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RESUMEN

Se estudiaron 198 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa recuperados del Hospital México
entre noviembre 2004 y octubre 2005. Debido a la resistencia mostrada a los carbapenemes, se
investigd la presencia de las metalo-B-lactamasas IMP, VIM, SPM-1, GIM-1 y SIM-1 mediante E-
test MBL y PCR muiltiple. Ademas, se estudid la posible asociacioén con integrones de clase 1
mediante PCR y secuenciacion de los cassettes génicos y se compararon los aislamientos metaio-
B-lactamasas (MBL) positivo con la técnica RAPD empleada por Madriz-Garita.

Los dos hallazgos més relevantes de la presente investigacién son la presencia de dos genes
diferentes, blawe y blavm, en la mayoria de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapenemes, y que ambos genes no estan, aparentemente, asociados a integrones
de clase 1.

Los resultados de la secuenciacion de la region variable de los integrones de clase 1 mostro la
presencia de los genes aacA4, aadA2, aadA6, orfD y gacF distribuidos en 18 alslamientos
sensibles a imipenem y meropenem, mientras que, aungue los aislamientos MBL positivo
presentaron integrones de clase 1, no se obtuvo amplicones con los primers 5°CS y 3'CS utilizados
para determinar la presencia de cassettes génicos.

Un tercer hallazgo significativo es que los aislamientos de P. aeruginosa portadores de los genes
blawp y blayy pertenecen a varios grupos o clones genéticamente diversos, por lo que cabe |a
posibilidad de pladsmidos conjugativos u otros elementos genéticos moviles que efectlien una

transferencia horizontal de blawe y blayw simulténeamente entre diferentes cepas de P. aeruginosa.
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1. INTRODUCCION

1.1 CARACTERISTICAS DE Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo recto o ligeramente curvo (0.5-1.0 x 1.5-5.0
Km) que se mueve por medio de flagelos polares. Posee un genoma de 6.3 millones de pares de
bases (Mbp) con 5570 marcos de lectura abiertos (ORFs). Su complejidad genética es comparable
con el eucariota Saccharomyces cerevisiae, cuyo genoma codifica para 6200 proteinas. Se ha
asignado una funcion al 54.2% de sus ORFs descritos; de éstos, 372 codifican para genes de
enzimas biosintéticas de lipopolisacaridos y factores de virulencia (Stover et al., 2000; Mahon ef al.,
2007).

P. aeruginosé tiene una capacidad excepcional para colonizar diversos nichos ecoldgicos aungue
existan limitaciones de nutrientes. Su capacidad para sobrevivir por largos perfodos en ambientes
himedos le confiere caracteristicas de ubicuidad (Mahon et al., 2007). Este microorganismo no
realiza fermentacién y emplea relativamente pocos carbohidratos mediante metabolismo oxidativo.
La produccién de la enzima citocrome C oxidasa se utiliza para diferenciarlos de las
enterobacterias y permite la identificacién preliminar de los aislamientos. P. aeruginosa crece con
rapidez en diferentes medios de cultivo de uso en el laboratorio clinico (agar MacConkey, agar
sangre) y produce pigmentacion debido a la produccion de piocianina, flucresceina y pioverdina
(Murray et al., 1996). Otras caracteristicas de este microorganismo son la produccién de gluconato
por oxidacién de la glucosa, la .capacidad de hidrolizar arginina, crecer en cetrimida a 42°C y la
utilizacion de citrato y acetamida (Mahon et al., 2007).

Las especies de Pseudomonas normalmente se encuentran en el suelo, en la materia orgénica en
descomposicion, en el agua y en la vegetacion. No obstante, pueden aislarse de la piel, de la
garganta y de las heces de personas sanas. A menﬁdo colonizan el medio ambiente hospitalario
en reservorios humedos, como alimentos, grifos, equipos de terapia respiratoria e incluso
desinfectantes (Murray et al., 19986).

En las muestras clinicas, P. aeruginosa es la especie de Pseudomonas aislada con mayor

frecuencia entre los bacilos Gram-negativos no fermentadores. Se considera su implicacion en el 5



a 15% de todas las infecciones nosocomiales, especialmente neumonfas y bacteremias (Mahon et
al., 2007). Ademas, P. aeruginosa ocupa el primer lugar en las infecciones nosocomiales del tracto
respiratorio y son un grave problema en los pacientes hospitalizados con céncer, fibrosis quistica y
guemaduras, ocupando el 50% de las causas de muerte. La diseminacion es de paciente a
paciente via contacto con fomites o por ingestién de alimentos y aguas contaminadas. Otras
infecciones menos graves incluyen otitis externa, foliculitis e infecciones del tracto urinario (Mahon
etal., 2007).

P. aeruginosa puede producir una variedad de factores de virulencia, tales como lipopolisacaridos
(LPS), que son importantes en la bacteremia y el shock séptico, pili y capsula. Ademés produce
diversas exotoxinas con actividad de proteasa, lecitinasa, elastasa y DNasa. La exotoxina mas
importante es probablemente la exotoxina A, una exotoxina con funciones similares a la exotoxina
diftérica, que bloguea la sintesis de proteinas (Mahon et al., 2007).

En infecciones del tracto respiratorio en pacientes con fibrosis quistica, la mayoria de los
aislamientos de P. aeruginosa producen colonias mucoides debido a la sobreproduccion de
alginato, un polimero de polisacaridos con actividad antifagocitica (Mahon et al., 2007).

En la actualidad, la atencion clinica se ha enfocado en el incremento de la frecuencia con que se
asocian patdgenos Gram-negativos no fermentadores de lactosa con infecciones nosocomiales. En
este grupo, P. aeruginosa emerge como una de las principales causas de infeccion en las unidades
de cuidados intensivos (Bonomo y Szabo, 2006). Su diseminacién es muy dificil de controlar,
debido a la presencia de multiples mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida a los
antibioticos (Sevillano et al., 20086).

Debido a su eficacia y seguridad, el tratamiento preferido para estas infecciones son los
antibioticos B-lactamicos, pero el uso prolongado de generaciones sucesivas de este tipo de
antimicrobianos en los Gltimos 60 afos, ha seleccionado también generaciones sucesivas de

enzimas B-lactamasas, cada una mas potente que la anterior (Livermore y Woodford, 2006).
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1.2 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS COMO PROBLEMA EN EL MANEJO CLINICO DE
LAS INFECCIONES POR P. aeruginosa.

1.2.1 Generalidades de los antibiéticos B-lactdmicos

Los antibidticos B-lactamicos son potentes, de amplio espectro y tienen actividad bactericida con
baja toxicidad para las células eucariotas. Actian mediante interacciéon con proteinas de union a
penicilinas (PBPs), las cuales estan involucradas en la sintesis de pared celular
(Georgopapadakou, 1993; Fluit et al., 2001). Estos agentes abarcan una gran cantidad de
compuestos, en su mayoria semi-sintéticos que podrian clasificarse como penicilinas (penicilina,
aminopenicilinas, ureidopenicilinas, carboxipenicilinas, penicilinas estables a las penicilinasas y
amidinopenicilinas), cefalosporinas (cefalosporinas de | a IV generacion, cefamicinas, oxacefemes
y carbacefemes), el monobactdmico monociclico, denominado aztreonam y penemes
(carbapenemes) (Georgopapadakou, 1993; CLSI, 2007).

La susceptibilidad a los B-lactdmicos varia entre las especies bacterianas y refleja los efectos
combinados de la unién a las PBP, de su estabilidad frente a las B-lactamasas y, en las bacterias
Gram-negativas, de la permeabilidad a la membrana externa (Georgopapadakou, 1993; Yano et
al., 2001; Walsh et al., 2005).

Se calcula que las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactames representan el 60%
de todos los antimicrobianos utilizados (Livermore y Woodford, 2006). Entre los antibidticos B-
lactamices, los carbapenemes, tales como el imipenem, panipenem y meropenem, poseen el
espectro mas amplio de actividad bactericida, por lo que a menudo son utilizados como dltimo
recurso para tratar infecciones producidas por bacilos Gram-negativos multirresistentes (Yano et
al., 2001)- La estructura de los carbapenemes difiere levemente de la estructura de las penicilinas y
son mucho mas resistentes a la hidrélisis por las p-lactamasas (Moellering et al., 1989). Un ejemplo
es el imipenem (Figura 1), el cual tiene una estructura quimica que difiere del nOcleo penam,
porque posee un atomo de carbono en vez de azufre en la posicién 1 del anillo tiazolidina.
Ademas, presenta un enlace no saturado entre los carbonos 2 v 3 del nicleo (Moellering et al.,

1989). La cadena lateral hidroxietilica en configuracion frans difiere de los radicales acilamino en
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configuracién cis presentes en el resto de las penicilinas y cefalosporinas, v es la que protege el
anillo B-lactamico de la hidrolisis enzimatica (Moellering et al., 1989). Ademas, el bajo peso
melecular del compuesto y su naturaleza zwitteriénica permiten explicar en parte su elevada
capacidad de penetrar a través de la membrana externa de bacilos Gram-negativos (Nikaido, 1989;
lyobe et al., 1999).

Otro carbapenem recientemente aprobado en Estados Unidos es el ertapenem, el cual presenta un
espectro de actividad bactericida .similar a imipenem y meropenem contra la mayoria de las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, especies Gram-positivas y angerobios, pero es menos
activo contra bécterias no-fermentadoras (Livermore et al, 2003). El ertapenem difiere de
meropenem Unicamente en su sustituyente 2°, donde presenta un grupo &cido benzoico meta-
substituido. Al igual que el meropenem vy a diferencia del imipenem, en el carbono 1 presenta un
grupo B-metilo que lo protege de Ia hidrélisis causada por la dehidropeptidasa renal | (Livermore et
al., 2003). Por otro lado, al igual que el imipenem y el meropenem, el ertapenem tiene una cadena
hidroxietilica en configuracién frans en la posicién 6, y puesto que es una fnolécula mas grande y
cargada negativamente, se estima que podria tener una penetracién mas lenta en las bacterias

Gram-negativas en comparacion con meropenem (Livermore et al., 2003).

IMIPENEM MEROPENEM ERTAPENEM
COOH

Fig. 1. Estructura quimica de imipenem, meropenem y ertapenem (Tomado de Giske, 2007).

El circulo A indica la cadena lateral hidroxietilica y el circulo B la cadena lateral heterociclica.



La resistencia bacteriana a éstos y otros antibidticos puede ser natural (intrinseca) o adquirida
(extrinseca). La resistencia intrinseca significa que cada miembro de una especie bacteriana es
resistente sin ninguna alteracion genética adicional. Por ejemplo, P. aeruginosa exhibe una
susceptibilidad muy baja a los antibidticos hidrofobicos, debido a que tienen dificultad para
atravesar la membrana externa de estos organismos (Normark y Normark, 2002).

La resistencia adquirida a los antibidticos ocurre por recombinacion, por mutaciones (e].
mutaciones puntuales, deleciones, inversiones e inserciones en el genoma bacteriano) o por
transferencia horizontal de genes. Para cada clase de antibidtico pueden existir varios mecanismos
que causen resistencia. Estos mecanismos pueden diferir segin la especie bacteriana y su
composicion genética (Normark y Normark, 2002).

Los mecanismos bioquimicos para la resistencia antimicrobiana se pueden resumir en tres
categorias principales, produccion de enzimas que modifican los antibidticos, alteracion o
adquisicion de sitios blanco y modificaciones de la accesibilidad al blanco que incluyen barreras de

permeabilidad y bombas de eflujo de antibidticos (Li y Nikaido, 2004).

1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA ADQUIRIDA

1.3.1 Disminuci6n en la captacién de la droga con énfasis en la resistencia a f-lactamicos en
P. aeruginosa |

La mayoria de los solutos hidrofilicos cruzan la membrana externa a través de canales porinicos
lienos de agua, pero se ha visto que esta ruta en P. aeruginosa es 10 a 100 veces menos eficiente
que en E. coli (Sandeep et al., 2006). Debido a que los canales porinicos son totalmente
inespecificos, es de esperar que agentes hidrofilicos pequefios como los B-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglicésidos y el cloranfenicol puedan utilizar esta via de acceso a la célula
(Nikaido, 1989). Sin embargo, los canales porinicos son muy estrechos y pueden actuar como
barreras efectivas para el influjo de compuestos grandes o hidrofobicos (Nikaido, 1989). Es asi que

la resistencia bacteriana a los antimicrobianos puede ocurrir por la lenta difusion a través de los
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canales, pero este mecanismo es mas relevante cuando se combina con otros mecanismos
adicionales de resistencia (Hooper, 2005).

Hasta la fecha se han identificado 3 familias de proteinas de membrana externa (OMPs) en F.
aeruginosa: la familia de porinas Ton-B, la familia OprM y la familia de porinas especificas OprD
que forman un canal especifico para carbapenemes a través de la membrana externa (Driscoll et
al., 2007). Entre los componentes que penetran la membrana por OprD, el imipenem muestra el
coeficiente de permeabilidad méas alto, seguido por los otros carbapenemes (Trias y Nikaido, 1990).
Se ha observado que una B-lactamasa es capaz de conferir mayor resistencia al imipenem cuando
se produce la pérdida de esta porina, por mutaciones en el gen que codifica para OprD2 (Sandeep

et al., 2008).

