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RESUMEN

Introduccién. Actualmente las infecciones adquiridas en hospitales, o nosocomiales, representan
un problema muy grave en cuanto a morbilidad, a mortalidad y al impacto econémico que
ocasionan. Cuando los aislados bacterianos de la misma especie relacionados genética y
epidemioldégicamente aumentan su incidencia con respecto a la linea basal en un lugar
determinado y durante un periodo dado, causan un brote. Diversas técnicas moleculares son
utilizadas para la genotipificacion de patégenos bacterianos, lo que permite relacionarlos
epidemiolégicamente. Antecedentes. En el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion,
Salvador Zubiran (INCMNSZ) se han realizado estudios sobre aislados nosocomiales de bacterias
grampositivas y gramnegativas. Asi se reporta que la mortalidad asociada a bacteriemia primaria
por Serratia marcescens fue de 66%. Otros estudios sobre la resistencia en bacilos gramnegativos
mostraron alta resistencia a antibiéticos de amplio espectro y a aminoglicésidos; no obstante, el
uso exclusivo de amikacina controld la resistencia a los aminoglicésidos. Con el fin de controlar y
disminuir las infecciones adquiridas en el Instituto, desde 1985 se ha establecido un programa de
Control de Infecciones Nosocomiales. Los sitios susceptibles de infecciones mas comunes fueron
las vias urinarias, sangre, vias respiratorias inferiores y heridas. Dentro de los gérmenes mas
comunmente aislados estuvo Pseudomonas aeruginosa, y el area hospitalaria con la tasa mas alta
de infecciones fue la Unidad de Terapia Intensiva (UTI). - P.aeruginosa es uno de los patdgenos
nosocomiales mas importantes debido a su capacidad de desarrollar resistencia a antibioticos. Se
ha investigado acerca de las bacteriemias causadas por P.aeruginosa; 81% de los episodios se
adquirieron en el area hospitalaria del INCMNSZ. El origen mas comun de la bacteriemia fue la via
biliar. Los aislados de P.aeruginosa presentaron una resistencia promedio a los aminoglicosidos
de 34.8%. Los estudios reportados por el Departamento de Infectologia del INCMNSZ, indican que
los brotes, incluyendo los causados por P.aeruginosa, son un problema relevante en el Instituto,
por lo que es importante estudiar y caracterizar por medio de la tipificacion molecular, a la
poblacion clinica de P.aeruginosa para comprender su epidemiologia, conducta biologica y
evolucion a través del tiempo y asi establecer estrategias que impidan la emergencia y seleccion
de cepas de P.aeruginosa mas agresivas e impedir a la vez su diseminacién en otras unidades
hospitalarias. -El presente trabajo se divide en dos partes, la primera es un estudio retrospectivo
de la base de datos del Laboratorio de Microbiologia Clinica (LMC) del Departamento de
Infectologia, para analizar la prevalencia de P.aeruginosa en muestras clinicas (vias respiratorias,
vias urinarias, cultivos de sangre, abscesos y heridas, fluidos corporales entre otros), la
distribucion de los aislados a lo largo del tiempo, con el fin de detectar brotes y su prevalencia en
ciertas épocas del afo. La segunda parte consistié en un analisis molecular en el que se realizaron
ensayos con el ADN de 202 aislados clinicos de P.aeruginosa, utilizando la técnica de RAPD, la
cual se optimizo6 previo al ensayo general, para tratar de conocer si existian aislados semejantes o
si todos eran distintos. Los resultados del estudio retrospectivo se correlacionaron con los
resultados del estudio molecular, encontrandose una correlacion satisfactoria. Objetivo. Definir,
mediante el método de amplificacion al azar del ADN polimdérfico (RAPD), si los aislados
nosocomiales de P.aeruginosa resistente a aminoglicosidos, obtenidos en el intervalo de 1991 a
1995 en el INCMNSZ, estan relacionados a la misma cepa. Materiales y Métodos. Se capturaron
y organizaron los datos contenidos en la base de datos del LMC de 1991-1995. Los datos
organizados se sujetaron a un analisis de variancia para el calculo de la prueba F, en un disefio en
blogques, factorial y de “split-split plot” utilizando el programa “SPSS for Windows V10.1”. A partir de
las medias de los contrastes se elaboraron histogramas de frecuencia para los aislados sensibles y
resistentes a uno o mas aminoglicésidos por mes, por afio, por tipo de muestra clinica y
distribucion estacional. —Se incluyeron 202 aislados de P.aeruginosa viables para probarse con el
RAPD. Los aislados se identificaron y probaron previamente para una bateria de 19 antibidticos. —
El ADN gendmico de P.aeruginosa se extrajo segun Pitcher, Bruce & Jordan’s. Se llevaron a cabo
ensayos para la seleccion del iniciador 1283 a partir de un conjunto de seis iniciadores. Las
condiciones 6ptimas de amplificacion para el RAPD se determinaron manteniendo uno de los



