) atribuible posiblemente a las enzimas OXA o a algún otro gen que 

pudiera estar presente en la secuencia faltante del integrón. Únicamente se 

detectaron tres reguladores de bombas de expulsión de los cuales mexZ tuvo dos 

mutaciones (Leu105Arg, Asn153Ser) lo que explicaría probablemente la 

resistencia a quinolonas y aminogucósidos  asociado  a la presencia de las EMA.  

Es altamente resistente a MEM (512 µg/mL) probablemente debido a las seis 

mutaciones que presentó en la porina OprD (Lys103Thr, Leu127Val, Gln185Glu, 
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Gly186Pro, Thr189Val, Gln202Glu), por lo que sería interesante secuenciar todo el 

gen para analizar su estructura. (Li, et al., 2012; Ochs et al., 2000). 

En cuanto a las cepas portadoras de carbapenemasas Ps52 y Ps36 es de suma 

importancia mencionar que fueron aisladas el mismo año (2009), del mismo 

servicio hospitalario, diferente paciente y distinto origen de muestra; y presentaban 

semejante fenotipo de resistencia excepto para imipenem; mediante la 

genotipificación por MLST se observó que comparten idéntico número de 

secuencia tipo ST309, lo que las hace estar relacionadas genéticamente, este 

número de secuencia tipo ha sido reportado por Koutsogiannou et al., 2013 en 

Grecia provenientes de cepas hospitalarias que eran portadoras de genes vim-1 y 

vim-2, lo que evidencia que siendo la misma clona pueden presentar distintos 

genes de resistencia. 

Se sabía en un inicio que las cepas Ps52 y Ps36 portaban probablemente la 

carpamenemasa GES-11 acarreada en un integron similar, con extremos 

conservados, sin embargo al analizar las secuencias que se obtuvieron de las 

diferentes PCR durante el “primer walking” se observó en el cromatograma que en 

el nucleótido (493) que corresponde al gen ges se aprecian dos picos solapados 

(A/G), lo que pudiera indicar que son dos variantes diferentes del gen que podrían 

corresponder a GES-19 y/o GES-20 y no a GES-11. Al realizar la amplificación de 

la región variable se presume que efectivamente se pudiera tratar de dos copias 

del gen ges en tándem como lo reportado por (Viedma et al., 2009; Barrios et al., 

2012; Garza-Ramos et al., 2014). 

Hasta 2012 habían reportados en la bases de datos “Integrall” dos integrones 

portadores de ges en tándem con estructura similar, el primero al que se le asignó 

el nombre In647 (aac-(6’)-33, ges-1/ges-5, aacA4, oxa-2, qacH, aadA1) 

encontrado en el cromosoma de  P. aeruginosa ST235  aislada de un hospital 

español  (Viedma et al., 2009) y el otro nombrado In724 (aac-(6’)-33, ges-19/ges-

20, aacA4, oxa-2, qacH, aadA1) transportado por un plásmido conjugativo de 

40Kb encontrado en K.pneumoniae y E.coli  aisladas de hospitales mexicanos en 

el periodo 2005-2009, (Barrios et al., 2012), Si el integron encontrado en este 
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trabajo estuviera conformado por ges-19/ges-20, aun así muestra diferencias con 

los otros integrones porque In724 porta el gen qacH entre los genes oxa-2 y 

aadA1.  En un estudio reciente publicado por Garza-Ramos et al., 2014, realizado 

en cinco hospitales mexicanos se describen cepas de P. aeruginosa portando 

integrones con esta peculiar duplicación en tándem GES-19/GES-20 y hacen 

mención de dos nuevos integrones encontrados, In768 (aacA42, ges-19/ges-20, 

aacA4, oxa-2, addA1) y el otro In783 (aacA42, ges-19/ges20, aadA1), que se 

diferencian del encontrado en este trabajo por contener aacA42.  

Para poder determinar la variante del gen ges que conforma el integron y la 

posible duplicación, se siguió la metodología empleada por Barrios y 

colaboradores, sin embargo no se obtuvieron resultados que nos permitieran 

confirmarlo, debido a que no se visualizó claramente el perfil de restricción, por lo 

que es importante continuar con el estudio para poder corroborar la variante del 

gen ges y obtener la estructura del integrón completa ya que este arreglo de 

genes casete es nuevo no ha sido reportado y sería importante ingresarla a la 

base de datos “Integrall” y al GenBank. 

Los resultados del ensayo de conjugación que se realizó en este trabajo para la 

cepa Ps52 y por Ayala, 2013 para la cepa Ps36, evidencian que al no haber 

obtenido transconjugantes, posiblemente el integrón no se encuentre en un 

plásmido conjugativo, por lo que se sugiere extraer el plásmido para verificar su 

localización. 

Como se ha mencionado la resistencia a diferentes antibióticos y en especial a 

carbapenémicos no puede ser atribuida únicamente a la presencia de enzimas β-

lactamasas, sino también a otros mecanismos presentes en  P. aeruginosa como 

la sobreexpresión de bombas de eflujo debido a mutaciones en los genes 

reguladores de sus operones. La sobreexpresión de MexAB-OprM (mexR) se sabe 

que afectan la eficacia de meropenem pero no la de imipenem, MexCD-OprJ 

(nfxB) y MexXY-OprM (mexZ) también pueden estar involucradas en la reducción 

de la susceptibilidad a meropenem (Rodríguez-Martínez et al., 2009; Bambeke, et 

al., 2013).  
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El estudio de las mutaciones en los reguladores de bombas de eflujo de las dos 

cepas portadoras de carbapemenasa tipo GES, se realizó para explicar la 

diferencia en la CMI a Meropenem entre las cepas Ps52 (512µg/mL) y Ps36 

(256µg/mL), porque el fenotipo para los antibióticos CAZ, FEP, CIP, AN y GN 

resultó igual para ambas; encontrando que la cepa Ps52 tiene solo dos de los 

cuatro reguladores buscados, mexR  en el cual se encontró el cambio de 

Val126Glu, que ha sido frecuentemente reportado pero no tiene repercusión 

significativa en la función de la bomba (Henrichfreise et al., 2007) mientras que 

nfxB fue silvestre, estos resultados corresponden también a los de cepas Ps36 

pero también a los de las cepas Ps09, Ps22, Ps39 y Ps84 reportados por Ayala, 

2013; sin embargo la cepa Ps36 también presentó cambios en los reguladores 

mexT y mexZ generalmente asociados con la resistencia a fluoroquinolonas, 

aminoglucósidos, pero no a carbapenémicos (Llanes et al., 2011) .  