1.3.2 Alteracion del sitio blanco con énfasis en la resistencia a B-lactamicos en P.
aeruginosa

La reduccion en la afinidad de los blancos enzimaticos ocurre mas rapidamente para antibidticos
que inactivan un solo blanco y que no son analogos de sustrato. Esto es debido a que numerosas
sustituciones de un solo aminoacido pueden producir una gran disminucion en la afinidad (Spratt,
1994).

Las penicilinas y otros miembros de la familia de los B-lactdmicos matan las bacterias al inactivar
un conjunto de transpeptidasas que catalizan la reaccion final de entrecruzamiento en la sintesis
de peptidoglicanos. Las penicilinas inhiben estas enzimas al actuar como una estructura analoga
para formar el complejo irreversible peniciloil-enzima que es similar al complejo acil-enzima que se
forma durante la reaccién normal de transpeptidacion. Las transpeptidasas se detectan y estudian
como proteinas de unidén a penicilina (PBP) y estén presentes en casi todas las bacterias pero
varfan de especie a especie en nimero, tamafio, cantidad y afinidad a los antibiéticos B-lactamicos

(Georgopapadakou, 1893; Spratt, 1994).



7

La resistencia a los B-lactamicos mediada por PBP alteradas puede surg’r por reducciones en la
afinidad de las PBP, pérdidas en la cantidad de PBP o adicicnes de PBP de baja afinidad (Malouin
y Bryan, 1986). La produccion PBP con baja afinidad a los antibidticos es mas frecuente en
especies donde las B-lactamasas estan ausentes (Spratt, 1994; Hakenbeck y Coyette, 1998).

En el caso de P. aeruginosa, imipenem y panipenem ejercen su accion principalmente al unirse a
la PBP-2, mientras que el meropenem tiene mayor afinidad para PBP-3 (Yano et al., 2001). El
ertapenem se une mas fuertemente a las PBP-2 de Escherichia coli, después a la PBP-3 y tiene
buena afinidad para las PBP-1ay 1b.

La mayoria de las modificaciones reportadas en PBP de P. aeruginosa han sido en PBP-1a, PBP-

2, PBP-3, PBP-4, y PBP-5 (Fung-Tomc et al., 1995, Massova y Mobashery, 1998).

1.3.3 Bombas de eflujo con énfasis en la resistencia a 3-lactamicos en P. aeruginosa

Los sistemas de eflujo bacteriano se han clasificado en cinco familias: la superfamilia de cassette
de unién al ATP (ABC), la superfamilia de facilitadores mayores (MFS), la familia de multidroga y
extrusion de compuestos toxicos (MATE), la familia pequefia de multidroga resistencia (SMR) y la
familia de divisién nodular de resistencia (RND) (Li y Nikaido, 2004). Los genes de la familia RND
son casi exclusivamente cromosomales y estan ampliamente distribuidos en las bacterias Gram-
negativaé, Este sistema se considera uno de los mas importantes en cuanto a exportacion de
agentes antimicrobianos (Poole, 2004)'. En P. aeruginosa, las bombas de eflujo claves para la
extrusion de carbapenemes pertenecen a la familia RND, también conocidos como sistemas
tripartitos que consisten de una proteina de bombeo que atraviesa la membrana interna, una
proteina de fusién en el periplasma y una proteina de membrana externa que forma el canal

(Figura 1) (Li y Nikaido, 2004)
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Fig. 2. Comparacion de las cinco familias de eflujo de drogas (Tomado de Piddock, 2006).

Se han descrito seis sistemas de eflujo multidroga de tipo RND en P. aeruginosa: MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY (también llamado MexGH- o AmrAB)-OprM, MexJK-OprM, y
MexGHI-OpmD. (Li y Nikaido, 2004).

Las mutantes que sobreexpresan MexAB-OprM exhiben un fenotipo de resistencia a detergentes,
solventes organicos, desinfectantes y mditiples antibiéticos (Srikumar et al., 1997; Middlemiss y
Poole, 2004). Nakae y colaboradores encontraron que la sobreexpresion de MexAB-OprM confiere
altos niveles de resistencia a B-lactdmicos tanto en ausencia de pB-lactamasas como en cepas con
B-lactamasas inducible (Nakae et al, 1999). Se ha determinado que el sistema MexAB-OprM se
expresa constitutivamente y contribuye a la resistencia intrinseca en P. aeruginosa (Li y Nikaido,
2004). La sobreproduccion de OprM se ha asociado con resistencia cruzada a meropenem,
cefalosporinas de tercera generacion y fluoroquinolonas en P. aeruginosa (Masuda y Ohya, 1992).
La delecién o sobreexpresion del sistema MexAB-OprM altera la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de meropenem sin cambiar la de imipenem. Estos hallazgos sugieren que el meropenem se
comporta como un sustrato para este sistema de eflujo, debido probablemente a la presencia de su
cadena lateral hidrofébica en la posicion 2 (Kéhler et al., 1999; Li y Nikaido, 2004).

Por otro lado, el sistema de eflujo MexCD-OprJ aparentemente no se expresa en cepas silvestres

de P. aeruginosa bajo condiciones normales de laboratorio, por lo que se ha asociado unicamente



a la resistencia adquirida debido a mutaciones (Masuda et al.,, 1996; Li y Nikaido, 2004). La
sobreexpresion de MexCD-OprJ incrementa |a resistencia a quinolonas, eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol y cefalosporinas de amplio espectro, incluyendo cefalosporinas de cuarta generacion,
no asi carbenicilina y aztreonam (Gotoh et al., 1998; Li y Nikaido, 2004).

El sistema MexEF-OprN, al igual que MexCD-Oprd, no se expresa en las cepas silvestres de P.
aeruginosa debido a una completa represion mediada por el producto del gen mexT que actua
como regulador del operén (Ochs et al., 1999; Li y Nikaido, 2004). La expresion de MexEF-OprN
en mutantes mexT incrementa la resistencia al cloranfenicol, quinolonas y trimetoprim, mientras
que la resistencia a imipenem se asocia mas a la regulacion negativa de la expresion de OprD (Liy
Nikaido, 2004). Por otro lado, las mutantes con sobrexpresion de MexXY y disminucion de las
porinas OprD son resistentes a multiples drogas que incluyen imipenem, meropenem, quinolonas,
penicilinas antipseudomonicas, aztreonam y cefalosporinas antipseudomoénicas (Bonomo y Szabo,
2006). Los sistemas de eflujo MexJK-Oprivl y MexHI-OpmD no se expresan en las cepas silvestres

(Li y Nikaido, 2004).

1.3.4 B-lactamasas con énfasis en la resistencia a B-lactamicos en P. aeruginosa

Las B-lactamasas son el mecanismo méas comuln de resistencia a los agentes B-lactamicos
particularmente entre las bacterias Gram-negativas (Livermore, 1995; Poole, 2004). Estas enzimas
rompen el enlace amida del anillo B-lactdmico para formar un complejo acil-enzima.
Interesantemente, las B-lactamasas estan estructuralmente relacionadas a las PBP y pudieron
evolucionar de las enzimas de unién a B-lactdmicos involucradas en la biosintesis de pared celular |
(Helfand y Bonomo, 2003; Poole, 2004).

Hay dos esquemas para la clasificacion de las B-lactamasas: el esquema de clasificacién de
Ambler y el sistema de clasificaciéon de Bush-Jacoby-Medeiros. E| primero organiza las B-
lactamasas en cuatro clases distintas. La base de este esquema de clasificacion descansa en la

identidad o similaridad de la secuencia de aminodacidos. En el sistema de clasificacién de Ambler,
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las clases A, C y D son serinas B-lactamasas. Las enzimas de clase B son metalo-B-lactamasas
que requieren zinc para su actividad (Helfand y Bonomo, 2003; Poole, 2004).
El esquema de clasificacion Bush-Jacoby-Medeiros (Cuadro 1) agrupa las B-lactamasas de

acuerdo con las similitudes funcionales (sustrato B-lactamico y perfil de inhibicion) (Helfand y

Bonomo, 2003).



Cuadro 1. Clasificacién de las B-lactamasas

11

Grupo Enzimas Sustratos Inhibidos por: Organismos Localizacién
Bush- Clase representativas preferidos molecular
Jacoby- molecular?
Medeiros Ambler AT EDTA®
1 (o} AmpC Cefalosporinas - - Bacilos Gram- Cromosoma
negativos {Plasmidos)
2a A PC1 Penicilinas + Cocos y bacilos Plasmidos
Gram-positivos
2b A TEM-1, 2 Penicilinas + - Bacilos y cocos Plasmidos
Gram-negativos Cromosoma
SHV-1 Cefalosporinas
2be A Derivados de TEM Penicilinas + - Bacilos Gram- Plasmidos
Derivados de SHV Cefalosporinas nega‘ivos
CTX-M-1-26 de bajo y amplio
espectro
PER * . P. aeruginosa Cromosoma
GES-1 K. oxytoca
OXY-1/2 (K1)
D OXA-11,14,16,17 - - Acinetobacter spp. Plasmidos
P. aeruginosa
2br A TEM-30-36, TRC-1, Penicilinas £ E. coli, Plasmidos
SHv-49 K. pneumoniae
2c A PSE-1,34 Penicilinas, + - P. aeruginosa Variable
Carbenicilinas A. baumanii
BRO-1-3 M. catarrhalis
2d D OXA-1-10 Penicilinas * - Enterobacteriaceae Variable
PSE-2 Cloxacilinas P. aeruginosa
2e A CepA Cefalosporinas + B Bacteroides sp. Variable
FPM-1 Proteus sp.
L2 S. maitophilia
(inducible)
2f A NMC-A Penicilinas, + E. cloacae Cromosoma
Sme-1-3 cefalosporinas, S. marcescens
Imi-1-3 carbapenemes _
KpPC-1,2
GES-2
D OXA-24-25 40, x K. pneumoniae Plasmidos
51,58,72 P. aeruginosa Plasmidos
A. baumanii Cromosoma
3 B VIM, IMP, SPM, GIM, | Penicilinas, - + P. aeruginosa Variable
SIM cefalosporinas, Acinetobacter spp.
carbapenemes Enterobacteriaceae
L1 S.maltophilia
CcrA Bacteroides sp.

!Clasificacion funcional basada en el pérfil de sustrato.

2Clasificacion estructural basada en la similaridad de la secuencia de aminoacidos.

iAC, acido clavulanico (para inhibicion de la actividad de B-lactamasa)
EDTA, quelante (para la inactivacion de las enzimas dependientes de zinc)

Modificado de Riley LW, 2004
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1.3.4a. B-lactamasa AmpC en P. aeruginosa

La mayorfa de los aislamientos de P. aeruginosa expresan una p-lactamasa AmpC inducible,
codificada cromosomalmente, la cual se clasifica en la clase C de Ambler y en el grupo de 1 de
Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995). Una caracteristica de la B-lactamasa cromosdémica
AmpC es la resistencia a los inhibidores de B-lactamasa tales como el acido clavulanico, sulbactam
y tazobactam (Livermore, 1995). Los carbapenemes (imipenem, mercpenem, etc) son fuertes
inductores de la enzima AmpC, pero resisten [a hidrolisis enzimatica, puesto que permanecen
activos independientemente del modo de produccién de la B-lactamasa (Livermore, 1982;

Livermore, 1995).

1.3.4b. Carbapenemasas clase A de Ambler

Se han descrito enzimas que pertenecen al grupo A de Ambler y 2f de Bush-Jacoby-Medeiros que
confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes. Una caracteristica de estas
enzimas es gue su actividad es inhibida por acido clavulanico perc no por EDTA (Riley, 2004). Las
enzimas representativas de este grupo son NMC-A e IMI-1 de Enterobacter cloacae, SME-1, SME-
2 y SME-3 de Serratia marcescens. También se ha informado la presencia de enzimas KPC-1 en
Klebsiella pneumoniae y finalmente GES-2 en P. aeruginosa (Nordmann y Poirel, 2002; Helfand y
Bonomo, 2003). GES-2 se deriva de’a 3-lactamasa de espectro extendido GES—1 de la cual diflere
por un solo aminoacido y, aunque hidroliza- el imipenem, es mucho menos activa que las otfras

enzimas de esta clase (Poocle, 2004).

1.3.4c. Carbapenemasas Clase B de Ambler
La mayoria de estas carbapenemasas confieren resistencia no sélo a carbapenemes, sino también

a ofros B-lactamicos (Bush et al., 1995).
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1.3.4¢c1. Metaloenzimas naturales

Se han descrito metaloenzimas en especies de bacterias Gram-positivas y negativas, tales como
Bacillus cereus (Lim et al, 1988), Stenotrophomonas maltophilia (Walsh et al., 1994),
Flavobacterium (Woodford et al., 2000), especies de Chryseobacterium (Bellais et al., 2000),
Aeromonas hydrophila (Massidda et al., 1991), Legionella gormanii (Boschi et al., 2000) y
Janthinobacterium lividum (Rossolini et al., 2001). Las enzimas naturales de clase B estan

codificadas cromosomalmente (Nordmann y Poirel, 2002).