parametros a probar y haciendo variaciones de los demas. —Con las condiciones seleccionadas se
amplificaron los 202 aislados. Se estimé el grado de relacidon entre dos cepas a partir de los
patrones electroforéticos de las bandas, utilizando el método de agrupacién de pares no
relacionados con base en promedios aritméticos (UPGMA). —La variabilidad genética de la
poblacion se determiné utilizando el programa Tools for Population Genetics Analyses (TFPGA).
Resultados. La subpoblacion de P.aeruginosa multirresistente a los aminoglicésidos (PaeM)
causo ocho brotes a lo largo de los 5 anos estudiados. Prevalecié en muestras provenientes de
vias respiratorias y orina; asi mismo, predominé durante la estacion de verano. —El dendrograma
obtenido a partir del analisis de UPGMA mostr6 que PaeM se distribuyé en tres grandes
subpoblaciones: a) no relacionada (PaeMNR), b) esporadica (PaeMES) y ¢) endémica (PaeMED);
esta ultima incluyé una sub-subpoblacién de variedades de PaeM denominadas PaeMM,
agrupadas en cinco conglomerados estrechamente relacionados (coeficiente de similitud de 75%).
Los 60 genomas de PaeMM analizados mostraron el mas bajo polimorfismo, con 21 centenas de
pb, ademas de presentar bandas dobles de aproximadamente 400 pb en 75% de los aislados,
tales aislados mostraron un polimorfismo muy semejante, es probable que estas bandas sean un
marcador de resistencia. —El 22.3% (21/94) de los aislados de PaeMED mostré un codigo de
susceptibilidad a 19 antibidticos 1737773; 57.4% (54/94) tuvieron el codigo 173777’. Ninguna de
las subpoblaciones restantes presenté cddigos semejantes. Los codigos se obtuvieron a partir de
los resultados de susceptibilidad de cada antibiético, categorizados en: resistente (R), sensible (S)
e intermedio (I), estos datos se convirtieron al sistema binario 1, 0: R e I=1 y S=0, éstos a su vez
se tradujeron al sistema octal para obtener el codigo de resistencia final, sintetizado y facil de
analizar. —Los coeficientes de heterocigosis virtual para subpoblaciones fenotipicas, origen de
aislamiento por muestra clinica y estacionalidad fue de 0.26, 0.30 y 0.21, respectivamente. La
proporcion de loci polimorfico fue de 100, 91.2 y 73.5%, respectivamente. El segundo analisis con
UPGMA utilizando TFPGA comprobd la estacionalidad de los aislados menos polimérficos y la
existencia de patégenos tipo con la misma posibilidad de colonizar distintos nichos. Discusién.
Los brotes causados por P.aeruginosa se comprobaron en forma estadistica; en ningun estudio
realizado previamente en el Instituto se reporta diferencia estadistica en los brotes observados.
Los disefios estadisticos dieron a conocer la presencia de dos subpoblaciones importantes:
P.aeruginosa resistentes a gentamicina (PaeGn) y PaeM. —Es probable que PaeM se esté
seleccionando en aquellos pacientes que cursan con neumonia. PaeMED mostré una diversidad
polimorfica de 31 centenas de pb a pesar de haberse analizado 100 genomas; mas aun, la
diversidad polimérfica de su subpoblaciéon PaeMM fue mucho menor con tan solo 21 centenas de
pb. —PaeMM presenté una distribucion estacional predominando durante los meses calido-
lluviosos y frio-humedos. —En este estudio el RAPD concordd con las apreciaciones hechas por
otros autores en cuanto a la capacidad de discriminar los aislados de P.aeruginosa, ademas de ser
reproducible. Los resultados de las huellas digitales obtenidas para las 202 Pseudomonas del
analisis general mostraron correlacion entre los conglomerados mas estrechamente relacionados,
no solo con el fenotipo de resistencia a tres aminoglicésidos, sino también con la sensibilidad
global a 19 antibiéticos. La reproducibilidad del RAPD también se comprobé con el analisis de
TFPGA.- Es probable que la regién de aproximadamente 400 pb contenga integrones y/o cajas de
genes de resistencia multicopia. Conclusiones. i) Los aislados de P.aeruginosa multirresistentes a
los aminoglicésidos estan relacionados a distintas lineas clonales estrechamente relacionadas, y
no solo una, causantes de brotes. ii) La optimizacion del RAPD permitié resultados reproducibles y
confiables para la discriminacion y agrupacion de P.aeruginosa. iii) Existié concordancia entre el
analisis estadistico y el método molecular. iv) La poblacion clinica de P.aeruginosa fue diversa
genéticamente. v) Existe una sub-subpoblacién de P.aeruginosa (PaeMM) multirresistente a
diversos antibidticos, con un escaso numero de bandas obtenido por RAPD. vi) PaeMM mostré
una distribucion estacional. vii) PaeMM presenta un marcador molecular de aproximadamente 400