 

Otro mecanismo de resistencia que presenta P.aeruginosa hacia los 

carbapenémicos es a través de inserciones, deleciones ó por la pérdida de la 

porina OprD. OprD es una porina de membrana externa, sustrato específica,  que 

permite la difusión de aminoácidos básicos, pequeños péptidos e imipenem en la 

célula (Hancock y Brinkman, 2002). Es una proteína de  443 aminoácidos  

compuesta de 8 loops de los cuales se ha propuesto que L2 y L3 están implicados 

en la unión específica a imipenem, mientras que  el acortamiento por deleción de 

únicamente dos aminoácidos del L7 (llamado Loop 7-corto) produce la apertura 

del canal permitiendo la entrada de meropenem (Epp et al., 2001) y también se ha 

reportado que la supresión de L5, L7, L8 produce el aumento de la susceptibilidad 

a β-lactámicos, quinolonas, cloranfenicol y tetraciclina, indicando que estos loops 

probablemente aumentan la acumulación intracelular de algunos antibióticos (Li et 

al., 2012).  

Para la cepa Ps52 es importante señalar que no se logró amplificar por completo 

el gen de la porina oprD debido a que no se obtuvo producto de PCR con los 

iniciadores delanteros externos, por lo que se puede sospechar que tiene cambios 

sustanciales al inicio del gen o en estructuras adyacentes, posiblemente debido a 
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esto, la cepa mostró mayor CMI para el antibiótico meropenem (512 µg/mL) en 

comparación al punto de corte de la cepa Ps36 (256 µg/mL), además de que 

presentó nueve mutaciones más; siete de ellas afectando el loop 6. En el modelaje 

de las proteínas se apreció que la amplitud del canal superior e interior no son 

diferentes con respecto a la cepa control PAO1, pero al analizar las interacciones 

de los dominios en el interior del poro se observó que los dominios de la cepa 

Ps52 se pliegan más que los de las otras cepas, siendo que se puede ver afectada 

la interacción con el antibiótico meropenem impidiendo que entre y hagan su 

efecto. Para corroborar que la susceptibilidad a imipenem se ve afectada, se 

sugiere realizar la CMI para este antibiótico así como efectuar ensayos (in silico) 

de modelaje de las proteínas y doking molecular para analizar si todos los cambios 

presentes en los diferentes loops afectan la entrada a la célula de antibióticos 

carbapenémicos y de otras familias (Epp et al., 2001; Eren et al., 2012, Eren et al., 

2013) 

 

En cuanto a las dos cepas estudiadas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla: 

E06 y E52 se decidió incluirlas en el estudio debido a que portaban el gen imp-18 

que codifica para una metalo-β-lactamasa, siendo este el primer reporte de esta 

enzima localizada en cepas aisladas de ese hospital y en el estado de Puebla. 

Estas cepas de fueron aisladas del mismo paciente, mismo origen de muestra, 

pero en diferente periodo de tiempo (2013 y 2014 respectivamente); durante la 

estancia en la Universidad de la Rioja se logó obtener la secuencia tipo de las 

cepas así de como la estructura de los integrones que portan. 

Si bien estas cepas fueron aisladas del mismo paciente no tienen relación 

genética; la cepa E06 (resistente a colistina) pertenece a la secuencia tipo ST308 

reportada en los países de Francia, China y Colombia, portando genes kpc-2, imp-

13, imp-45 (Cuzon et al., 2011; Milan et al., 2013; Wang et al., 2014) y la cepa E52 

fué ST385 reportada en muestras de origen ambiental, animal y de pacientes con 

fibrosis quística en Australia (Kidd et al., 2012) resultados que nos indican que ha 

habido una gran diseminación de clonas a nivel mundial y que además han 

logrado adquirir diversos genes de resistencia. El integrón de la cepa E06 se tiene 
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parcialmente secuenciado, está conformado por los extremos conservados y la 

región variable consta de dos genes que codifican para EMAs y un gen de oxa-2 , 

pese a que no se ha determinado la región entre aacA6 y aadA1  

presumiblemente en este segmento pudiera estar presente el gen imp-18. El 

integrón de la cepa E52 está completamente secuenciado y presenta los extremos 

conservados, pero una región variable diferente al de la cepa E06, está constituido 

por los genes imp-18, aacA1 y oxa-2. Ambas estructuras, aún cuando una no está 

totalmente secuenciada, hasta lo que se tiene se puede decir que no han sido 

reportadas, siendo una aportación importante y se espera que al terminarlas, se 

ingresen a la base de datos del Genbank, puesto que sólo existen seis integrones 

de P. aeruginosa (In133, In706, In707, In98, In96, In169) con esta metalo-β-

lactamasa que han sido reportados en Estados Unidos, Puerto Rico y México 

(Borgianni et al., 2011; Hanson et al., 2006; Martínez et al., 2012; Sánchez-

Martinez et al., 2010). Para tener un estudio global de los mecanismos de 

resistencia que presentan estas dos cepas, se sugiere continuar con el estudio de 

mutaciones en los reguladores de bombas de expulsión, de la porina OprD, asi 

como otros mecanismos y para corroborar que tanto influyen en el perfil de 

resistencia de las cepas  realizar la CMI probando diferentes tipos de antibióticos. 