1.3.4¢c2. Metaloenzimas adquiridas

En general, la resistencia a los carbapenemes atribuida a B-lactamasas en P. aeruginosa es debido
a la adquisicion de metalo-B-lactamasas. Los principales tipos identificados son las metalo-p-
lactamasas (MBLs) de tipo imipenemasas (IMP), Veronese imipenemasa (VIM), German
imipenemasa (GIM), Sao. Pablo metalo-B-lactamasa (SPM) y Seoul imipenemasa (SIM) (Walsh et
al., 2005; Bonomo y Szabo, 2006). La produccién de estas MBLs en P. aeruginosa puede producir
resistencia a imipenem, meropenem vy a cefalosporinas como ceftazidima y cefepima (Bonomo y
Szabo, 2008).

Las carbapenemasas mas comunes en P. aeruginosa son las metalo-B-lactamasas de clase B de
los tipos IMP y VIV (Sevillano et al., 2006), las cuales comparten menos del 40% de identidad en
sus aminoacidos, pero exhiben propiedades cinéticas similares al inactivar todos los antibidticos B-
lactamicos con excepcidn de los tipo monobactam (Bonomo y Szabo, 2006).

En Japén se ha reportado la presencia de metalo-B-lactamasas tipo IMP en mas de 15 especies
diferentes de bacterias, yes el pais cuyos aislamientos son considerados como el mayor reservorio
para las IMP-1, IMP-2, IMP-3, IMP-8, IMP-10 e IMP-11 que se han diseminado a un nimero de
cepas de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. y Enterobacteriaceae (Walsh, 2005).

El segundo grupo dominante de las metalo-B-lactamasas adquiridas son las enzimas tipo VIM
(Walsh et al., 2005). Similar a los genes blayp, los genes blayw.1 s encontraron integrados como

cassettes génicos en integrones de clase 1, y estos a su vez estaban localizados en el cromosoma
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bacteriano (Lauretti ef al., 1998). SPM-1 se considera como una metalo-B-lactamasa distinta de
IMP y VIM que hidroliza principaimente cefalosporinas, aunque su perfil hidrolitico es mas similar al
de IMP-1 (Toleman et al., 2002; Bonomo y Szabo, 20086).
Los estudios cinéticos de la enzima indican que SPM-1 puede hidrolizar todas las clases de
antibioticos B-lactamicos. Sin embargo, el factor comin entre SPM-1, IMP-1, VIM-1 es su
incapacidad de hidrolizar aztreonam (Murphy et al., 2003).
GIM-1 fue descrita en un aislamiento clinico de P. aeruginosa de Dusseldorf, Alemania. La
secuencia de aminoacidos de GIM-1 mostré mayor identidad con las variantes IMP-6, IMP-1 & IMP-
4 en un rango de 43.5, 43.1 y 43.1%, respectivamente, seguido por las variantes VIM con un
31.2% para VIM-7, y 28% para VIM-1, VIM-4 y VIM-5, y Unicamente un 28% de similaridad para
SPM-1. Al igual que la mayoria de los genes de metalo-B-lactamasas, los genes blagm1 se
encontraron en un integrén de clase 1 (Castanheira et al., 2004).
SIM-1 es un nuevo miembro de la subclase B1 descrita en Acinetobacter baumannii. SIM-1 mostro
un punto isoeléctrico de 7.28 y una masa molecular de 25 439 Da, su relacién mas estrecha fue
con las metalo-B-lactamasas de tipo IMP con un 68% de identidad de secuencia de aminoacidos
con IMP-12 y un 64% de identidad con IMP-8. E! gen blagy.q Se encontré en un cassette génico
inserto en un integron de clase 1, el cual incluia tres cassettes adicionales (ar-3, catB3, y aadAT).
“Similar a las demas metalo-B-lactamasas, SIM-1 mostré mayor actividad contra los B-lactamicos
incluyendo penicilinas, cefalosporinas de corto y amplio espectro y carbapenemes. No mostro

actividad contra aztreonam ni piperacilina (Lee et al., 2005).

1.3.4d. Carbapenemasas Clase D de Ambler

Las oxacilinasas (OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-40, OXA-48, OXA-51, OXA-
54, OXA-58, y OXA-72) estan en su mayoria, codificadas cromosomalmente y confieren cierto
grado de resistencia a los carbapenemes. El perfil de hidrolisis es muy similar entre ellas.

Hidrolizan débilmente al imipenem y meropenem pero no hidrolizan cefalosporinas de amplio
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espectro ni aztreonam. Su actividad hidrolitica es inhibida por el &acido clavulanice con excepcién

de OXA-23 (Nordmann y Poirel, 2002; Helfand y Bonomo, 2003; Poole, 2004).

1.4 LOCALIZACION DE LOS GENES DE METALO-B-LACTAMASAS

Como todas las B-lactamasas, las MBL pueden ser codificadas cromosomalmente o en elementos
genéticos transferibles. Las MBL que son codificadas cromosomalmente se encuentran en
organismos cuyo héabitat es principalmente ambiental tales como Chryseobacterium
meningosepticum, Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii, Caulobacter crescentus,
Aeromonas spp, Bacillus cereus, Bacillus anthracis y Stenotrophomonas maltophilia (Walsh, 2005;
Walsh et al., 2005, Mendes et al, 20086). Estos microorganismos rara vez causan infecciones
serias, con la discutible excepcién de Stenotrophomonas maltophilia y Bacillus anthracis (Walsh et
al., 2005).

La mayoria de los genes moviles que codifican para MBL estan insertos en elementos genéticos
que ayudan a su transferencia de un aparato genético a otro y se han descrito en patégenos
clinicamente importantes como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. y miembros de la familia
Enterobacteriaceae (Walsh, 2005; Mendes et al., 2006).

Por lo general, las MBLs adquiridas son codificadas por cassettes génicos localizados en
cromosomas o en plasmidos bacterianos. Sin embargo, con excepcion de la enzima SPM-1 que es
codificada por un gen asociado con elementos de regién comun (ISCR4), las demas MBL
adquiridas son codificadas por genes localizados en integrones de clase 1 (Poirel et al., 2005;
Mendes et al., 2006).

Los genes que codifican para MBLs tipo IMP también se han encontrado en integrones de clase 3
(Walsh et al., 2005). Aunque los integrones por si mismos no son moviles, se han encontrado
varios integrones de clase 1 en plasmidos, transposones Tn27 y relacionados al Tn27 en bacilos
Gram-negativos, lo que hace posible su movilizacién (Toleman et al., 2003; Yu et al., 2006).

Gran parte de los genes que codifican para MBL se han encontrado en pldsmidos conjugativos o

movilizables de entre 120 y 180 kb, sin embargo algunos como el blayw.7, reportado en Estados
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Unidos forman parte de un plasmido conjugativo de 24 kb (Walsh et a/., 2005).

El contexto genético de blaspy.1 ha mostrado ser Unico, con genes estrechamente relacionados a
Salmonella enterica serovar Typhimurium y sin estar asociado con integrones ni transposones.
Interesantemente blasey.s ¥ SUS genes circundantes son parte de una isla de patogenicidad y se

encuentran en un plasmido de aproximadamente 180 kb (Walsh, 2005; Walsh et al., 2005).

1.5 INTEGRONES DE CLASE 1

Los integrones tienen la informacion genética necesaria para expresar una proteina implicada en la
captura y liberacion de cassettes génicos entre los que se incluyen algunos genes de resistencia a
antibidticos. Los integrones estéan constituidos por dos regiones de ADN muy conservadas situadas
en sus extremos que se denominan 5°CS y 3'CS, y una region variable (Walsh et al., 2005). Entre
las regiones conservadas 5y 3'se pueden insertar uno o mas genes de resistencia a antibidticos

(Figura 3) (Liu et al., 2008).
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Figura 3. Representacién esquematica de la insercién de un cassette génico en la primera

posicién de un integrén de clase 1 (Tomado de Mendes, 2006).

La region 5°CS contiene un gen que codifica para una integrasa (int) y una secuencia para un sitio

de recombinacion adyacente (att/) (Hall et a/., 1991; Fluit y Schmitz, 1999).
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La expresion del integréon cuenta con un promotor comun para todos los cassettes génicos en la
region variable, mientras que la regioén 3°CS usualmente consiste de un gen parcialmente truncado
(gacEA1) que codifica para resistencia a sales cuatemarias de amonio, asi como determinados
antisépticos y desinfectantes, ademas de otro gen de resistencia a sulfonamidas (sull). Corriente
abajo se inserta un marco de lectura abierta (orf5) cuya funcion se desconoce (Hall et al., 1991;
Fluity Schmitz, 1999).

Los integrones contienen dos promotores, denominados P1 y P2. La distancia entre el promotor y
los cassettes génicos respectivos influenciaran el impacto del promotor en la transcripcion de los
genes (Fluit y Schmitz, 1999). De esta forma, mediante la accion del segundo promotor se puede
incrementar la transcripcion de los genes en el integrén (Stokes y Hall, 1989; Collis y Hall, 1895;
Recchia y Hall, 1997).

Los cassettes génicos tienen un tamario aproximado de 1 kb que contienen un gen de resistencia a
un antimicrobiano. En el extremo final 3" tienen una secuencia llamada elemento de 59 pares de
bases (59 pb) (Recchia y Hall, 1997; Fluit y Schmitz, 1999). Se cree que las secuencias de 59 pb
implicadas en las inserciones de los genes en los integrones son las que dotan a la insercion de
una direccionalidad. De esta forma varios de estos cassettes insertados, uno detras de otro pueden
ser leldos a partir de los promotores comunes. En este sentido, y dado que pueden estar insertos
mas de un gen de resistencia, los genes situados en una zona mas distal de los promotores tienen
una expresion mas baja que los situados al principio. Es asi, entonces, que los genes localizados
en las primeras posiciones presentan mayores tasas de transcripcion (Collis y Hall, 1892; Fluity
Schmitz, 1999; Mendes et al., 2006). E! gen que se inserta de Ultimo, ccupara la posicion mas
cercana a los promotores y serfa, por lo tanto, el mas eficientemente transcrito (Collis et al., 1993,
Fluit y Schmitz, 1999).

Estas caracteristicas de los casseites génicos hacen posible ‘que algunos de los genes gue se
encuentren lejanos al promotor puedan cambiar de posicion, pasando a posiciones mas activas.

Se ha comprobado que existen integrones con mas de una copia de genes de resistencia, lo que

aumenta el producto de la expresion de estos genes y por tanto el grado de resistencia de las
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bacterias que los poseen (Collis y Hall, 1992; Fluit y Schmitz, 1999).

AUn cuando los cassettes génicos que portan genes de resistencia a aminoglicosidos y B-
lactamicos pueden moverse libremente de un integrén a otro, ellos no pueden moverse de un
organismo a otro y requieren la asistencia de otros elementos genéticos como plasmidos vy
transposones (Walsh et al., 2005). |

El gran nimero de posibilidades de recombinacion e intercambio que poseen los integrones y los
genes de resistencia proporciona a las bacterias que los incluyen en su estructura, una gran
capacidad de adaptacion para hacer frente a los antibidticos, puesto que las bacterias pueden
cambiar la posicién y la expresidn de sus genes en funcion de la presion ambiental provocada por

los antimicrobianos (Jones et al., 1997).

1.6 DISEMINACION DE METALO-B-LACTAMASAS

De los genes de resistencia que las bacterias adquieren y expresan, algunos genotipos parecen
dominar mientras que otros sole hacen una aparicion fugaz. Las posibles razones son muchas,
pero lo mas probable es que involucre los elementos genéticos en los cuales son transportados los
genes, asl como la promiscuidad y el subsiguiente “fitness” de la bacteria receptora, sin obviar la
contribucion a la diseminacion de la resistencia por medio de los viajes humanos de una regién a
otra (Walsh, 2005).

A pesar de las estrictas politicas de control de infecciones, los genes que codifican para las MBL
ya se han establecido en muchos paises, entre ellos Japdn que es el principal reservorio de
aislamientos con MBL tipo IMP, Brasil con las MBL tipo SPM-1 y los palses europeos con las
variantes VIM (Murphy et al.,, 2003; Mendes et al., 2004; Toleman et al., 2004; Mendes et al.,
2008).

Otro dato importante es la aparicion inicial y coincidente de las MBL tipo IMP, VIM, SPM y GIM en
Pseudomonas aeruginosa antes de su deteccion en Acinetobacter spp. y =nterobacteriaceae, que
aungue no esta claro se especula podria involucrar la presencia de plasmidos de amplio rango de

hospederos y de ahi su diseminacién a otras bacterias Gram-negativas (Walsh, 2005).
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1.7 DETECCION FENOTIPICA DE METALO-B-LACTAMASAS

Debido a la gran cantidad de bacterias productoras de MBL en diferentes regiones del mundo,
existe la necesidad de realizar pruebas simples, practicas y de bajo costo que faciliten su
bisqueda en los laboratorios de microbiologia para ayudar en el control de infecciones y en la
prevencion de su diseminacion (Yong et al.,, 2002; Mendes et al.,, 2006). Sin-embargo, aunque
estan disponibles diversos métodos para la deteccion de bacterias productoras de MBL, atn no
estan lo suficientemente estandarizados (Mendes et al., 2006).