pb.
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1. INTRODUCCION

1.1 Infecciones Nosocomiales

Las infecciones adquiridas en hospitales, llamadas infecciones
nosocomiales, tienen gran importancia en la medicina de hoy debido a que
representan un problema muy grave en cuanto a morbilidad, a mortalidad y al
impacto econémico que ocasionan. * Se realizan esfuerzos considerables en
diversas areas hospitalarias para controlarlas, por medio de una vigilancia que
ejercita la recopilacién de datos de una manera rutinaria y ordenada con base en
normas establecidas.”* Tales infecciones no se presentarian si el enfermo no
requiriese hospitalizacion o la aplicacion de procedimientos invasivos en el
hospital.?* % Cuando aislados bacterianos de la misma especie relacionados
genética y epidemiologicamente aumentan su incidencia en un lugar determinado
y durante un periodo dado, se dice que causan un brote.**! Para investigar las
causas por las cuales el brote aparecidé, todo un equipo especializado de
trabajadores al cuidado de la salud (médicos especialistas en control de
infecciones, epidemibélogos hospitalarios, directores médicos y de enfermeria,
microbidlogos y farmacéuticos) se dedicaran a confirmar la presencia del brote, a
identificar la fuente y forma de transmision del microorganismo y a implementar
medidas para su control. “* 84 96131139

La ayuda del laboratorio de microbiologia juega un papel importante en la
investigacion de patdgenos especificos. Recientemente se han desarrollado
diversas técnicas moleculares para la genotipificacion de patégenos bacterianos y
la informacidn que proveen tales técnicas permite el analisis de aislados
relacionados epidemiolégicamente que derivan de la expansion clonal de un solo
precursor. Existen metodologias para la tipificacion de microorganismos que han
coadyuvado en la investigacion de la epidemiologia y el manejo de los pacientes.
Entre ellas se encuentran las técnicas fenotipicas: biotipificacion, susceptibilidad,
serotipificacion, bacteriofagos y bacteriocinas, inmunoensayos, perfiles
proteinicos, etc., y genotipicas: analisis del perfil de plasmidos, analisis de

restriccion del ADN cromosomal utilizando enzimas especificas, hibridacion
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“Southern-blot”, ribotipificacion, electroforesis en gel utilizando campo pulsado,
reaccion en cadena de la polimerasa, amplificacion al azar del ADN polimérfico y

secuenciacion nucleotidica, entre otras. * 3% 35 68 91,102

1.1.1 Infecciones Nosocomiales por Bacilos Gramnegativos en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

Desde 1986, en el Departamento de Infectologia del INCMNSZ se han
hecho estudios sobre diversas bacterias grampositivas y gramnegativas aisladas
de infecciones nosocomiales. % 1% 1% Se encontré que Serratia marcescens fue
causante de brotes en la unidad de terapia intensiva (UTI). La mortalidad asociada
a bacteremias primarias por S.marcescens fue de 66 %; el biotipo A8b
responsable del brote mostr6 un patrén de resistencia especial debido a la
presencia de un plasmido especifico. *** *** En estudios mas recientes sobre el
andlisis epidemiolégico y microbiolégico de la resistencia de algunos bacilos
gramnegativos se encontrd una alta resistencia a antibiéticos de amplio espectro y
a aminoglicosidos. ElI mismo estudio revel6 que aun después de 4 afios habia
predominio de un biogrupo particular de S.marcescens. Otras enterobacterias,
como Klebsiella pneumoniae mostraron un patrén de resistencia elevado y el
conjunto de bacilos gramnegativos provenientes de pacientes hospitalizados
presentaron, en general, una mayor resistencia. 3