En resumen P. aeruginosa es un microorganismo que posee una gran diversidad 

de mecanismos de resistencia a los antibióticos que pueden actuar 

simultáneamente proporcionándole ventajas que le permiten adaptarse al 

ambiente hospitalario. Aunado a esto la transferencia horizontal de material 

genético es de suma importancia debido a que contribuye a la fácil diseminación 

de genes de resistencia entre diferentes géneros bacterianos, por lo que es de 

enorme relevancia llevar a cabo estudios de epidemiología molecular en aislados 

bacterianos en los diferentes hospitales para conocer a qué tipo de 

microorganismos multirresistentes nos estamos enfrentando. Igualmente la 

información generada contribuye a conocer los mecanismos de resistencia que 

van variando a lo largo del tiempo según la presión selectiva a la que se 

encuentren sometidas las cepas en el ambiente hospitalario aun teniendo el 

mismo número de secuencia tipo (ST). 
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9. CONCLUSIONES 

 

 Las 27 cepas estudiadas no portan genes de BLEE tipo ctx-m, shv, tem, per 

y bel ni genes de metalo-β-lactamasas tipo imp, vim y ndm, pero el 93% 

portan el gen intI1, el 89% qacEΔ1 y sul1.  

 

 Las cepas Ps09 y Ps39 están relacionadas genéticamente y portan el 

mismo integron, difieren en las mutaciones que presentaron en los 

reguladores de bombas de expulsión y de la porina OprD; que se ve 

reflejado en el fenotipo CMI para ambos aislados. 

 

 La cepa Ps22 no guarda relación genética con las otras cepas y es 

portadora de dos integrones diferentes, tiene diversas mutaciones en los 

reguladores de bombas de expulsión y los mismos cambios en la porina 

OprD que la cepa Ps09. 

 

 De la cepa Ps84 no se logró obtener la región variable cercana al extremo 

5´-CS en estructura del integrón y presentó alta CMI para meropenem, así 

como mutaciones en tres reguladores de bombas de expulsión y en la 

porina OprD.  

 

 Las cepas Ps52 y Ps36 fueron ST309 y portan el mismo integrón con 

carbapenemasa tipo GES en tándem, que no ha sido reportado y difieren 

en la CMI para meropenem. La cepa Ps52 presentó dos reguladores de 

bombas de expulsión y más cambios aminoacídicos en la porina OprD que 

la cepa Ps36 y ésta posee cuatro reguladores de bombas. 

 

 No se lograron obtener transconjugantes de las cepas Ps52 y Ps36. 

 

 Las cepas E06 y E52 tienen diferente secuencia tipo, ambas portan el gen 

imp-18 en integrones con estructuras diferentes que no han sido 

reportadas. 
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10. PERSPERCTIVAS 

 

 Continuar con el estudio de los integrones de las cepas restantes y 

determinar la relación genética que guardan por medio de PFGE y MLST. 

 

 Determinar si los integrones estudiados se encuentran en plásmidos o en 

cromosoma.  

 

 Diseñar una metodología para determinar los alelos de gen ges presentes 

en tándem en el integrón de las cepas Ps52 y Ps36. 

 

 Continuar con el análisis de los genes reguladores de bombas de expulsión 

y de la porina OprD para ver si presentan mutaciones que afecten la 

sensibilidad a los antibióticos, específicamente a carbapenémicos y hacer 

doking molecular para ver la interacción de la porina con los antibióticos 

imipenem y meropenem para explicar la resistencia de estas cepas. 

 

 Determinar la CMI  para imipenem de todos los aislados. 

 

 Realizar la búsqueda de mutaciones en la cefalosporinasa AmpC que 

puede estar involucrada con la resistencia a carbapenémicos. 

 

 Completar la secuencia del integrón de la cepa E06 y continuar con el 

estudio de los diferentes mecanismos de resistencia. 

 

 Realizar el estudio general de los diferentes mecanismos resistencia en la 

cepa E52 
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ANEXOS 

Anexo 1. Antecedentes de las 27 cepas de P. aeruginosa del Centro 
Médico Nacional “20 de Noviembre” de la Cd. de México. 

Cepa Perfil de Resistencia 

Genes de Resistencia 

Oxas β-lactámicos Aminoglucósidos Bombas 
Porina 

OprD 

Ps 09 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Silvestre 
mexZ: Gly89Ser remoción 98-106 

Inserción  
167-169    

Ala, Ala,Asn 

Ps 13 
TIC, CB, CF, CTX,MEM,GM, AN, NET, CIP, OFX, NOR, 

C, SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 14 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-50 (-) aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z, oprD 

Ps 17 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-50 (-) aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z, oprD 

Ps 22 
PIP,TIC,CB,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Remoción 77-80 
Phe172lle 

mexZ: Gly89Ser remoción 98-106 

Inserción 
167-169  

Ala, Ala,Asn 

Ps 25 
TIC, CB, TIM, CF, , CTX, CRO, IMP, MEM, AN, NET, 

CIP, OFX, C, SXT 
oxa-50 (-) (-) mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z, oprD 

Ps 24 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib mex-R, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 27 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa mex-R, mex-Z oprD 

Ps 33 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z, oprD 

Ps 35 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z, oprD 

**Ps 36 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,MEM, ATM, 

GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-11 aac-3-IIa,  aac-6-Ib 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT: Remoción 77-80 
Glu154Gln Inserción 165 Arg 

Phe173lle 
mexZ: Asp73 Glu Leu138Arg 

Silvestre 

Ps 39 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 (-) 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexT:  Glu154Gln Phe173lle 
mexZ: Asp50Glu 

Silvestre 

Ps 47 CB, CF, CTX, CRO, IMP, MEM, AN, NET, OFX, C, SXT oxa-50 (-) (-) mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 48 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z (-) 

Ps 49 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 52 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-11 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 62 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 (-) mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 65 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM/I, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 74 PIP,TIC,CB,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO, GM,NET,C,SXT oxa-2, oxa-50 (-) aac-6-Ib mex-R, mex -T oprD 

Ps 78 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 (-) aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-Z oprD 

Ps 81 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT,CL 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 82 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP*,IMP,MEM, 

ATM*, C,SXT 
oxa-50 (-) (-) mex-R, nfxB, mex-Z oprD 

Ps 84 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT,CL 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib 

mexR: Val126Glu 
nfxB: silvestre 

mexZ:  Leu105Arg , Asn153Ser 

Lys103Thr 
Leu127Val 
Gln185Glu 
Gly186Pro 
Thr189Val 
Gln202Glu 

Ps 87 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Ps 89 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT,CL 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa,  aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-T oprD 