Todos los métodos de deteccion se basan en la capacidad de los quelantes, como el EDTA, y los
componentes basados en tiol para inhibir la actividad de las MBL. Estas pruebas incluyen sinergia
con doble disco utilizando EDTA con imipenem (IPM) o ceftazidima (CAZ) (Lee et al, 20083;
Franklin et al., 2008) (Figura 4), comparacién de zonas de inhibicién IPM versus IPM+EDTA (Yong
et al., 2002), 4cido 2-mercaptopropidnico (MPA) con CAZ o IPM (Arakawa et al., 2000; Lee et al,,
2003), acido mercaptoacético con CAZ o IPM (Arakawa et al., 2000; Lee et al., 2003; Shibata et al.
2003), la prueba de Hodge (Lee et al.,, 2003), el E-test MBL (Franklin et al., 2008; Walsh et al.,
2002) (Figura 5), y un método de microdilucion utilizando EDTA vy 1,10 fenantrolina con IPM (Pitout
et al., 2007), entre otros.

Arakawa y colaboradores también ensayaron la deteccidn fenotipica con el uso de metales
pesados como el CuCl,, FeCl, y HgCly,, no obstante los resultados no fueron satisfactorios y
aunque el HgCl, mostrd mayor actividad bactericida, no se recomienda su uso desde el punto de
vista de salud humana y conservacion ambiental. En este mismo estudio, los autores encontraron
muy buenos resultados con acido 2-mercaptopropionico con un 100% de sensibilidad en la

deteccion de MBL cuando se utiliza ceftazidima como sustrato (Arakawa et al., 2000).
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IPM EDTH IPM EDTA

.

Figura 4. Test de sinergia de doble disco (Tomado de Lee ef al, 2003).

——
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Figura 5. Tiras de E-test MBL (Tomado de Walsh et al., 2005).

Las tiras comerciales E-test MBL (AB Biodisk, Solna, Sweden) incluyen imipenem en un extremo e
imipenem+EDTA en el otro extremo. Se considera un microorganismo productor de MBL aquel que
presente una CMI a IPM+EDTA con tres diluciones por debajo de la mostrada frente a IPM sin
EDTA. El inconveniente de esta prueba es que aungue es simple de realizar, es una prueba
costosa y altamente insensible para detectar organismos portadores de MBL sensibles a los
carbapenemes (CMI <4 pg/mi) (Lee et al., 2003; Franklin et al, 2006; Mendes et al., 2006). La
mayoria de los métodos descritos, en especial la prueba de sinergia de doble disco y la prueba de
Hodge, a menudo son dificiles de realizar y subjetivas de interpretar, ademas de que pueden
demandar mucho tiempo. El acido 2-mercaptopropidnico y el 1,10 fenantrolina son téxicos para
manipularlos rutinariamente y se deben tener precauciones especiales para trabajar con esos
componentes, por lo que son inadecuados para el uso de rutina en los laboratorios clinicos (Pitout
et al., 2007). Por consiguiente, no hay una perfecta combinaciéon inhibidor-B-lactdmico para

detectar todas las MBL méviles (Walsh et al., 2005).



21

Para incrementar la sensibilidad de las pruebas se requieren varios sustratos (imipenem,
meropenem, ceftazidima, cefepime) preferiblemente con mas de un inhibidor. Los aislamientos
positivos deben remitirse a un laboratoric de referencia donde las técnicas moleculares puedan
verificar los fenotipos observados. Sin embargo, la realizacion de técnicas como PCR detectan la
~presencia del gen en el aislamiento clinico pero no indican el tipo de variante que esté presente,

por lo que se requiere realizar secuenciacion (Walsh et al., 2005).

2. JUSTIFICACION:

Los carbapenemes se han utilizade clinicamente para contrarrestar los patdégenos productores de
B-lactamasas. Actualmente se les considera como los agentes més potentes para el tratamiento de
infecciones por P. aeruginosa multirresistentes. No obstante, un nimero creciente de aislamientos
clinicos muestran stceptibiIidad disminuida o resistencia a estos antimicrobianos. En muchos
hospitales la presencia de P. aeruginosa con enzimas que hidrolizan los carbapenemes se ha
vuelto endémica, representando asi un desafio terapéutico.

Una preocupacion particular es que los genes que codifican para las metalo-B-lactamasas estan
localizados en integrones que eventualmente favorecen su diseminacion hospitalaria y en la
comunidad. Ademas, existe el riesgo de la transferencia horizontal de genes con otros organismos
patdgenos del hospital. Por otro lado, se ha determinado la presencia de genes._que no se
expresan y por lo tanto se produce una correlacién imperfecta con la resistencia a los
carbapenemes.

Tomando en cuenta que la mayoria de los genes blap, blavm, blagm-1, y blasi-1 s& han reportado
en integrones de clase 1, este trabajo pretende a través de las técnicas de PGR multiple y
secuenciacion de ADN, determinar la presencia de genes de resistencia a los carbapenemes y su
asociacién con integrones de clas'e 1 en 198 aislamientos de P. aeruginosa del Hospital México.

La caracterizacién molecular de las cepas contribuird a una mejor comprension de los' mecanismos

involucrados en la resistencia.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general:

Determinar fenotipica y molecularmente la presencia de metalo-B-lactamasas en 198 aislamientos
clinicos de Pseudomonas aeruginosa del Hospital México y su asociacion con integrones de clase

1.

3.2 Objetivos especificos:

» Realizar pruebas fenotipicas con E-test MBL para la deteccion de metalo-B-lactamasas en
las cepas de Pseudomonas aeruginosa de origen clinico aisladas en el Hospital México.

» Investigar la presencia de los genes blawpe, blavm, blagem. blagw v blagy en las cepas de
Pseudomonas aeruginosa a través de PCR multiple.

» Investigar la presencia de integrones de clase 1 en las cepas de Pseudomonas aeruginosa
productoras de metalo-p-lactamasas a través de la técnica PCR. |

» Establecer la asociacidén de genes de metalo-B-lactamasas con los integrones de clase 1

por medio de secuenciacién de los cassettes génicos.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipétesis nula: La resistencia a carbapenemes en P. aeruginosa se debe a genes gue codifican
para metalo-B-lactamasas asociadas a integrones de clase 1.

Hipotesis alternativa: La resistencia a carbapenemes en P. aeruginosa se debe a mecanismos de

resistencia diferentes a las enzimas metalo-p-lactamasas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcidn de los aislamientos

Se analizaron 198 aislamientos de P. aeruginosa aisladas de muestras clinicas del Hospital
Mexico entre noviembre del 2004 y octubre 2005.

Las cepas en estudio provienen de secreciones (n=48), orina (n=59), tracto respiratorio (nN=62) y
ofros (n=29). La clasificacion "otros” se debe a que muchos tipos de muestras no tenfan
aislamientos suficientes para realizar un analisis estadistico como un grupo aparte. En esta Ultima
categoria se incluyeron puntas de catéter, sangre, liquido abdominal, liquido peritoneal, tubo
corrugado, drenajg, colgajo, piel, tibia y ufias (Madriz-Garita, 2007).

Las pruebas de identificacion y susceptibilidad se realizaron utilizando las tarjetas GNI Vitek y las
tarjetas AST-GN651 (bioMérieux Vitek Inc., USA) para bacterias Gram-negativas.-tos aislamientos
se almacenaron a -80°C en caldo de infusion cerebro corazén con 20% de glicerol (vol/vol). Las
CMI obtenidas fueron interpretadas de acuerdo a las normas CLSI 2007 (Clinical and Laboratory
Standards Institute), y los antimicrobianos utilizados fueron amikacina, ampicilina,
ampicilina/sulbactam, aztreonam, cefazolina, cefepime, cefotetan, ceftazidime, ceftriaxone,
cefuroxime, cefuroxime/axetil, ciprofloxacina, gatifloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem,
nitrofurantoina, piperacilina/tazobactam, ticarcilina/acido clavulanico, tobramicina y trimetoprim
sulfametoxazol. Para el control de calidad en la determinacién de las CMI, se utilizaron las cepas
de referencia ATCC (American Type Cullture Collection) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli ATCC 35218. Para analisis estadlsticos, los

aislamientos que mostraron susceptibilidad intermedia a los antimicrobianos analizados fueron

clasificados como no-susceptibles o resistentes.
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5.2 Demostracion fendtipica de la actividad metalo-3-lactamasa de los aislamientos

Para la deteccion fenotipica de las metalo-B-lactamasas se emplearon las tiras E-test MBL (AB
BioDisk Company, Sweden) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las cepas de referencia utilizadas para los ensayos de metalo-B-lactamasas fueron, como control
negativo, P. aeruginosa ATCC 27853 y, como controles positivos, P. aeruginosa A5386 (blapp-1),
P. aeruginosa 115-10639A (blawp.s), P. aeruginosa 86-14571 (blawp.1a), F. aeruginocsa 101-4704
(blamp.1s), P. aeruginosa A3486 (blawp.1s), P. aeruginosa 75-3636C (blay4), F. aeruginosa 81-
11863A (blay.z), P. aeruginosa 7-406 (blaym.s), P. aeruginosa 48-1997A (blaspw.1), F. aeruginosa
73-5671 (blagma) Y A. baumannii 03-9-T104 (blagw.1). Los controles positivos fueron
proporcionados amablemente por la Dra. Ana C. Gales (Laboratorio Especial de Microbiologia

Clinica, Brasil).

5.3 Extraccion de ADN

Se trabaj6 con una coleccion de ADNs aportados por Vivian Madriz-Garita (Madriz-Garita, 2007)
extraidos con un método descrito anteriormente (Speijer et al., 1999). Para ello se crecieron las
bacterias en agar sangre por aproximadamente 24 horas y luego hizo una suspensién con una
asada de la bacteria en 20 pl de una solucidn de NaOH 80 mM y 0.25% de SDS. La
amplificabilidad @& algunos extractos de ADN gendmico se verifico mediante un PCR con

iniciadores especificos para el ARNr 168.

5.4 Determinacién de la presencia de los genes codificantes de las metalo-f-lactamasas

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con una mezcla comercial lista para usar (Fermentas,
USA) que contiene una Tag ADN polimerasa (recombinante), buffer PCR, 2 mM de MgCl, y 0.2
mM de cada dNTPs.

La deteccion de los genes que codifican para MBL se realizd por PCR multiple siguiendo el
protocolo descrito por Mendes y colaboradores para blawe, blavim, blaspm, blacm y blasm (Mendes et

al., 2007). Los iniciadores se presentan en el cuadro 3. Los parémetros de amplificacion fueron una
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desnaturalizacion inicial a 94°C por & min; seguido de 35 ciclos de 20 s a 94°C, 45 s a2 53°C y 30 s
a 72°C y finalmente una extension de 5 min a 72°C. La visualizacién de los amplicones se realiz6
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% preparados en buffer 0.56X TBE que fueron
corridos a 90 V por 46 min. Los geles fueron teflidos con bromuro de etidio (0.5 pg/mL). Se
cargaron 5 ul de muestra en cada pozo y se utilizé como marcador de tamafio el Mass Ruler DNA
de la casa comercial Fermentas. El tamafio de los productos de amplificacion esperados se
muestra en el cuadro 2. Como cepas control se utilizaron las mismas cepas descritas para la

deteccion fenotipica de MBLs.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la deteccidn de los genes codificantes de las MBLs

Iniciador Secuencia nucleotidica (5°-3") Gen por Tamafio
amplificar esperado (ph)

IMPgen-F1  GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(CIT)TCTC  tipo blawe 188
IMPgen-R1  CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC

VIMgen-F2  GTTTGGTCGCATATCGCAAC tipo hlaym 382
VIMgen-R2  AATGCGCAGCACCAGGATAG

GIM-F1 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC blagiw 72
GIM-R1 CGGAACGACCATTTGAATGG

SIM-F1 GTACAAGGGATTCGGCATCG blagiu.1 569

_ SIM-R1 TGGCCTGTTCCCATGTGAG

SPM-F1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG blasp.1 798
SPM-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC

5.5 Caracterizacién filogenética de las P. aeruginosa por la téchica de RAPD

Las reacciones por la técnica RAPD (random amplification of polymorphic DNA) fueron realizadas
por Madriz-Garita (Madriz-Garita, 2007), segun se describi¢ anteriormente (Speijjer et al., 1899). La
amplificacion se realizd en una mezcla de 25 pl que contenia 12.5 pl de 2X PCR Master Mix
(Fermentas, USA), 1 ul de primers ERIC2 (5'~AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG—3‘), 9pulde H,Oy

2.5 pl del ADN molde (dilucién 1:10); para una concentracion del primer de 20 uM en cada pocillo.
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Se realizé una fase de pre-PCR a 94°C por 4 min, 35 ciclos de PCR compuestos por 84°C por 1
min, 25°C por 1 min'y 72°C por 2 min; y posteriormente se realizé un post-PCR a 72°C por 10 min.
Para cada corrida de PCR se realizd un control negativo con agua para PCR y un control positivo
con la cepa P. aeruginosa ATCC 27853. Finalmente, los productos de PCR fueron separaron en
geles de agarosa al 2%, teflidos con bromuro de etidio al 2%, fotografiados con luz UV vy

analizados con el software GelCompar Il (Applied Maths, Kortrjik, Belgium) con un cut-off 280%.