La preocupante emergencia de gérmenes multirresistentes en este Instituto
ha llevado a realizar diversas investigaciones acerca de este fendmeno. Asi, se ha
reportado el control de la resistencia de bacilos gramnegativos a aminoglicosidos
utilizando de manera exclusiva la amikacina (An). El porcentaje de resistencia para
An, gentamicina (Gn) y tobramicina (Tb) en 870 cepas fue de 3.2%, 17.4% y
11.2% respectivamente, previo al uso exclusivo de An. Durante los 3 afios
siguientes con el consumo exclusivo de An se observo una disminucion de los
niveles de resistencia a Gn y Tb, mientras que el nivel de resistencia a An no se
modificd. > *°”  Asi mismo, se ha valorado la eficacia de otros antibiéticos tales

como piperacilina, ciprofloxacino y piperacilina/tazobactam para el control de
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infecciones graves, 7 108 118. 119

y el uso de cefepime contra ceftazidima para
controlar infecciones por bacilos gramnegativos, especialmente P.aeruginosa. %
En otro estudio acerca de la resistencia de microorganismos causantes de
bacteremias en el periodo de 1995 a 1998, se encontré que las bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, las mas frecuentemente aisladas de cultivos
sanguineos, mostraron en general aumento de la resistencia a diversos

antibioticos. ®

1.1.2 Programa de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales en el
INCMNSZ.

Con el fin de controlar y disminuir las infecciones adquiridas en el Instituto,
desde 1985 se ha establecido un programa de control de infecciones
nosocomiales, encontrdndose en sus inicios una tasa de infecciones
intrahospitalarias de 18.9%. Los sitios susceptibles de infeccion mas comunes
fueron las vias urinarias, sangre, vias respiratorias inferiores y heridas post-
quirargicas; la tasa de mortalidad para los tres primeros sitios fue de 13%, 32% y
40%, respectivamente. Dentro de los gérmenes gramnegativos mas comunes
aislados tanto de vias urinarias como de sangre estuvieron Escherichia coli,
K.pneumoniae, Citrobacter spp, Serratia spp y P.aeruginosa. °* En estudios
posteriores para valorar la eficacia del programa de control de infecciones se
encontr6 en 1986 una disminucibn promedio de la tasa de infecciones
hospitalarias de 1.3 para infecciones de vias urinarias y bacteremias, aunque para
neumonias no hubo diferencia. *® Para 1999 se reporté una tasa de infecciones
de 8.6/100 egresos. *° El &rea hospitalaria con la tasa mas alta de infecciones fue
la UTI (26.9/100 egresos) seguida por los cuartos compartidos (9.47) y cuartos
privados (7.5); las infecciones del tracto urinario fueron las mas frecuentes (26.6%)
seguidas de las infecciones en heridas quirtrgicas (24.4%), neumonias (12.1%) y
bacteremia (9.5%). Desde entonces, las tasas de infeccion para vias urinarias y
bacteremia han disminuido significativamente; no obstante, en el caso de las
neumonias y heridas quirdrgicas se ha observado un aumento. Asi mismo, se ha

valorado en el Instituto el impacto del sistema de vigilancia de infecciones
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nosocomiales en la tasa de morbilidad y mortalidad en un periodo corto de un
mes. La incidencia de infecciones nosocomiales fue de 10.48 casos/100 egresos.
La tasa de mortalidad para infectados fue de 11.11%; los bacilos gramnegativos