Ps 91 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT,CL 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-6-Ib mex-R, nfxB, mex-Z oprD 

Ps 94 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO, ATM, 

GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C,SXT 
oxa-2, oxa-50 (-) aac-3-IIa,  aac-6-Ib mex-R, nfxB,mex-Z oprD 

Ps 95 
PIP,TIC,CB,TZP,TIM,CF,CAZ,CTX,CRO,FEP,IMP,MEM, 

ATM*, GM,AN,NET,CIP,OFX,NOR,C*,SXT 
oxa-2, oxa-50 ges-1 aac-3-IIa mex-R, nfxB, mex-T, mex-Z oprD 

Se señalan con rojo las cepas a las que se les confirmó pureza.  ** Ayala, 2013 determinó un integrón en esta cepa. *Sensibilidad intermedia. El símbolo (-) indica que no porta el gen. Los reguladores de bombas 

de expulsión y porina OprD que no tienen análisis, no han sido secuenciados (Martinez, 2011; Valerio, 2012; Ayala, 2013). Se  resaltan con color gris las cepas que se seleccionaron en este trabajo para el 

estudio de sus integrones. 
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Anexo 2. Estructura del integrón de la cepa Ps36 descrito por Ayala, 2013 

 

 

  
Las flechas pequeñas indican el primer utilizado para secuenciar. Tamaño aproximado de los 

genes casete: 2360pb. 1. intI1-R  ,  2. ges-R,   3. ges-F,  4. aac-(6’)-Ib-R, 5. FRC-ges,  6.FRC-intI1, 

7. RRC-aac, 8. FRC-sul1, 9.oxa2-R, 10. FRC-aadA1, 11. sul1-F,  12. sul1-R. 

 

 

Anexo 3. Secuencia parcial de la región variable del integrón de la cepa Ps09 

GGGCTGTTCGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAA

TCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCGAAAGGGCCCGGTACA

ACGTTCAGACCGGAGGAAGTTTTTCCGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAA

GCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAAGA

TACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGT

TAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTG

TATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACG

CCGATCCTTCGACAAGTAATGGCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGC

ATTTCTCAGGAAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATG

ATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTGCAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAG

GATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTCCGTATTCTTCGCACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGATGATCT

TTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAATCCTTCGCTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAAC

TCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCAGCGCCGGTTACTTCAACGTTAAGAGGCTACTCACGCACATCGAGGC

CAGCAACCATGAAATCAAACGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACAC

TGCGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCGTCGAGTGGTG

GGGCGGAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAG

TCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGGAA

GCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGTCACTGGCGAATGCATC

ACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTTGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTC

ACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAAAGCGGGGTTTGAGA

GGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGAT 

FALTAN 63 BASES PARA COMPLETAR EL GEN aacA4 

FALTAN 331 BASES PATRA COMPLETAR EL GEN aadA6 

AGTGGCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTTCGAGCCCGCCACAACCGATGTTGATCTGGCTATTCTGCT

AACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTTGCATTGGCAGGTTCGGCCGCAGAGGATTTCTTTAACCCAGTTCCGGAA

GGCGATCTATTCAAGGCATTGAGCGACACTCTGAAACTATGGAATTCGCAGCCGGATTGGGAAGGCGATGAGC

GGAATGTAGTGCTTACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCGCAGCAACCGGCAAGATCGCACCGAAGGATATCGT

TGCCAACTGGGCAATGGAGCGTCTGCCAGATCAACATAAGCCCGTACTGCTTGAAGCCCGGCAGGCTTATCTT

GGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCGGATCAGTTGGCGGCGTTCGTTCACTTCGTGAAACATGAAG

CCACTAAATTGCTTAGTGCCATGCCAGTGATGTCTAACAATTCATTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGC

TTAATTCAGGCGTTAGTACCACTGAAACCCTCCTTTATTTCGCCCATGTTTATTCAAACGGCATTCAGTTTCT

CAAACGCTGTGCAGCGCTGGGTTTGCCGTTTCTCTTGGCTTCCCAGCGGCAAGGAGATGTGGTGTGTGGTCTT

TTTGGCCTCTGGCCCTTGCGTAGCAAGCGCGAGCAGCTATTCTTTTAGTAGTGTCGTGCCGCCTCGCAGGCAC
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ACTGCCTTTTCGCAGCAGCGCCCGTCGCCAAGTTACGGTTATCCGTTTTGGCTTCTGGCTTTATCACCCGGTC

AAGCCGACCGCGCATTACTGCGATCGGTTAA 

 

Tamaño de la región variable: ≈2500pb 

Fragmentos secuenciados: 

attI: 56pb 

oxa-2:  828pb 

Region intergénica: 70pb 

attc aacA4: 66pb 

aacA4:(456pb) + 63pb que faltan = 519pb 

aadA6:(515pb) + 331pb que faltan = 846pb 

Region intergénica: 17pb 

orfD:303pb 

 

 