5.6 Deteccion de integrones clase 1

Todos los aislamientos fueron analizados con los primers IntA e IntB para determinar la presencia
del gen intl (codifica la integrasa de clase 1). Posteriormente, los primers sull y sult.rev, y. los
primers orf4 y sull.rev, fueron utilizados para caracterizar los genes su/i (codifica resistencia a
sulfonamida) y qacEA1 (codifica resistencia a compuestos amino-cuaternario) correspondientes a
la region 3'CS segun un protocolo descrito anteriormente (Rosser y Young, 1999). Una vez
reconocido el integrén de clase 1 se procedié a amplificar la region variable (cassettes génicos)
con los primers 5°'CS y 3'CS (Levesque et al., 1995; Martinez-Freijo, 1999). Ademas, se utilizaron
los primers Int2F y 3'CS para amplificar un segmento variable que comprende un fragmento del
gen de la integrasa y el cassette inserto (Levesque et al., 1995; Martinez-Freijo, 1999). La
amplificacion se llevd a cabo con una mezcla comercial lista para usar (Fermentas, USA), 1 pl de
primers forward y reverse (concentracion stock de 25 uM), 10.5 pl de H,O, y 1 pl de ADN molde.
Los primers que se utilizaron para determinar los genes estructurales y las diferentes regiones de
un integrén clase 1 se indican en el cuadro 3.

La visualizacion de los amplicones resultantes se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% preparados en buffer 0.5X TBE, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0.5
Hg/mL) vy se corrieron a 90 V por 45 min. Se cargaron 5 pl de muestra en cada pozo y se utilizé

como marcador de tamafio el Mass Ruler DNA de la casa comercial Fermentas.
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Cuadro 3. Iniciadores utilizados para la deteccidon de regiones de integrones clase 1

Iniciador Secuencia nucleotidica (5°-3") Blanco a Tamafo
amplificar esperado (pb)

IntA ATCATCGTCGTAGAACGTCGG Integrasa 892

IntB GTCAAGGTTCTGGACCAGT

sul1 GTATTGCGCCGCTCTTAGAC sull 408

sult.rev CCGACTTCAGCTTTTGAAGG

orf4 TAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCC gacAE 872

sull.rev CCGACTTCAGCTTTTGAAGG

5°CS GGCATCCAAGCAGCAAG cassettes génicos variable

3'CS AAGCAGACTTGACCTGA

Int2F TCTCGGGTAACATCAAGG Integrasa y variable

3°CS AAGCAGACTTGACCTGA cassettes génicos

5.7 Clonacién de productos de amplificacién correspondientes a casettes génicos

Los productos de amplificacion (region variable amplificada por iniciadores 5°CS-3°CS) se
purificaron con el Wizard SV Gel and PCR Clean-up System siguiendo las instrucciones del
fabricante (Promega). Los productos purificados se ligaron dentro de un vector de seleccion
positiva (pJET; Fermentas, USA) utilizando el GeneJET PCR Cloning Kit, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El vector pJET (3128 pb) contiene un gen que codifica para una
endonucleasa de restriccion que es letal para la mayoria de las cepas de Escherichia coli utilizadas
en clonacion. La ligacion de un fragmento de un ADN en el sitio multiple de clonacion, corre el
marco de lectura del gen letal y, como resultado, Unicamente las células con el plasmido
recombinante podran crecer.

Los plasmidos recombinantes resultantes se propagaron en las cepas £ coli DH5a
[®80d/acZAM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (ry-, mgt), SuUpE44, relAt, deoR, A(lazZYA-
argF) U168, phoAl y E. coli JM107 [F’", traD36, proA™B", lacl®, A(lacZ)M15 / e14” (McrA'), A(lac-pro)
endA1, gyrA96 (Nal'), thi-1, hsdR17 (re- myt), ginV44, relA1]. Estas células se hicieron

competentes con el método de CaCl,. Para ésto, se inocularon en 5 ml de caldo Luria Bertani (LB)
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y se incubaron toda la noche a 37°C con agitacion constante. Al dia siguiente, se tomaron 1.5 mi
del cultivo ya crecido para inocularlas en un erlenmeyer con 100 ml de caldo LB. Los cultivos se
incubaron por 3 h a 37°C con agitacion. Luego, se centrifugd el cultivo a 5000 rpm durante 10 min
a 4°C en tubos plasticos estériles y frios de 50 ml. Posteriormente, las células se mezclaron
rapidamente con un agitador tipo vortex en 20 ml de CaCl, 100 mM, estéril y frlo; y se incubaron
sobre hielo durante 3 h a 4°C. Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 5000 rpm durante 10
min a 4°C y se resuspendieron suavemente en 2 ml de CaCl, 100 mM cori glicerol al 16% esteril y
frio y se incubaron sobre hielo por 12 h. Finalmente, se alicuotaron las células competentes en 10
tubos estériles (200 pltubo) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

La transformacion se realizé mediante choque térmico. Para este paso, se tomaron 50 pl de las
células competentes de E. coli DH5a y/o E. coli JM107, previamente descongeladas sobre hielo; y
se les afiadid 5 pl del producto de ligacion. Esta mezcla se incubd en hielo por 20-30 min y
posteriormente, se colocaron los tubos en un bafio de agua a 42°C por 2 min. Después se le
afadidé 1 ml de caldo LB a cada tubo y se incubaron a 37°C por 30 min — 1 h. Finalmente, puesto
que el vector pJET contiene un gen de B-lactamasa en la posicion 2068-2928 pb que confiere
resistencia a ampicilina, la seleccion de los transformantes se hizo al inocular 100 pl del cultivo
sobre placas de agar LB suplementado con ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml.

La extraccion del ADN plasmidico para los analisis de restriccidén y secuenciacion se realizé con el
método de lisis por ebullicion a pequefia escala (Sambrook et al, 1989). Posteriormente, se
utilizaron las enzimas de restriccion Xhol y Bglll para linearizar el plasmido y verificar la presencia
del inserto segln las instrucciones del fabricante (Fermentas, USA). Los fragmentos fueron

visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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5.8 Secuenciaciéon de ADN

El ADN de los productos de clonacién seleccionados se cuantificd mediante espectrometria
(absorbancia a 260 nm). Posteriormente fueron secuenciados en ambas direcciones con primers
especificos (pJET forward: B5°GCCTGAACACCATATCCATCC-3" vy pJET reverse: 5'-
GCAGCTGCAGAATATTGTAGGAGATC-3"). Cuando fue necesario se disefiaron primers adicionales
{primer walking) con e! software Primer3 (Rozen y Skaletsky, 1998), para completar la secuencia
de la region variable. La secuenciacion de nucledtidos se llevdo a cabo con el método de
terminacién de cadena dideoxi en un secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
CA). Una vez determinadas, las secuencias se editaron con el software Sequence Scanner 1.0
(Applied Biosystems, 2005) y se ensamblaron con el software DNA-Man 5.2.9 (Lynnon Biosoft,
2001). Finalmente, se realizd un BLASTN con las secuencias depositadas en el GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.9 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron con el software SPSS 15.0 (Chicago, IL, 2006). Mediante este
programa se llevaron a cabo analisis de frecuencias para perfiles de resistencia, pruebas de
concordancia o relacion entre las pruebas fenotipicas y genotipicas para la deteccion de metalo-B-
lactamasas (McNemar), pruebas de independencia de Chi?, y finalmente, se determiné la razon de
grados de probabilidad (OR), con el fin de medir el riesgo de desarrollar resistencia a imipenem
entre los aislamientos que presentan genes codificantes de metalo-B-lactamasas. Para este Ultimo
analisis se tomd en cuenta el intervalo de confianza y el valor de Chi®. Resultados con p < 0.05

fueron considerados estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS
6.1 Porcentaje de resistencia antimicrobiana en los aislamientos clinicos de P. aeruginosa

Un total de 198 aislamientos de P. aeruginosa fueron incluidos en este estudio. Los porcentajes de
resistencia a los diferentes aminoglicosidos, fiuoroquinolonas y B-lactamicos se muestran en el

cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentaje de resistencia antimicrobiana en 198 aislamientos clinicos de P.

aeruginosa

Antibidtico n % Antibidtico n %
Gentamicina 142 71,7 Imipenem 116 58.6
Tobramicina 134 67.7 Meropenem 112 56.6
Amikacina 121 61.1 Ceftazidima 135 88.2
Gatifloxacina 139 70.2 Cefepime 125 63.1
Ciprofloxacina 135 68.2 Ticarcilina/acido clavulanico _ 142 71.7
Aztreonam 148 74.7 Piperacilina/tazobactam 47 23.7

De los 116 aislamientos de P. aeruginosa no-susceptibles a imipenem, 79 (68.1%) presentaron
CMls a imipenem superiores a 256 pg/ml, 27 (23.3%) con CMIs entre = 16 y 128 pyg/mly 10 (8.6%)

entre 8 y < 16 pg/ml.

6.2 E-test MBL para la deteccién de metalo-p-lactamasas en P. aeruginosa de origen clinico

Entre los 188 aislamientos de P. aeruginosa, 102 (51.5%) dieron resultados positivos para metalo-
B-lactamasas por E-test MBL. De éstos 102 aislamientos, 102 (100%) fueron resistentes a
imipenem, ceftazidima y cefepime, 100 (98%) fueron resistentes a amicacina, ciprofloxacina y

gatifioxacina vy 89 (87.3%) fueron resistentes a meropenem.
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Las figuras 6A a 6D permiten comparar los resultados observados ante la presencia o ausencia de

la enzima metalo-B-lactamasa con la prueba de E-test MBL.

6A. P. aeruginosa 75-3636C (blayu.1). CMI IP| = 2 ug/mi, CMI IP > 256 pg/mi.

6C. Pae-109. CMI IP| = 4 pg/ml, CMI IP = 128 pg/m.

6D. Pae-145. CMI IPl = 1 pg/ml, CMI IP < 4 pg/ml.

Figura 6. Resultados fenotipicos de la deteccion de metalo-B-lactamasas con E-test MBL. La
figura 6A corresponde a la cepa P. aeruginosa 75-3636C (blaym.4) utilizada como control
positivo. Las figuras B y C corresponden a resultados MBL positivos (Pae-75 y Pae-109

respectivamente). La figura D corresponde a MBL negativo (Pae-145).
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6.3 PCR muiltiple para investigar la presencia de los genes blayp, blaym, blaspy, blagm Y blasm
Noventa y seis (94.1%) de los 102 aislamientos positivos con E-test MBL también fueron positivos
para los genes blayp vy blayw (Figura 7), 5 (4.9%) fueron positivos Unicamente para blayp, mientras
que uno (0.98%) presentd resultados negativos. Este Ultimo aislamiento mostré resistencia a
imipenem (CMI = 84 pg/ml) y @ meropenem (CMI = 16 pg/mi). De los 96 aislamientos restantes
negativos por E-test, 2 (2.08%) dieron positivo para los genes blaye v blayy. Ambos aislamientos
fueron resistentes a meropenem (CMI = 16 pg/mi), pero mostraron CMI a imipenem por debajo del
punto de corte para resistencia, uno mostrd una CMI = 12 pug/ml, mientras que el otro presentd una
CMI = 4 pg/ml.

No hubo evidencia molecular de la presencia de los genes blagpu, blaem Y blagm con los primers
utilizados en este estudio.

Con los datos recopilados se utilizé 1a prueba de MgNemar para analizar [a relacion o concordancia
entre las pruebas fenotipicas y genotipicas y se concluyd que no existen diferencias

estadisticamente significativa entre ambos métodos diagnosticos (Chi2= 186.19 y p = 1.00).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 M

10000 pb

1500 pb
1031 pb

500 pb
382 pb

188 pb

72 pb

Figura 7. PCR multiple para las metalo-B-lactamasas IMP, VIM, SPM-1, GIM-1 y SIM-1. En los
extremos se muestra el marcador de tamafio molecular (M). De izquierda a derecha (1-17) se
muestran los productos de las cepas Pae-1, Pae-7, Pae-8, Pae-11, Pae-12, Pae-16, Pae-17, Pae-

20, Pae-21, Pae-23, Pae-27, Pae-30, Pae-31, Pae-32, Pae-33, Pae-34 y Pae-36. En el carril 18 se
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observan las bandas correspondientes a las cepas control GIM-1 (72 pb), IMP-1 (188 pb) y VIM-~1

(382 pb).

6.4 Frecuencia de P. aeruginosa productores de metalo-B-lactamasas segtin origen de la
muestra

Los aislamientos de P. aeruginosa se obtuvieron principalmente del tracto respiratorio (31.3%),
orina (29.8%), secrecion (24.2%) y "otros” (14.6%) (Cuadro 5). No obstante, la deteccion genotipica
de MBLs por PCR fue mayor en la categoria "otros” (72.4%) y secrecidn (60.4%), (Prueba de

independencia, Chi*= 9.64, p = 0.02).

Cuadro 5. P. aeruginosa productoras de metalo-f-lactamasas segiin origen de la muestra

Tipo de Aislamientos  No. de aislamientos E-test MBL No. de aislamientos
muestra clinicos IPM-resistentes positivo positivos por:

blapike blavim-iike
Secrecion 48%(24.2)> 33 (68.7) 28 (58.3) 29 (60.4) 27 (56.2)
Orina 59 (29.8) 28 (47.4) 26 (44.1) 27 (45.8) 26 (44.1)
Tracto resp.® 62 (31.3) 32 (51.6) 27 (43.8) 26 (41.9) 25 (40.3)
Otros 29 (14.6) 23 (79.3) 21 (72.4) 21 (72.4) 20 (69.0)
Total 198 (100) 116 (100) 102 (100) 103 (100) 98 (100)

#NUmero de aislamientos.
b Porcentaje de aislamientos.
¢ Tracto respiratorio.