mas cominmente aislados fueron E.coli (38%) y P.aeruginosa (8.6%). **®

1.2 Microbiologia de P.aeruginosa.

P.aeruginosa es un bacilo gramnegativo de la fila de las gamma-
proteobacterias de la familia Pseudomonadaceae, capaz de utilizar gran variedad
de compuestos organicos para crecer, por lo que puede colonizar distintos nichos,
aun los que tienen escasos nutrimentos. P.aeruginosa es una bacteria ubicua que
se encuentra no solo en suelos y aguas, sino que se encuentra en bajas
cantidades en los alimentos y en algunos articulos de limpieza. Se sabe que
P.aeruginosa es capaz de degradar alcanos de cadena ramificada debido a la
produccion de biosurfactantes que son compuestos tenso activos con propiedades
detergentes. La naturaleza quimicas de los biosurfactantes es variada, por
ejemplo, se tienen a los péptidos polisacaridos y glicolipidos. Los biosurfactantes
tienen un gran potencial biotecnolégico ya que son tan efectivos o mas que los
sintetizados quimicamente, ademas de ser totalmente biodegradables y no
toxicos. P.aeruginosa produce dos formas de biosurfactantes ramnolipidos, una
contiene una molécula de ramnosa y la otra dos. Se piensa que la funcion del
ramnolipido es solubilizar sustratos hidrofébicos como el hexadecano, la utilidad
de los ramnolipidos es la limpieza de suelos contaminados con hidrocarburos o
con metales pesados; también se ha encontrado que tienen aplicacion en el
control biolégico de hongos.

P.aeruginosa es una de las bacterias méas estudiadas a nivel molecular y su
genoma ha sido totalmente secuenciado, asi mismo, se sabe que los genes que
intervienen en la virulencia no estan codificados en las llamadas “islas de
patogenicidad”, sino que se encuentran dispersos en el cromosoma. El genoma de
P.aeruginosa con 6.3 Mb es grande en comparaciébn con otros genomas
bacterianos, ademas presenta una homologia y un arreglo transcripcional en

operones semejante a los de E.coli. Se ha encontrado que el 32% de los genes
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predichos a partir de la secuenciacion del genoma de esta bacteria no tienen
homologia con las secuencias almacenadas en las bases de datos, sugiriendo que
se trata de genes que codifican para actividades enzimaticas desconocidas. Con
respecto a su variabilidad genética se reporta que no existen clonas de
P.aeruginosa asociadas a una enfermedad y que aislados clinicos y ambientales
pueden ser los mismos. La alta frecuencia de recombinacion entre distintas clonas
en comparacion con la tasa de mutacion espontanea, mantiene una informacion
genética comun a toda la especie, mostrando asi, un genoma altamente
conservado y con una proporcibn minima que es distinta en cada clona.
P.aeruginosa también tienen material genético extracromosomal como son los
plasmidos que a su vez tienen genes que expresan enzimas capaces de
catabolizar hidrocarburos aromaticos y alifaticos, de igual forma, los plasmidos
portan genes de resistencia a multiples antibioticos lo que representa un serio
problema en el tratamiento de infecciones por estos microorganismos.
P.aeruginosa también cuenta con mudltiples sistemas regulatorios que le
permiten modificar la expresion de distintos genes en respuesta de cambios en el
medio ambiente. Este sistema regulatorio llamado sensor de quorum le confiere la
habilidad de comunicarse y coordinar la conducta via sefiales moleculares, por
ejemplo, cuando P.aeruginosa alcanza una masa critica de células, el sistema
sensor de quorum lo detecta causando que cada célula produzca un compuesto
difusible llamado autoinductor o feromona que son derivados acilados: lactonas N-
acil-homoserina.*® P.aeruginosa contiene méas de un sistema sensor de quorum y
produce mdultiples autoinductores tales como Las, Rhl y QscR, este ultimo en
particular tienen un papel negativo en la regulacion de la respuesta sensora de
quorum. Por otra parte, se sabe que Las-Rhl participan directamente en la
expresion de los genes que tienen que ver con la virulencia de P.aeruginosa. Se
reporta también, que la respuesta sensora de quorum regula la expresion, ya sea
por activacion o por represion de cientos de genes. Se calcula que
aproximadamente el 6% del genoma de esta bacteria se regula por este sistema.

En analisis de mutantes afectados en la virulencia en distintos modelos, mostré
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gue algunas cepas de P.aeruginosa tienen la capacidad de infectar plantas,

animales, invertebrados y mamiferos.

1.2.1 Factores de Virulencia.

P.aeruginosa puede presentar cepas no mucoides y en ocasiones
mucoides, especialmente cuando éstas habitan los pulmones de los
enfermos con fibrosis quistica. Esto se debe a que tales aislados
producen en mayor cantidad el polisacarido alginato. Se ha encontrado
que los fenotipos mucoides de P.aeruginosa que habitan pulmones de
este tipo de pacientes presentan una mutacién en el gene que codifica
para la proteina MucA.