Anexo 4. Secuencia parcial de la región variable del integrón de la cepa Ps39 

GCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTG

GACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTG

ACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTA

TGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGT

TACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCG

ATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACTGGA

GGAAGTTTTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCAT

GTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAAGATACCTCATACACTT

TTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTG

CAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGC

AAAGGAAATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCC 

FALTAN 376pb PARA COMPLETAR EL GEN oxa-2 

FALTAN 441pb PARA COMPLETAR EL GEN aadA6 

ACAACCGATGTTGATCTGGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTTGCATTGGCAGGTTCGGCCG

CAGAGGATTTCTTTAACCCAGTTCCGGAAGGCGATCTATTCAAGGCATTGAGCGACACTCTGAAACTATGGAA

TTCGCAGCCGGATTGGGAAGGCGATGAGCGGAATGTAGTGCTTACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCGCAGCA

ACCGGCAAGATCGCACCGAAGGATATCGTTGCCAACTGGGCAATGGAGCGTCTGCCAGATCAACATAAGCCCG

TACTGCTTGAAGCCCGGCAGGCTTATCTTGGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCGGATCAGTTGGC

GGCGTTCGTTCACTTCGTGAAACATGAAGCCACTAAATTGCTTAGTGCCATGCCAGTGATGTCTAACAATTCA

TTTGGCCTGCAGGCAGCAAGGGGCGGGGCATAATTCTGGCGTTAGCACCATTGAAACCATCCGTTATTTCGCC

CAACATTTTTCAAACGGCATTCAGTTTCTCAAAGCTCCGGCAGCGTGGGGTACACAGTTTCTTCAGGATTCCC

CGGGTGGAGTTACGGCGGTCACCAGGGCCATGACATCTGTCCGGAGTGTAGCAAGCGCGAGCGCAGCCCTGTG

TAGTGGTTCTGCAGCCCGGAAGTGGCACAGCTCCTCACAGCAGTTAGTCGAGTCACCAAGTTACCCTTATTCG

TTTCCTTTCGGCTCTAACATTTCGTCAAGCTCGACCCTCATTCTGCGGTCGGCACAACTCGCCCGTGAG 

Tamaño de la región variable: ≈2500pb 

Fragmentos secuenciados: 

IntI1: 234pb  

Promotores Pc 

attI: 87pb 

oxa-2 cassette" 

oxa-2 59-be; IntI-type integrase recombination 

oxa-2: 452pb faltan 376pb= 828pb  

aadA6: 405pb faltan 441pb= 846pb 

Región intergénica:  96pb 

orfD: 298pb 
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Anexo 5. Secuencia completa de la región variable del integrón de la cepa 

Ps22 (Ps22-1) 

 

GGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGACATCATGAGTAACGCAGTACC

CGCCGAGATTTCGGTACAGCTATCACTGGCTCTCAACGCCATCGAGCGTCATCTGGAATCAACGTTGCTGGCC

GTGCATTTGTACGGCTCTGCACTGGACGGTGGCCTGAAGCCATACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACTGTGG

CTGCACGGCTCGATGAGACTGTCCGACAAGCCCTGGTCGTAGATCTCTTGGAAATTTCTGCCTCCCCTGGCCA

AAGTGAAGCTCTCCGCGCCTTGGAAGTTACCATCGTCGTGCATGGTGATGTTGTCCCTTGGCGTTATCCGGCC

AGACGGGAACTGCAATTCGGGGAGTGGCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTTCGAGCCCGCCACAACCG

ATGTTGATCTGGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTTGCATTGGCAGGTTCGGCCGCAGAGGA

TTTCTTTAACCCAGTTCCGGAAGGCGATCTATTCAAGGCATTGAGCGACACTCTGAAACTATGGAATTCGCAG

CCGGATTGGGAAGGCGATGAGCGGAATGTAGTGCTTACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCGCAGCAACCGGCA

AGATCGCACCGAAGGATATCGTTGCCAACTGGGCAATGGAGCGTCTGCCAGATCAACATAAGCCCGTACTGCT

TGAAGCCCGGCAGGCTTATCTTGGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCGGATCAGTTGGCGGCGTTC

GTTCACTTCGTGAAACATGAAGCCACTAAATTGCTTAGTGCCATGCCAGTGATGTCTAACAATTCATTCAAGC

CGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAATTCAGGCGTTAGTACCACTGAAACCCTCCTTTATTTCGCCCATGTTT

ATTCAAACGGCATTCAGTTTCTCAAACGCTGTGCAGCGCTGGGTTTGCCGTTTCTCTGGGCTTCGCCTGGTGG

CGTTACGCTGGTTTGTGGTCTTTTTGGCCTCTGGCCCTTGTGTAGCAAGCGCGAGCAGCTATTTTTTTCGTAG

TGCTGTGCCGCCTCGGTGGCACCGTGCCTTTTCGCAGTTAGCGCCCGTCGCCAAGTTACGGTTATCCGTTTTG

GCTTCTGGCTCTAACATTTCGGTCAAGCCGACCCGCATTCTGCGGTCGGCTTAACTCGCCCG 

Tamaño de la región variable: ≈1500pb 

Fragmentos secuenciados: 

attI: 56pb 

aadA6: 846pb 

Región intergénica: 41pb 

orfD: 278pb 

Región intergénica: 9pb 
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Anexo 6. Secuencia parcial de la región variable del integrón de la cepa Ps22 

(Ps22-2) 

 

TTACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGG

GTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATACGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAA

TGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGG

CGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTA

CGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAG

TTAGACGGGCGTACAAAGATAATTTCCATCTCAAGGGATCACCATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCA

GGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAAAAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAA

AAGCAGCTCAGATCGGTGTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCG

TTTTGCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCAGGCACCGAG

CGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCTCCTGCCACGGAGCGGTTTCTAG

CATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCTGCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCT

CTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCTGCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGG

CTAGACCGGAAAGAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCTA

TGGCACGTACTGTGGGTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCACACCATTGAGAGGTG

GCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGGGGGTTTTCCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAA

ACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGACAT 

FALTAN 142pb PARA COMPLETAR EL GEN ges-1 

TGCCTCTGTTCGGTCAAGTTATAGCGTGCTCGGTGTCCAATTCTGATACCGACCCCTGGCACTCCAGACTCAT

AGAGGCCATTTCCATCTATTGGAATGAGGGTCGTTTTGGGAGCTGTAAAACCGAATTGTCCGGGTTTTCCGTC

ACTTCCGCACCACGCCCAGCCACCTAGAGTTTCTCCTGAGCCGACTTGCACGGTCATTGTTCCCATCGATTTA

CCGATCGGTGCGTGCTTCAAGGTGAAAACGGATTGGAGGCTCTGTATCGGCAGGGGGGTCTTGGTAGGTAGTT

CAGGCTTGCCGCAATAGGCCACCGAGGAGAGCGACCAAAGGCATCCAGCGGTCGATATACCAATGCAGAAGA 

 

 

Tamaño de la región variable: ≈1500pb 

Fragmentos secuenciados: 

IntI1:362pb 

(112..117): "gene cassette P1 promoter" 