No se obtuvo amplicones con los primers para blaspw.1, blagi.1 ¥ blasm1.
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6.5 Analisis comparativo de la resistencia antimicrobiana en aislamientos productores y no
productores de metalo-B-lactamasas

Una vez determinada la produccion de MBLs en las P. aeruginosa, se compard el perfil de
resistencia a los diferentes antibidticos con los organismos no productores de MBLs, con el fin de
evaluar si existen diferencias significativas entre ambos grupos de microorganismos En general,
los ajslamientos productores de MBLs son resistentes a mas antibidticos que los aislamientos que
no producen la enzima. El 100% de los aislamientos MBLs positivo fueron resistentes a las
cefalosporinas y a los aminoglicosidos gentamicina y tobramicina. Se observd ademas, que
aunque las metalo-B-lactamasas hidrolizan a los carbapenemes, el imipenem fue mas afectado que
el meropenem (Cuadro 6). De los 103 aislamientos positivos para MBLs por PCR, 89 (86.4%)
mostraron resistencia a imipenem (CMI 2 16 pg/ml) y meropenem (CMI 2 16 pg/mi), 13 (12.6%)
fueron resistentes a imipenem (CM! 2 16 pg/ml) pero sensibles a meropenem (CMI entre 2 y 4
Hg/ml) y un tnico aislamiento (0.97%) fue sensible a imipenem (CMI < 4 pg/ml) pero resistente a
meropenem (CM| 2 16 pg/ml). Por otro lado, 14 de los 116 zislamientos imipenem resistentes (8
con CMI entre 8 y < 16 pg/ml, y & con CMI 2 16 pg/ml) también mostraron resistencia a
meropenem (CMI 2 16 pg/ml), no obstante no se detecté la produccién de MBLs por E-test y/o por
PCR.

Aunque la resistencia a piperacilinaltazobactam fue menor, existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de aislamientos.



Cuadro 6. Porcentaje de resistencia segin la presencia o ausencia de MBLs por PCR
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Antibistico Aislamientos MBL-positivo Aislamientos MBL-negativo p

n=103 n=295

n (%) n (%)
Gentamicina 103 (100.0) 39 (41.1) <0.001
Tobramicina 103 (100.0) 31 (32.8) <0.001
Amikacina 101 (98.1) 20 (21.0) <0.001
Gatifloxacina 101 (98.1) 38 (40.0) <0.001
Ciprofloxacina 101 (98.1) 34 (35.8) <0.001
Aztreonam 102 (99.0) 46 (48.4) <0.001
Imipenem 102 (99.0) 14 (14.7) <0.001
Meropenem 90 (87.4) 22 (23.2) <0.001
Ceftazidima 103 (100.0) 32 (33.7) <0.001
Cefepime 103 (100.0) 22 (23.2) <0.001
Ticarcilina/acido clavulanico 103 (100.0) 39 (41.0) <0.001
Piperacilina/tazobactam 33(32.0) 14 (14.7) 0.004

6.6 Deteccion de_integrones de clase 1 mediante PCR

Con los primers para el gen Int1 (Figura 8), se logrd determinar la presencia de integrasa en 137
(69.2%) aislamientos, de los cuales 136 (99.3%) y 122 (89.05%) dieron resultados positives para
los genes sul1 (Figura 9) y qacAE1 (Figura 10), respectivameﬁte. Una vez reconocido el integron
clase 1 se utilizaron los primers 5°CS y 3'CS (Figura 11) para amplificar la region variable y los
primers Int2F y 3°CS (Figura 12) para amplificar un segmento variable que comprende un
fragmento del gen de la integrasa y el cassette génico. De los 137 aislamientos con integrones
clase 1, 19 (13.9%) dieron resultados positivos para cassettes génicos. Interesantemente, todos

estos 19 aislamientos fueron imipenem-sensibles y no dieron resultados positivos con el ensayo de
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E-test para la deteccion de metalo-B-lactamasas. El tamafio de los amplicones varié entre 700 y

2500 pb (Cuadro 7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 M

1500 pb

1031 gb
900 p

Figura 8. PCR IntAB para el gen /ntl. En los extremos se muestra el marcador de tamafo
molecular (M), mientras que de izquierda a derecha (1-16) se muestran los resultados para las
cepas Pae-103, Pae-104, Pae-105, Pae-106, Pae-107, Pae-108, Pae-109, Pae-110, Pae-119, Pae-
120, Pae-121, Pae-125, Pae-126, Pae-130, Pae-131 y Pae-132. Los carriles 17 y 18 corresponden

a los controles negativo (P. aeruginosa ATCC 27853) y positivo (E. coli UCR-0689).

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 M

Figura 9. PCR sull-suli.rev para el gen su/l. En los extremos se muestra el marcador de
tamafio molecular mientras que de izquierda a derecha se muestran los resultados para las cepas
Pae-45, Pae-61, Pae-80, Pae-127, Pae-138, Pae-149, Pae-150, Pae-164, Pae-169, Pae-201, Pae-
13, Pae-59, Pae-67, Pae-68, Pae-81 y Pae-122. Los Ultimos dos carriles corresponden a los

contreles negativo (P. aeruginosa ATCC 27853) y positivo (E. coli UCR-0689).
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10000 pb.___#

1500 pb

Figura 10. PCR Orf4-sull.rev para el gen gacAE1. En el primer carril se muestra el marcador de
tamafio molecular (M). Los carriles del 1 al 5 corresponden a las cepas Pae-407, Pae-159, Pae-
221, Pae-222 y Pae-224, mientras que los Ultimos dos carriles corresponden a los controles

negativo (P. aeruginosa ATCC 27853) y positivo (E. coli UCR-0689).

<«—10000 pb

Figura 11. PCR 5°CS-3'CS para la region variable (cassettes génicos). En los extremos se
muestra el marcador de tamafio molecular y de izquierda a derecha se muestran los productos

purificados de las cepas Pae-158, Pag-164, Pae-198, Paeg-221, Pae-224, Pae-308 y Pae-387.
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Figura 12. PCR Int2F-3°CS para la regidon variable e integrasa. De izquierda a derecha (Carriles
del 1 al 5) se muestran los resultados para las cepas Pag-164, Pae-134, Pae-161, Pae-82, Pae-

221 y Pae-222. En el Gltimo carril se muestra el marcador de tamafio molecular.

Figura 13. PCR §°CS-3'CS para la region variable de aislamientos de P. aeruginosa imipenem
resistentes con cassette vacio. De izquierda a derecha (Carriles del 1 al 5) se muestran los
resultados para las cepas Pae—97, Pae-99, Pae-103, Pae-104, y Pae-105. Los carriles 6 y 7
corresponden al control positivo (E. coli UCR-0689) y al control negativo (P. aeruginosa ATCC

27853) respectivamente. El Giltimo carril muestra el marcador de tamafio molecular.



Cuadro 7. Integrones de clase 1 en aislamientos de P. aeruginosa
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Aislamientos®  Int1 sull qacAEA1 cassettes génicos (pb)  Integrasa+cassettes (pb)
Pae-9 + + + 800 1500
Pae-47 + + + 1400 2000
Pae-82 + + - 800 1500
Pae-87 + + - 800 1500
Pae-100° + + + 700, 800 1300
Pae-134 + + + 1400 2000
Pae-157 + + + 800 1400
Pae-158 + + + 800 1600
Pae-169 + + + 800 1400
Pae-161 + + + 1400 2000
Pae-164 + + + 2500 3000
Pae-186 + + + 1600 2200
Pae-198 + + + 1400 2000
Pae-209 + + + 1400 2000
Pae-221 + + + 1600 2200
Pae-224 + + + 2500 3100
Pae-232 + + + 1400 2000
Pae-308 + + + 1600 2200
Pae-387 + + - 1400 2000

® Todos los aislamientos con cassettes génicos fueron sensibles a imipenem y meropenem y no se

detectd la presencia de metalo-B-lactamasas por E-test MBL.

® Dos integrones de clase 1.
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6.7 Secuenciacidn de jos cassettes génicos contenidos en los integrones de clase 1

La secuencia de nucleétidos de la regién variable de los integrones permiti¢ identificar los genes de
resistencia (Cuadro 8). El fenotipo de resistencia no siempre correlacioné con el genotipo
encontrado, como es el caso del aislamiento Pae-47, donde a pesar de la nresencia del gen aadA6
no se observé resistencia a ninguno de los aminoglicosidos ensayados.

Un aislamiento (Pae-100) reveld la presencia de dos integrones de clase 1, uno con un cassette de
700 pb y otro con un cassette de 800 pb. El primero revelé la presencia del gen gacF que confiere
resistencia a compuestos cuaternarios de amonio (Tennstedt ef al., 2003), mientras que el segundo
presentd un cassette con el gen aacA4 que codifica una aminoglicosido acetiltransferasas AAC(6°)-
Il para resistencia a gentamicina y kanamicina pero no para amikacina (Stokes et al., 1993; Yan et
al., 2008). Seis aislamientos adicionales portaban un integron con un Unico cassette aacA4 y otros
tres aislamientos portaban integrones con 2 cassettes génicos: el gen aacA4 y el gen aadAZ2. Este
ultimo gen codifica para una aminoglicosido-3"-adenililtransferasa que confiere resistencia a
estreptomicina y espectinomicina (Stokes et al, 1993). En otros siete aislamientos se detecto la
presencia de integrones con dos cassettes génicos. El primero contenia el gen orfD de funcidn
desconocida (Gu et al., 2007) y el segundo cassette génico detectado fue el aadA6 que codifica
una aminoglicésido adeniltransferasa que confiere resistencia a diversos aminoglicosidos (Naas et
al., 1999; Gu et al., 2007). Los festantes 118 (86.1%) integrones no amplificaron con los primers

5'CSy 3°CS.
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Cuadro 8. Cassettes génicos obtenidos con los primers 5°CS y 3°CS en aislamientos de

P. aeruginosa

Aislamientos

Cassettes génicos (5°-3")

Fenotipo de resistencia a aminoglicésidos®

segln el sistema VITEK

Pae-9
Pae-82
Pae-87

Pae-100

Pae-157

Pae-158

Pae-159

Pae-186

Pae-221

Pae-308

Pae-47

Pae-134

Pae-161
Pae-1388

Pae-209

Pae-232

Pae-387

aacA4

aacA4

aacA4
aacA4,

gacF

aacA4

aacA4

aacA4
aacA4+aadA7
aacA4+aadAt
aacA4+aadAl
orfD+aadA6

orfD+aadA6

orfD+aadA6
orfD+aadA6

orfD+aadA6

orfD+aadA8

orfD+aadA6

GEN (CMI = 16 pg/ml)
GEN (CMI = 16 pg/ml), TOB (CMI = 16 pg/ml)
GEN (CMI = 16 pg/ml), TOB (CMI = 16 pg/ml)

GEN (CMI = 16 pg/ml), AMK (CMI = 32 ug/ml)

GEN (CMI = 16 pg/ml)

GEN (CMI =2 16 pg/ml), TOB (CMI =z 16 ug/ml)
GEN (CMI = 16 pug/ml)

GEN (CMI = 16 pg/ml), TOB (CMI = 16 pg/ml)
GEN (CMI = 16 ug/ml)

GEN (CMI = 16 pg/ml), TOB (CMI = 16 pg/ml)
GEN (CMI = 4 pg/ml), TOB (CMI < 0.5 pg/ml)
GEN (CMI =z 16 pg/ml), TOB (CMI = 16 pg/ml),
AMK (CMI = 64 pg/ml)

GEN (CMI = 16 pg/mi), AMK (CMI = 64 ug/ml)
GEN (CMI = 8 pg/ml)

GEN (CMI 2 16 pg/mi), TOB (CMI = 16 ug/mi),
AMK (CMI = 64 pg/mi)

GEN (CMI 2 16 pg/ml), AMK (CMI = 64 pg/ml)

GEN (CMI = 16 pg/ml), AMK (CMI = 64 pg/mi)

® GEN, Gentamicina; TOB, Tobramicina; AMK, Amikacina
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Los cassettes génicos aacA4, aadA1 and aadA6 se han descrito en P. aeruginosa, A. baumannii y

Enterobacteriaceae en combinacion con genes codificantes de B-lactamasas, incluyendo genes de

metalo-B-lactamasas (Fukigai et al., 2007; Gu ef al., 2007; Pitout et al., 2007).