Otro factor de virulencia en P.aeruginosa es el lipopolisacarido de
membrana externa que se compone de un polimero de D-ramnosa y una
estructura variable (denominadas banda A y B respectivamente) que
determina el serotipo de las cepas. Aunque el alginato no es el material
méas abundantes, también forma parte de la matriz extracelular que
envuelve a un conjunto de microcolonias de P.aeruginosa adheridas a
una superficie, fendbmeno denominado biopelicula. La capacidad de
P.aeruginosa de formar biopeliculas le confiere disminucién de la
sensibilidad a antibidticos y otros agentes toéxicos, incluyendo algunos
elementos de la respuesta inmune. El sistema sensor de quorum tiene
un papel central en la formacion de biopeliculas.

Con respecto a la motilidad de P.aeruginosa, ésta puede desplazarse
nadando con su unico flagelo polar, por un mecanismo Illamado
“twitching” que depende de las fimbrias o pili tipo IV que, determina
ademas, la adhesion e invasion de la bacteria a las células epiteliales
del huésped, de igual forma, P.aeruginosa presenta motilidad tipo
“swarming” que se realiza en medios semisolidos. Los genes motR y
fleN presentes también en P.putida regulan el numero de flagelos y la
velocidad de nado, mutantes de motR presentan multiples flagelos y se

desplazan a mayor velocidad que la cepa silvestre. Por su parte, es
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posible que fleN regule el ndmero de flagelos involucrados en la
diferenciacion celular, que ocurre cuando las bacterias se mueven por el
mecanismo de “swarming”, el cual ademas, puede estar regulado por la
respuesta sensora de quorum debido a que se presenta en ciertas
densidades celulares.

En cuanto a la secrecion de proteinas se han descrito cuatro vias de
secrecion en bacilos gramnegativos y tres de éstas estan presentes en
P.aeruginosa. Las proteinas exteriorizadas por el mecanismo de
secrecion tipo | pasan directamente al medio extracelular sin pasar por
el espacio periplasmico. En P.aeruginosa la proteasa alcalina codificada
por el gene aprA se secreta por esta via. En la via de secrecion tipo Il
también conocida como via de secrecion general, se secretan la mayoria
de las proteinas extracelulares en bacterias gramnegativas,
especificamente en P.aeruginosa, una vez que las proteinas pasan al
espacio periplasmico, se translocan por un conjunto de 12 a 14
proteinas denominadas Xcp; las proteinas transportadas por este
sistema en P.aeruginosa son : elastasa, lipasa, exotoxina A, fosfolipasas
y fosfatasa alcalina. De igual forma, el sistema sensor de quorum regula
a los genes xcp. Por ultimo, el sistema de secrecion tipo Il transloca las
proteinas directamente de la bacteria a la célula eucariote. Este sistema
se presenta en bacterias patégenas de animales y plantas.

En P.aeruginosa se secretan las exotoxinas S, T e Y, las dos
primeras bloquean la transduccion de sefiales de la célula infectada por
su actividad ADP-ribosil-transferasa y la ultima eleva el AMP ciclico por
su actividad adenilato ciclasa.

Considerando algunos aspectos evolutivos de P.aeruginosa, se sabe que
presenta una estructura clonal superficial que participa frecuentemente en eventos
de recombinacion, de los que pueden surgir clonas que compiten favorablemente
con otras desplazandolas, por tal motivo, P.aeruginosa no muestra una poblacién
clonal tipica, no obstante, otras especies de Pseudomonas como P.fluorescens

parece presentar una estructura clonal tipica. Se ha concluido que P.aeruginosa
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es una bacteria que coloniza exitosamente gran variedad de nichos y que
mantiene una poblacion con una secuencia gendémica comun mediante la

recombinacion.?*

1.3 Pseudomonas aeruginosa como Causante de Infecciones Nosocomiales en
el INCMNSZ.
P.aeruginosa es un bacilo gramnegativo que causa infecciones

oportunistas. Es uno de los patégenos nosocomiales méas importantes 37 43 6>

142 debido a su capacidad de desarrollar resistencia a maltiples antibiéticos. >*
Ademas, como ya se refirid en 1.2, P.aeruginosa presenta diversos factores de
virulencia tales como la produccion de la exotoxina A, una de las mas toxicas y
mas estudiadas, 2* 3¢ 39.61.62.87.93.133 |3 hempolisina termoestable fosfolipasa C, * *’
la produccién de alginato relacionado especialmente a pacientes con fibrosis
quistica, 1% 2% 24 109117 |3 formacion de biopeliculas (glicocalices polisacaridos) que
permiten el desarrollo de poblaciones sésiles y que ademas confieren resistencia a