(135..140):"gene cassette P1 promoter" 

(231..236): "gene cassette P2 promoter" 

(251..256):"gene cassette P2 promoter" 

attI:62pb 

Región intergénica: 46pb 

ges-1: 722pb + 142pb faltan = 846pb 

Prot. Hipotética: 357pb 
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Anexo 7. Secuencia parcial de la región variable del integrón de la cepa Ps84 

 
 
FALTAN 469pb PARA COMPLETAR EL GEN aacA4 

GAGGGGGACGTCCAAGGGCTGGCGCCCTTGGCCGCCCCTCATGTCAAACGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAAT

GGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACG

CTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAAC

GCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATT

CAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGAC

GGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTT

GGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAA 

FALTAN 399pb PARA COMPLETAR EL GEN oxa-2 

FALTAN 79pb PARA COMPLETAR EL GEN qacEΔ1 

TTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCCCC

TTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTC

GGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGC

AAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCTCATAATTGCTGCC 

 

Fragmentos secuenciados: 

aacA4 59-base element: 50pb + 469pb faltan = 519pb 

sitio core:21pb 

oxa-2:429pb + 399pb faltan = 828pb 

qacEΔ1:269pb + 79pb faltan = 348pb 
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Anexo 8. Secuencia parcial del integrón de cepa Ps52 

CCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTG

GACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTG

ACCGAACGCAGCGGTGGAAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTA

TGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGT

TACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGCTGACGCGCTTCGCGCGGAAGACTTTATGGCTACTCG

GAGACTTTGAATGGCGTATGAGTTCTGCGAAATAGGTGAATCAAACGAATATATTATTCTGGCGGCTAGAATC

TTAACGAAATCATTCCTAGATATCGGTAATAATTCCTGGCCTGACATGAAAAGTGCTACTAAAGAAGTTGAAG

AATGCATTGAGAAGCCAAACATATGTCTTGGAATACATGAAAATGAAAAATTGCTTGGATGGATTGGCCTTAG

GCCCATGTACAAATTAACATGGGAATTACATCCCTTGGTAATAAGTACTCAATATCAGAATAAAGGTATTGGA

AGACTTTTAATAAATGAATTAGAAAAAAAAGCAAAGCAAATTGGAATAATTGGAATAGTATTGGGAACTGACG

ATGAATACTTTAAAACTTCATTATCAGCTGTTGATCTTTACGGCGAAAATATTCTTGATGAGATAAGGACTAT

TAAAAACATAAAAAATCATCCGTACGAATTCTATCAAAAATGTGGGTATTCCATTGTCGGAGTAATACCCGAT

GCAAATGGAAAAAGGAAGCCAGATATTTGGATGTGGAAGAAGATAAATGATTAGGGTAAAAATGACAGCCTAA

CAATCGCTTTCACCTCGACAACCCGGCCTGTCACGCAATCTGCTAGTTTAATCCTTGTGGAAGATTGCGCGCC

AGGCTCGGGTTGCGGGTGAAGCGTATGTTAGACGGGCGTACAAAGATAAtTTCCATCTCAAGGGATCACCATG

CGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGCGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAAAAATTAACCTTCAAGA

CCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGTGTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGAT

CGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTTGCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTC

TTTGAAAGAATTGACTCAGGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAAT

GGTCTCCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCTGCGGTGCA

GCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCTGCTGCAATGACGCAGTATTTT

CGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAAGAGCCGGAGATGA/GGCGACAACACACCTGGCGA

CCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCTATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACG

TCCACCTCGACCCACACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTT

TTCCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGACATTGGTTTTTT

TAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCGAAACTATCGGCCGTAGAACGTGAC

GAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAACTCATCCTGAGCACGGACAAATAGTTGACGCCCGTCT

AACAATTCGTTCAAGCCGACGTTGCTTCGTGGCGGCGCTTGCGTGCTACGCTAAGCTTCGCACGCCGCTTGCC

ACTGCGCACCGCGGCTTAACTCAGGCGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCG

TCACACTGCGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCGTCGA

GTGGTGGGGCGGAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCG

CAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTC

TTGGAAGCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGTCACTGGCGAA

TGCATCACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTTGAGTTGCTGTTCAATGATCCC

GAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAAAGCGGGGT

TTGAGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATGGTTCAAACACGCCAGGCATTCGA

GCGAACACGCAGTGATGCCTAACCCTTCCATCGAGGGGGACGTCCAAGGGCTGGCGCCCTTGGCCGCCCCTCA

TGTCAAACGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTC

TTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCA

AGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGA

TCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTG

TTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGA

TTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAA

GCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTTCGACAAGTAATGGCGATTACTGGATAG

AAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGCATTTCTCAGGAAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTT

TCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTGCA

AAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTCCGTATTCTTCG

CACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGATGATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAATCCTTCG

CTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCAGCGCCGGTT

ACTTCAACGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCG

TCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAA

GCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATC

Por peso  de la 

región variable 

correspondería a 

dos genes ges 
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AACGACCTTTTGGAAACGTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG

TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAGCGCAAGTTTGGAGAATGGCAGCGCAATGA

CATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATTGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAGAGCAAGAGAA

CATAGCGTTGCCTTTGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGG

CGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTAC

GTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAGAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATG

GAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATC

GCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGG

CAAATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTACCTTGGCCGTTAGATGCACT

AAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGC

CCTACACAAATTGGGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCG

CAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGG

CATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGA

CTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAG

GTATGGGGCTCATAATTGCTGCCTTTTTGCTCGCCCGATCCCCATCGTGGAAGTCGCTGCGGAGGCCGACGCC

ATGGTGA 

Tamaño de la región variable: >3000pb 

Fragmentos secuenciados: 

intI1: 375pb 

aac-(6’)-33 : 555pb 

Región intergénica: 162pb 

ges-20:  864pb 

Región intergénica: 172pb 

aacA4=aaac-(6’)Ib : 519pb 

Región intergénica: 81pb 

oxa-2: 828pb 

Región intergénica: 36pb 

aadA1: 792pb 

Región intergénica: 163pb 

qacEΔ1: 348pb 
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Anexo 9. Comparación de las secuencias nucleotidicas de las variantes del 

gen ges-1, ges-5, ges-19, ges-20 y el encontrado en las cepas Ps52 y Ps36. 