6.8 Metalo-B-lactamasas e integrones de clase 1

A pesar del hecho que los integrones de clase 1 estaban presentes en todas las P. aeruginosa
productoras de metalo-B-lactamasas, ninguna de ellas mostrd evidencia de cassettes génicos con
los primers 5°CS-3'CS (Figura 13) y por lo tanto no se logro establecer una asociacion entre la

produccion de MBLs y su presencia como cassettes génicos en integrones de clase 1 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Asociacién entre metalo-B-lactamasas e integrones de clase 1

Metalo-B-lactamasas Integrones de clase 1

detectadas por PCR

Int1 positivo  Int1 negativo  Total cassettes génicos

Metalo-B-lactamasa tipo IMP 103 0 103 O
Metalo-B-lactamasa tipo VIM 98 0 98 0

Ausencia de metalo-B-lactamasas 34 61 95 20

Total de aislamientos® 137 61 198 20 —

? Todos los aislamientos tipo VIM también poseen el gen que codifica para las IMP-MBLs, por lo
que se considerd en la sumatoria total Ginicamente a los aislamientos productores de IMP-MBLs y

los no productores de dicha enzima.
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Por otro lade, al analizar la frecuencia de P. aeruginosa segln servicios hospitalarios, se pudo
determinar que la unidad de terapia intensiva (UTI), emergencias quirtrgicas, los pisos 2, 5y 6 son
los servicios con mayor cantidad de aislamientos de P. aeruginosa, mas del 50% productores de
MBLs. Ninguno de los aislamientos correspondientes al servicio de neurocirugia y el piso 1

mostraron resistencia a imipenem y/o fueron productores de MBLs (Cuadro 10).

Cuadro 10. Aislamientos productores de metalo-$-lactamasas seglin servicio hospitalario

Servicio Aislamientos  No. de aislamientos No. de aislamientos positivos para:
clinicos imipenem-resistentes

n (%) blapp-ie blayim-ixe
Terapia intensiva 46 41® (89.1)° 39 (84.8) 37 (80.4)
Emergencia quirirgica 13 11 (84.6) 10 (76.9) 9 (69.2)
Emergencia general 3 2 (66.7) 1(33.3) 1(33.3)
Consulta externa 12 3 (25) 2 (16.7) 2 (18.7)
Neurocirugia 3 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Piso 1 2 0 (0) 0(0) - 0 (0)
Piso 2 .5 5 (100) 4 (80.0) 4 (80.0)
Piso 3 25 8 (32.0) 6(24.0) 6 (24.0)
Piso 4 22 4(18.2) 3(13.6) 3(13.6)
Piso 5 30 19 (63.3) 18 (60.0) 17 (66.7)
Piso 6 34 21(61.8) 18 (52.9) 17 (50)
Piso 7 3 2 (66.7) 2 (66.7) 2 (66.7)
Total 198 116 (58.6) 103 (52.0) 98 (49.5)

® NUmero de aislamientos
® Porcentaje de aislamientos

No se obtuvo amplicones con los primers para blaspm.1, blagm-1 ¥ blagim1.
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6.9 Metalo-B-lactamasas y su relacion clonal a través de la técnica de RAPD

Finalmente, con el objetivo de determinar el origen clonal de los 198 aislamientos de F.
aeruginosa, se compararon nuestros resultados con los datos obtenidos anteriormente por Madriz-
Garita a través de la técnica de RAPD (Madriz-Garita, 2007). Dieciocho (9%) de los 198
aislamientos no pudieron ser tipificados con la técnica de RAPD. De los 180 (91%) aislamientos
restantes, 132 pudieron ser clasificados en 29 grupos con una similitud igual o superior al 80%.
Nueve grupos primarios (I-IX) contienen de 6 a 13 aislamientos, mientras que 45 aislamientos
fueron distribuidos en 20 grupos secundarios (i-xx), cada uno con 2 6 3 aislamientos (Cuadro 11,
Figura 14). Interesantemente, de los 87 aislamientos de P. aeruginosa representados en los grupos
primarios, 71 (81.6%) mostraron evidencia molecular de la presencia de genes de metalo-B-
lactamasas mientras que Unicamente 14 (31.1%) aislamientos de los grupos secundarios dieron
resultados positivos para MBLs. La mayoria de las MBLs estaban distribuidés entre los cluster
primarios I, 1ll, V, VI'y VIl pero no se encontrd ningin aislamiento productor de MBLs en el grupo

V.
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Cuadro 11. Relacion clonal entre las P. aeruginosa productoras de metalo-p-lactamasas

Clusters Aislamientos No. de aislamientos E-test No. de aislamientos positivos para:
(RAPD) clinicos imipenem-resistentes MBL

blaimp-iike blavipike
1 12 9° (75.0)" 9 (75.0) 9 (75.0) 9 (75.0)
I 12 11 (91.7) 10 (83.3) 11 (91.7) 10 (83.3)
1} 8 8 (100) 8 (100) 8 (100) 8 (100)
v 6 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
\% 7 7 (100) 7 (100) 7 (100) 7 (100)
VI 8 8 (100) 8 (100) 8 (100) 7 (87.5)
il 13 9 (69.2) 9 (69.2) 9 (69.2) 9(69.2)
Vil 12 12 (100) 12 (100) 12 (100) 12 (100)
IX 9 8 (88.9) 8 (88.9) 7 (77.8) 7 (77.8)
Cs*® 45 21(46.7) 14 (31.1) 15 (33.3) 14 (31.1)
CND® 48 15 (31.3) 10 (20.8) 10 (20.8) 8 (16.7)
RNO® 18 8 (44.4) 7 (38.9) 7 (38.9) 7 (38.9)
Total 198 116 (58.6) 102 (51.5) 103 (52.0) 98 (49.5)

# No. de aislamientos

b Porcentaje de aislamientos
°CS, clusters secundarios.

d CND, clonalidad no determinada (cut off <80)
®RNO, resultados no obtenidos con primers ERIC2.

No se obtuvo amplicones con los primers para blaspm.1, blagim1 ¥ blasim1.
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Figura 14. Porcentaje de correlacidon entre las distintas cepas de P. aeruginosa, su lugar de

aislamiento segln sexo, servicio, tipo de muestra y grupo al que pertenecen.
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7. DISCUSION

La caracterizacién de las metalo-B-lactamasas se realizé por métodos fenotipicos y genotipicos.
Los resultados muestran una alta correlacién entre ambos procedimientos (p = 1.0). Una excepcidn
fue un Unico aislamiento que resultd positivo con las tiras E-test MBL pero negative por PCR. Los
resultados falsos positivos con E-test se han asociado en parte con el efecto del zinc sobre las
porinas OprD (Conejo et al., 2003). No obstante, dicho aislamiento positivo por E-test MBL también
mostré resistencia a imipenem, meropenem y ceftazidima, lo que no descarta la posibilidad de otro
tipo de MBL que no es detectable con los primers utilizados en la PCR, o bien, una combinacién de
diferentes mecanismos como las bombas de eflujo y otros tipos de B-lactamasas. Otros 2
aislamientos dieron resultados negativos por E-test MBL pero mostraron evidencia molecular de
IMP y VIM metalo-B-lactamasas. Esta discrepancia podria ser explicada por la baja sensibilidad de
los E-test MBL cuando las CMI a imipenem son inferiores a 4 pg/ml (Yan et al., 2004; Galani et al.,
2008). Ademés, se ha observado que existe una correlacion imperfecta entre bacterias portadoras
de genes que codifican para MBLs y la expresion de resistencia a los carbapenemes (Yan et al.,
2001, Livermore et al., 2003), por lo que se ha sugerido que aun las mas potentes
carpapenemasas de clase B pueden proteger a los organismos Gram-negativos solo si actlian en
conjunto con impermeabilidad de la membrana (Livermore ef al.,, 2003; Behera et al., 2008). Esta
hipétesis podria explicar la mayor resistencia encontrada para el antibiético imipenem y en menor
grado al meropenem entre los aislamientos productores de metalo-B-lactamasas. De esta forma,
los 13 aislamientos MBL positivo que presentaron resistencia a imipenem y sensibilidad al
meropenem podrian ser el resuitado de la presencia de MBLs en combinacién con
impermeabilidad por las porinas OprD, mientras que el aislamiento que mostré sensibilidad a
imipenem v resistencia a meropenem podria explicarse por la combinacion de la MBL y otro
mecanismo de resistencia como las bombas de eflujo MexAB-OprM que afectan al meropen'em
pero no a imipenem (Li y Nikaido, 2004).

En general, la resistencia de los aislamientos de P. aeruginosa a carbapenemes atribuida a B-

lactamasas se debe a la produccién de metalo-B-lactamasas (Bonomo y Szabo, 2006). En este
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estudio con aislamientos del Hospital México, la resistencia a imipenem y meropenem esta
asociada en gran parte a la produccion de las enzimas IMP y VIM metalo-B-lactamasas (prueba de
independencia, p < 0.001). Para determinar la asociacion entre los genes blayp, blayw, V la
resistencia a imipenem, se calculd ademas, la razdn de grados de probapilidad (OR), el intervalo

de confianza al 95% (IC), y Chi®>. En el caso del gen blaye, existe una probabilidad 590.1 veces

mayor de desarrollar resistencia a imipenem (OR = £90.1, IC al 95% = 208.6 — 1668.6, y Chi®

1l

144.7), y para el gen blayy existe una probabilidad de 413.5 veces mayor (OR = 413.5, IC al 95%

147.1 — 1162.6, y Chi¥= 130.5) que cuando los genes estan ausentes.

La prevalencia global de MBLs en los 198 aislamientos fue del 52.0% (n = 103) y del 49.5% (n
98) para las metalo-B-lactamasas IMP y VIM, respectivamente. Sin embargo, cuando se toman en
cuenta Unicamente los 116 aislamientos imipenem-resistentes la prevalencia aumenta hasta el
88.8% (103/116) para las MBLs tipo IMP y hasta el 84.5% (98/116) para las MBLs tipo VIM, dato
que supera la prevalencia publicada para aislamientos clinicos de P. aerucinosa en América Latina
(Sader et al., 2004). Catorce de los 116 aislamientos imipenem-resistentes (12.1%), también fueron
resistentes a meropenem pero a diferencias de los demas aislamientos, no mostraron resultados
positivos para MBLs por E-test y/o PCR. Este dato sugiere que la resistencia a ambos
carbapenemes podria ser el resultado de la combinacion de diversos mecanismos tales como
impermeabilidad de membrana, sobreexpresion de bombas de eflujo u otras B-lactamasas como
las carbapenemasas de clase A o clase D.

Por otro lado, se pudo estimar que la cantidad de aislamientos del tracto respiratorio (n = 62), orina
(n = 59) y secrecion (n = 48) fue bastante similar, lo que sugiere que estos son los sitios de mayor
infeccion o colonizacion por P. aeruginosa. Sin embargo cuando se compararon todos los tipos de
muestra con la presencia de MBLs, se pudo determinar que la mayor proporcion de MBLs se
encuentra en la categoria “otros” (72.4%) y la categoria "secrecién” (60.4%) (prueba de
independencia, Chi? = 9.6, p = 0.02). Los aislamientos del grupo "otros” tiene porcentajes ‘def

resistencias mayores a muchos antibidticos (aminoglicésidos, B-lactamicos y tluoroquinolonasy.que
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los aislamientos de los otros tipos de muestras y en su mayoria proceden del servicio de terapia
intensiva.

Los aislamientos clinicos de P. aeruginosa productores de MBLs tienden a ser mas resistentes a
otras clases de agentes antimicrobianos (Walsh et al., 2005, Huang et al., 2007). El analisis de los
perfiles de resistencia antimicrobiana que se obtuvo al comparar los aislamientos de P. aeruginosa
productores y no productores de metalo-B-lactamasas, concuerda con lo descrito anteriormente
puesto que existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la resistencia mostrada
por ambos grupos de microorganismos. En este estudio se encontré que los aislamientos de P.
aeruginosa MBL positivo presentan resistencia a cefalosporinas, aminoglicésidos, fluoroquinolonas,
carbapenemes, ticarcilina/acido clavulénico y la monobactama aztreonam (p < 0.001). Para este
Ultimo antibidtico los aislamientos MBL positivos mostraron un 99 % de resistencia, no obstante el
aztreonam no sufre hidrélisis enzimatica mediada por MBLs y su resistencia podria estar asociada
a otros mecanismos de resistencia tales como bombas de eflujo o hiperproduccion de
cefalosporinasas (Quale ef al., 2006).

Por otro lado, la resistencia a amikacina, gentamicina, tobramicina, ceftazidima y cefepime entre
los aislamientos productores de MBLs sugiere que, muy probablemente, los genes de resistencia
a aminoglicésidos, cefalosporinas y carbapenemes se encuentran juntos (“genetic linkage”) en
elementos genéticos moviles. Una opcidén podria ser que formen parte de cassettes génicos en
integrones de clase 1 6 clase 3 como fue reportado anteriormente (Jones et al., 2005). Por tal
razén y tomando en cuenta que los genes codificantes de las enzimas IMP, VIM, GIM-1 y SIM-1 se
han encontrado como cassettes génicos insertos en integrones de clase 1 (Watanabe et al., 1991;
Lauretti ef al., 1999; Castanheira ef al., 2004; Lee et al., 2005), el siguiente paso fue investigar su
presencia en los 198 aislamientos clinicos de P. aeruginosa.

En el caso de las quinolonas, la resistencia puede atribuirse a mutaciones en los genes
reguladores para el sistema de eflujo o a mutaciones en los genes de las topoisomerasas Il y IV
(codificadas por los genes gyrA-gyrB y parC-parE respectivamente) (Fluit et al., 2001). Sin

embargo, las mutaciones en los genes reguladores del sistema de eflujo se asocian a altos niveles
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de resistencia Unicamente cuando hay mutaciones en gyrA o parC (Bonomo y Szabo. 2006). De la
misma forma, se ha determinado que la transferencia horizontal podria facilitar la rapida
diseminacion de los genes de resistencia a quinolonas, puesto que también se han descrito
elementos moviles que portan el gen gnr (Ruiz, 2003).

A diferencia de lo observado con la mayoria de los antibioticos, los aislamientos productores de
MBLs mostraron mayor susceptibilidad para piperacilina/tazobactam, lo que se atribuye a su alto
coeficiente de permeabilidad y a que este antibidtico es poco afectado por las bombas de eflujo
(Yan et al, 2001; Huang ef al, 2007). Resultados similares han sido reportados en diversos
estudios. En un brote nosocomial por P. aeruginosa en Canada, por ejemplo, encontraron altos
niveles de resistencia a carbapenemes y ceftazidima pero no a piperacilina. (Gibb et al., 20102).

De los 103 aislamientos de P. aeruginosa positivos por PCR para MBLs, 33 (32%) fueron
resistentes a piperacilina/tazobactam con CMI 2 128 ug/ml, 56 (54.4%) fueron sensibles con CMI
64 pg/mly 14 (13.6%) con CMI < 16 ug/ml. No obstante, estos resultados deben analizarse con
cautela debido a que se ha observado que los sistemas automatizados (incluyendo Vitek y Vitek 2),
tienden a reportar CMI para piperacilina/tazobactam con valores mas bajos a los reportados con
los métodos de referencia en los aislamientos productores de MBLs (Juretschko et al, 2007;
Mazzariol et al., 2008). Estos errores se han asociado a que el punto de corte para resistencia a
piperacilina/tazobactam se encuentra a solo una dilucion del corte para sensibilidad (Sader et al.,
20086). La falsa sensibilidad (errores mayores) para piperacilina/tazobactam podria explicar, en
parte, las fallas de tratamiento en pacientes con aislamientos de P. aeruginosa MBLs positivo, por
lo que para este antibidtico en particular se recomienda el uso de los métodos de referencia, como
dilucion en agar, microdilucion en caldo o método de difusion en disco (Karlowsky ef al., 2003,
Sader et al., 2008).

Contrario a lo esperado, no se obtuvo amplicones con los primers 5°CS-3°CS para los aislamientos
productores de metalo-B-lactamasas y, por lo tanto, no se logré establecer asociacion con los
integrones de clase 1. Una razon podria ser que la integrasa esté llevando a cabo eventos de

escision de los cassettes génicos del integron, o bien que los genes codificantes de las IMP y VIM
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metalo-B-lactamasas se encuentran en integrones de clase 3 (Arakawa ef al, 1995) o en
estructuras inusuales de integrones de clase 1 (Machado ef al.,, 2005) que no pueden amplificarse
con los primers utilizados en el estudio. Hasta la fecha, solo pocas cepas con determinantes
genéticos de IMP-MBLs se han encontrado en integrones de clase 3 (Shibata et al., 2003). Otra
posibilidad es la presencia de genes codificantes de MBLs descritos en regiones comunes tipo
1891 (ISCR), los cuales poseen una duplicacion parcial de la region 3'CS de los integrones de
clase 1, entre la cual se localiza una region comdn (CR) y genes de resistencia a antibidticos
(Toleman et al., 2006h). Para determinar con certeza la localizacion de los genes blaye ¥ blaym, se
requieren estudios adicionales con otros primers para amplificar la region variable de los integrones
clase 1, primers para otros tipos de integrones y/o realizar una librerfa genomica para luego clonar
y secuenciar los genes codificantes de metalo-3-lactamasas y poder determinar su localizacion
fisica en el genoma de los aislamientos estudiados.

De los 19 aislamientos de P. aeruginosa que amplificaron con los primers 6°CS y 3°CS, un
aislamiento (Pae-100) presentd dos amplicones, 'cada uno correspondiente a un integron. El
andalisis de secuencia de los 18 amplicones restantes revelé un predominio de tres cassettes
génicos (aacA4, aadA2 y aadA6) que confieren resistencia a aminoglicésidos. En dos de los 18
amplicones no se obtuvieron resultados adecuados con los ensayos de clonacion y transformacion,
quizas debido al hecho que los dos amplicones eran demasiado grandes (Z500 pb) para el vector
que se utiliizd (pJET, 3128 pb), o bien por problemas de purificacién del producto de amplificacion
de la region variable. Otras razones podrian ser que el producto codificado para ese amplicon es
toxico para las bacterias vector, o bien que el vector con el inserto forman una molécula muy
inestable. Es de interés notable que la mayoria de los cassettes génicos de resistencia a
aminoglicosidos también se han reportado en asociacién con genes codificantes de MBLs (Riccio
et al., 2001; Yano et al., 2001; Bonomo y Szabo, 2006). Un ejemplo es la descripcion de un
integrén con los cassettes génicos blawp.,, @aacA4 y aadA1 en Acinetobacter baumannii (Shibata et
al., 2003). Otro cassette génico, el blawp.4, S€ encontré en un integrén junto con otros genes de

resistencia (qgacG2, aacA4 y catB3) en un plasmido (Houang et al., 2003). Estos cassettes génicos
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podrian ser el resultado de la presion selectiva ejercida por el uso de diversos antibidticos B-
lactamicos y aminoglicésidos utilizados a nivel hospitalario, favoreciendo asi la incorporacion y
mantenimiento de los cassettes en la regién variable de los integrones clase 1. El gen gacF
encontrado en nuestro estudio comparte un 67.8% de identidad de secuencia con el gen gack, el
cual codifica para una proteina exportadora que media resistencia a agentes intercalantes y a
compuestos cuaternarios de amonio (Ploy et al., 1998). Por su parte, el cassette genico orfD
codifica para un producto desconocido, no obstante se ha sugerido que orfD podria estar
involucrado en la regulacion de la captacion de glucosa en P. aeruginosa (Hosseini et al., 2006).

Se ha comprobado que las areas hospitalarias con prevalencias de resistencia més altas, tambien
tienen las tasas mas altas en la utilizacion de antibidticos (Weber et al.,, 1998). Al comparar los
diferentes servicios del hospital para determinar la frecuencia de aislamientos productores de
MBLs se pudoc comprobar que el 84.8% y el 80.4% de todos los aislamientos de la unidad de
terapia intensiva eran portadores de los genes blawe v blayw, respectivamente, seguido por el
servicic de emergencia quirlirgica con 76.9% de frecuencia para blaye y 69.2% para el gen blay.
De los 103 aislamientos portadores del gen blawe, el 37.9% (n=39) provenian de la unidad de
terapia intensiva. Se ha reconocido que los pacientes hospitalizados en la UT! poseen un riesgo de
5 a 10 veces de adquirir una infeccion nosocomial que aquellos de otros servicios del hospital
(Weber et al, 1999). Este riesgo puede explicarse por varios factores. Los pacientes que se
encuentran en este servicio por lo general presentan enfermedades de fondo, malnutricion,
extremos de edad e inmunosupresiéon que favorecen la infeccién por diversos microorganismos.
Otro factor es el uso de procedimientos invasivos v el uso de dispositivos tales como, tubos
endotraqueales, catéteres intravasculares y catéteres del tracto.urinario (Weber ef al., 1988; Dzidic
y Bedekovi¢, 2003). La estadia prolongada en este servicio con tantos factores predisponentes
podria incrementar el riesgo de infecciones nosocomiales, y unido al uso intensive de
antimicrobianos en esta unidad, el resultado sera la seleccion de organismos multi-resistentes

come lc sen les aistamientos productores de metalo-B-lactamasas.
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Finalmente, se caracterizaron los 198 aislamientos mediante la técnica de RAPD (Madriz-Garita,
2007) para poder establecer relacion clonal principalmente en aquellos microorganismos con los
determinantes blayp y blayy. Puesto que todos los miembres de un clon descienden de un unico
individuo, se espera gque los miembros de esa cepa compartan mas caracteristicas entre si que con
.ofras cepas. Si ocurre transferencia horizontal de genes, las especies dejaran de ser clonales y las
caracteristicas de un miembro ya no predecirén las caracteristicas de los otros (Dale y Park, 2004).
Al realizar el analisis genético con el software GelCompar I, se logré identificar grupos de cepas
que comparten el 80% o mas de similitud genética, lo que sugiere su caracteristica clonal. A pesar
de la variabilidad entre los clones de P. aeruginosa (9 grupos primarios y 20 grupos secundarios),
cuando estos datos se comparan con la presencia metalo-B-lactamasas se logra apreciar
situaciones muy interesantes. Setenta y uno (81.6%) de los 87 aislamientos distribuidos en los
grupos primarios portan los genes codificantes de MBLs. En el grupo | (9/12), grupo Il (11/12),
grupo 1ll (8/8), grupo V (7/7), grupo VI (8/8), grupo VII (9/13), grupo Vill (12/12) y en el grupo IX
(8/9) aislamientos son productores de MBLs. El grupo IV refleja un clon completamente diferente a
los otros. En este caso se puede apreciar que contrario a los demas grupos, todos los aislamientos
de esfe grupo son susceptibles al imipenem y no muestran evidencia fenotipica y/o genotipica de la
presencia de MBLs.

Los grupos secundarios estaban fEpresentados por 45 aislamientos de los cuales 14 (31.1%)
presentaron MBLs. Otros aislamientos productores de metalo-B-lactamasas no pudieron ser
tipificados por RAPD o bien no mostraron relacion clonal (cut-off <80%). Este aspecto, unido al
hecho de que algunos aislamientos solo presentan un determinante de resistencia (blayp), podria
sugerir que los genes blayp ¥ blaviy son—el resultado del intercambio genético entre diferentes
clones. Una hipotesis para explicar esto podria ser qgue ambos genes se encontraban en clones
diferentes dentro del mismo hospital, o bien un clon pudo provenir de otro centro hospitalario y con
la presion selectiva ejercida por los carbapenemes se selecciond por aquellos miembres gque por
transferencia horizontal de genes adquirieron los genes blaye ¥ blayw. Puesto que la mayoria de

los genes codificantes de metalo-B-lactamasas se localizan frecuentemente en integrones de clase
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1 asociados a plasmidos, esto pudo haber facilitado la transferencia horizontal por conjugacion.
Esta transferencia no solo resultd en la resistencia al B-lactamico, sino que también puede producir
multi-resistencia si el plasmido presenta multiples genes de resistencia. No obstante, se podria
especular que los genes blaye vy blayw estan localizados en integrones inusuales como los asf
llamados, Integrones de clase 1 complejos (elementos ISCR) (Toleman et al, 2006a). Los
elementos ISCR son responsables de la movilidad y diseminacion de muchos genes de resistencia
a antibidticos, incluyendo genes codificantes de MBLs. En Brasil, Italia, Alemania y Grecia ya se
han descrito aislamientos de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii con los genes
blayp 0 blayy contenidos en elementos ISCR (Toleman et al., 2006a), razdn tal que hace pensar
gue puesto que no se encontraron dichos genes en los integrones de clase 1, su localizacion
podria ser en elementos ISCR. La diseminacién de plasmidos con estos elementos podria explicar
ta amplia distribucion de los genes blayp ¥ blayy, en los aislamientos imipenem-resistentes, sin

embargo, otros estudios son requeridos para confirmar esta hipdtesis.
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8."CONCLUSIONES

La resistencia a Carbapenem.es en los aislamientos de P. aeruginosa analizados en este trabajo se
debe principalmente a genes que codifican para metalo-B-lactamasas. La combinacion con otros
mecanismos como las bombas de eflujo, impermeabilidad de membrana y B-lactamasas podria
influir en el fenotipo de resistencia.

Uno de los hallazgos més relevantes de la presente investigacion fue la presencia de dos genes
diferentes, blawe y blaym, en la mayoria de los aislamientos de P. aeruginosa resistentes a
carbapenemes y gue ambos genes no estan, aparentemente, asociados a integrones de clase 1.
La deteccion de dichas MBLs fue mayor en los aislamientos multirresistentes, en especial en
aquellos con resistencia a imipenem, meropenem, ceftazidima, amikacina, gentamicina vy
fluoroquinolonas. La alta correlacion observada entre los aislamientos productores de metalo-g-
lactamasas y la resistencia a imipenem vy ceftazidima sugiere monitorear por MBLs solo a los
aislamientos de P. aeruginosa que presenten resistencia a ambos antibiéticos.

Debido a las inconsistencias en las pruebas de susceptibilidad para piperacilina/tazobactam, este
antibiético deberia utilizarse Unicamente cuando las CMIs sean lo suficientemente bajas con el fin
de prevenir fallas terapéuticas por falsa sensibilidad.

Se propone evaluar el uso de colistina en estudios posteriores, puesto que segin nuestros
resultados ningunoc de los antimicrobianos ensayados podria utilizarse empiricaménte para tratar
infecciones por este tipo de microorganismos.

Con estos datos y los obtenidos por la técnica de RAPD aplicada por Madriz-Garita (2007), se puso
en evidencia el probable origen de los genes blayp Y blauy en los aislamientos analizados.
Finalmente, tomando en cuenta que los genes de MBLs no se encontraron en integrones de clase
1, este trabajo abre un espacio para que otras investigaciones diluciden la localizacion de los

genes blawpe Y blavw, y 1a(s) variante(s) circulantes en el Hospital México.
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