 

Ps52        ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGCGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-20      ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGCGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-5       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-1       ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-11      ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

ges-19      ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGCGATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGAA 

            ******************************* **************************** 

 

Ps52        AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-20      AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-5       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-1       AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-11      AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

ges-19      AAATTAACCTTCAAGACCGATCTTGAGAAGCTAGAGCGCGAAAAAGCAGCTCAGATCGGT 

            ************************************************************ 

 

Ps52        GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-20      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-5       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-1       GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-11      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

ges-19      GTTGCGATCGTCGATCCCCAAGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTT 

            ************************************************************ 

 

Ps52        GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-20      GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-5       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-1       GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-11      GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

ges-19      GCAATGTGCTCAACGTTCAAGTTTCCGCTAGCCGCGCTGGTCTTTGAAAGAATTGACTCA 

            ************************************************************ 

 

Ps52        GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-20      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-5       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-1       GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-11      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

ges-19      GGCACCGAGCGGGGGGATCGAAAACTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGAATGGTCT 

            ************************************************************ 

 

Ps52        CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-20      CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-5       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-1       CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-11      CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

ges-19      CCTGCCACGGAGCGGTTTCTAGCATCGGGACACATGACGGTTCTCGAGGCAGCGCAAGCT 

            ************************************************************ 
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Ps52        GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-20      GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-5       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-1       GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-11      GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

ges-19      GCGGTGCAGCTTAGCGACAATGGGGCTACTAACCTCTTACTGAGAGAAATTGGCGGACCT 

            ************************************************************ 

 

Ps52        GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-20      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-5       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-1       GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-11      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

ges-19      GCTGCAATGACGCAGTATTTTCGTAAAATTGGCGACTCTGTGAGTCGGCTAGACCGGAAA 

            ************************************************************ 

 

Ps52        GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-20      GAGCCGGAGATGAGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-5       GAGCCGGAGATGAGCGACAACACCCCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-1       GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-11      GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

ges-19      GAGCCGGAGATGGGCGACAACACACCTGGCGACCTCAGAGATACAACTACGCCTATTGCT 

            ************ ********** ************************************ 

 

Ps52        ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-20      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-5       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-1       ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACTTCGACCCAC 

ges-11      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

ges-19      ATGGCACGTACTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCAC 

            ************************************************** ********* 

 

Ps52        ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-20      ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-5       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-1       ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-11      ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

ges-19      ACCATTGAGAGGTGGCTGATCGGAAACCAAACGGGAGACGCGACACTACGAGCGGGTTTT 

            ************************************************************ 

 

Ps52        CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-20      CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-5       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-1       CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGGCCGGAACGAC 

ges-11      CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGCCCGGAACGAC 

ges-19      CCTAAAGATTGGGTTGTTGGAGAGAAAACTGGTACCTGCGCCAACGGGGCCCGGAACGAC 

            ************************************************* ********** 

 

Ps52        ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-20      ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-5       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-1       ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-11      ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

ges-19      ATTGGTTTTTTTAAAGCCCAGGAGAGAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACAACGGCCCCG 

            ************************************************************ 

 

 

Posición 493 en 

donde se 

superponen los  

picos de los 

nucleótidos A/G 
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Ps52        AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-20      AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-5       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-1       AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-11      AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

ges-19      AAACTATCGGCCGTAGAACGTGACGAATTAGTTGCCTCTGTCGGTCAAGTTATTACACAA 

            ************************************************************ 

 

Ps52        CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-20      CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-5       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-1       CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-11      CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

ges-19      CTCATCCTGAGCACGGACAAATAG 

            ************************ 
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Anexo 10. Secuencia parcial de la región variable del integrón de la cepa E06 

 

CGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGC

ACCGATTCCGTCACACTGCGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTC

ATATCGTCGAGTGGTGGGGCGGAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAG

CGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCG

TACGTTGCTCTTGGAAGCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGT

CACTGGCGAATGCATCACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTTGAGTTGCTGTT

CAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAG

AAAGCGGGGTTTGAGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATGGTTCAAACACGCC

AGGCATTCGAGCGAACACGCAGTGATGCCTAACCCTTCCATCG 

FALTAN 741pb PARA UNIR LOS FRAGMENTOS  

TGTCAAACGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTC

TTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCA

AGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGA

TCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTG

TTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGA

TTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAA

GCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTTCGACAAGTAATGGCGATTACTGGATAG

AAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGCATTTCTCAGGAAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTT

TCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTGCA

AAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTCCGTATTCTTCG

CACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGATGATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAATCCTTCG

CTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCAGCGCCGGTT

ACTTCAACGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCG

TCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAA

GCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACAGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATC

AACGACCTTTTGGAAACGTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG

TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAGTTTGGAGAATGGCAGCGCAATGA

CATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATTGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAA

CATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGG

CGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTAC

GTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAGAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATG

GAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATC

GCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGG

CAAATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTACC 

 

Tamaño de la región variable: ≈3000pb 

Fragmentos secuenciados: 

attI: 97pb 

aacA6: 519pb 

Faltan ≈ 741pb para unir los fragmentos 

oxa-2:828pb 

Región intergénica: 36pb 

aadA1:840pb 

Región intergénica: 48pb 
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Anexo 11. Secuencia completa de la región variable integrón de la cepa E52 

 

GTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGAAAAGGGTAA

GTATGAAAAAATTATTTGTTTTATGTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGATTCTTTGCCTGA

TTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTA

GTCACAAAACACGGTTTAGTGGTTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATAGATACTCCAATTACCGCTAAAG

ATACTGAAAAATTAGTTAATTGGTTTATTGAGCACGGCTATAGAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCA

TGGCGACAGTACGGCTGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACAAAT

GAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGTGCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGTTATTCACTTATCAAAA

ACAAAATTGAAGTTTTCTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGATAACGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAA

AATTTTATTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCGGACGGTCTTGGAAATTTAGGGGATGCAAATTTAGAAGCTTGG

CCAAAGTCCGCTAAAATATTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAACTGGTTGTTTCAGGTCATAGTGAAATTG

GAAACGCATCACTCTTGCAGCGCACATGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGTTAAATGAAAGTAAAAAACCGTTACA

GCCAAGTAGCTAAATTTCTAACAAGTCGTTGCAGCATCGTTCCGCTTTGCTCCACTGGACGGGTTTTAAGTCG

CATTTTTGTGGCTCGCTGGCGCTCACTTTATCACAAAAATACAACTTAAAACCCGCCGCTGAACTCGGCGTTA

AACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCC

ATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGA

TATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTG

GAAACGTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACA

TCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAGTTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGG

TATCTTCGAGCCAGCCACGATTGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCC

TTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAA

CCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCAT

TTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAGAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCG

GCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC

GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCT

AACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTACCTTGGCCGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAAT

GGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTTTCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACG

CTAGAACGTTCTGACTGGAGGAAGTTTTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAAC

GCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTTTTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATT

CAAGATACCTCATACACTTTTTGCACTTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGAC

GGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCACAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTT

GGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAAATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGG

CAACGCCGATCCTTCGACAAGTAATGGCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAA

ATTGCATTTCTCAGGAAGCTCTATCGTAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATC

TCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAACTGGATACTGCGTGCAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTG

GGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGACTGGCTCCGTATTCTTCGCACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGAT

GATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGTGCGGGCAATCCTTCGCTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAG

TCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAACCGCGCAGCGCCGGTTACTTCAACGTTAGATGCACTAAGCAC 

Tamaño de la región variable: 2695pb 

Fragmentos secuenciados: 

attI: 75pb 

imp-18: 741pb 

Región intergénica: 139pb 

aacA1: 792pb 

Región intergénica: 76pb 

oxa2: 828pb 

Región intergénica: 44pb 
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Anexo 12. Análisis de la secuencia de aminoácidos de los reguladores de 
bombas de expulsión de la cepa Ps52 

 
 
 

Alineamiento de aminoácidos del regulador mexR 
 

 

 

Ps52mexR        MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 60 

mexRPAO1        MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTRIQSELDCQRLDLTPPDVHVLKLIDEQRGLNLQDLGRQ 60 

                ************************************************************ 

 

Ps52mexR        MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 120 

mexRPAO1        MCRDKALITRKIRELEGRNLVRRERNPSDQRSFQLFLTDEGLAIHQHAEAIMSRVHDELF 120 

                ************************************************************ 

 

Ps52mexR        APLTPEEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI- 147 

mexRPAO1        APLTPVEQATLVHLLDQCLAAQPLEDI- 147 

                ***** *********************  

 

 

 Presenta mutación en Val126Glu 

 

 

Alineamiento de aminoácidos del regulador nfxB 

 

nfxBPs52        ------DERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 54 

nfxBPAO1        MTLISHDERLIKALAVAIVDRPRATLKELAEAAGVSKATLHRFCGTRDNLVQMLEDHGET 60 

                      ****************************************************** 

 

nfxBPs52        VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 114 

nfxBPAO1        VLNQIIQACDLEHAEPLEALQRLIKEHLTHRELLVFLVFQYRPDFLDPHGEGARWQSYLE 120 

                ************************************************************ 

 

nfxBPs52        ALDEFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 174 

nfxBPAO1        ALDEFFLRGQQKGVFRIDITAAVFTELFITLVYGMVDAERRGRAASSNSAHTLEQMFLHG 180 

                ************************************************************ 

 

nfxBPs52        ASNPARS- 181 

nfxBPAO1        ASNPARS- 187 

                *******  
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Anexo 13. Análisis de la secuencia de aminoácidos de la porina OprD de la 

cepa Ps52 

 

Ps52      ------------------------------------------------------------ 

PAO1      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

 

 

Ps52      ----WTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

PAO1      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

              ******************************************************** 

 

Ps52      SRAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

PAO1      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

          ******:***************************************************** 

 

Ps52      TEGKQGTTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

PAO1      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

          ****: **.************:******* *******************:*********: 

 

Ps52      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKAKAGDISNTAWSWPGAYTLDAHTFTLAYQQVHGD 

PAO1      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

          *********************.*************:**  .**************:**** 

 

Ps52      EPFGLHRFGETVPGGGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNMASYGVPGLTFMVR 

PAO1      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

          :**    **..  *.*******************************:************* 

 

Ps52      YINGKDIDGTKVDSSSS--YAGLYGEDGKHHETNLEAKYVVQAGPAKDLSFRIRQAWHRA 

PAO1      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

          ***********:....       *******************:***************** 

 

Ps52      NADEGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

PAO1      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

          ***:******************* 

 

 

 

Loops 

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 
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Anexo 14. Análisis de la secuencia de aminoácidos de la porina OprD 

de la cepa Ps36 

 

PAO1      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSG 

Ps36      MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKEGRG 

          ********************************************************.* * 

 

PAO1      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

Ps36      DRVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY 

          ************************************************************ 

 

PAO1      SRAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

Ps36      SRAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHF 

          ******:***************************************************** 

 

PAO1      TEGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNS 

Ps36      TEGKQGTTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNT 

          ****: **.************:******* *******************:*********: 

 

PAO1      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGD 

Ps36      NYTIPLASDQSLGFDFNIYRTTDEGKAKAGDISNTAWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGD 

          *********************.*************:****.**************:**** 

 

PAO1      QPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVR 

Ps36      EPFDYIGFGENGSGGGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNMASYGVPGLTFMVR 

          :********.****.*******************************:************* 

 

PAO1      YINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRA 

Ps36      YINGKDIDGTKVDSSSS--YAGLYGEDGKHHETNLEAKYVVQAGPAKDLSFRIRQAWHRA 

          ***********:....       *******************:***************** 

 

PAO1      NADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 

Ps36      NADEGEGDQNE------------ 

          ***:*******             

 

 

 

Loops 

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 

 