2, 28, 30, 127, 128

varios antibioticos, asi como la modificacion de proteinas de

membrana externa (porinas) que causa también resistencia a los antibiéticos. >
145

Los requerimientos nutricionales minimos de P.aeruginosa le confieren la
habilidad para sobrevivir en condiciones hostiles, la tolerancia a una amplia
variedad de condiciones fisicas como la temperatura y la alcalinidad, ha
contribuido a su éxito bioldgico y a su efectividad como patdgeno oportunista. Los
reservorios hospitalarios que se ha demostrado contribuyen como factores criticos
para la colonizacién de P.aeruginosa son: equipos respiratorios, soluciones de
limpieza, medicinas, desinfectantes, torundas, alimentos de origen animal y
vegetal y practicamente cualquier superficie. % 9% 42

Ya se ha referido de manera general en 1.1.1 la importancia de los bacilos
gramnegativos, incluyéndose a P.aeruginosa, como causantes de infecciones
nosocomiales en el INCMNSZ. Las investigaciones hechas particularmente sobre
las bacteremias causadas por P.aeruginosa de 1981 a 1994 refieren que de 153

pacientes que presentaron bacteremia por este germen, 18.9% de los episodios se
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adquirieron en la comunidad, el 81% en el hospital y de éstos el 11.3% en la UTI,
con un tiempo de hospitalizacion previo a la bacteremia nosocomial de 19 dias
(intervalo de 2 a 67). El origen mas comun de la bacteremia fue la via biliar,
seguida del tracto respiratorio y la via urinaria. Los aislados de P.aeruginosa
presentaron una resistencia promedio a los aminoglicésidos (An, Gn y Tb) de
34.8%. *? Estudios actuales reportan que tres brotes de colangitis/bacteremia por
Pseudomonas spp estuvieron asociados a la contaminacion del endoscopio.
Ademas, posiblemente algunos brotes de neumonia estuvieron relacionados al
mismo microorganismo, ya que en algunos de estos se documentaron los
procesos endoscopicos como factor de riesgo; asi mismo, la neumonia
correspondié a casi la mitad de los brotes. Cerca de 60% de los aislados fueron
P.aeruginosa; ademas, se observo que 75% de los brotes se presentaron en el
segundo semestre del afo, tratAndose de explicar que siendo la mayoria de los
brotes neumonias, éstas tienden naturalmente a presentarse en el segundo
semestre en relacion con el clima y el aumento de infecciones virales de vias
respiratorias, o bien, debido a la relajaciébn en la supervisibn y normas de
procedimientos que ocurre en los médicos residentes durante el afio académico.
Con este trabajo se demostré que los brotes, incluyendo los causados por
P.aeruginosa, son un problema relevante en el Instituto y que es importante
reforzar las medidas generales de control de infecciones en la UTI, ya que la

mayoria de los brotes ocurrieron en esta area. %

1.4Técnica Molecular de la Amplificacion al Azar del ADN Polimérfico
(RAPD).
La técnica molecular de RAPD representa el método de huellas digitales del
ADN mas utilizado en organismos eucariotes, aunque hay gran variedad de
reportes en los que el RAPD ha sido utilizado para genotipificar bacterias. El
RAPD optimizado adecuadamente es altamente efectivo para valorar relaciones
con altos niveles de resolucién, no obstante, en contraste con los meétodos
polimorfismo en la longitud de los fragmentos restringidos (RFLP) y electroforesis

en gel con campo pulsado (PFGE), el RAPD muestra baja reproducibilidad intra-
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laboratorios. Con respecto a las consideraciones que deben tomarse en cuenta
para la realizacién de los ensayos de RAPD, Ellsworth y cols.,?® Venugopal y
cols.,”** refieren que es importante optimizar las proporciones del iniciador y del
ADNDbco, tal proporcion también dependera de la temperatura de alineacion. Estos
autores también refieren que la concentracién de magnesio (Mg*?) conjuntamente
con la temperatura de alineacion influencian la intensidad relativa de las bandas.

El RAPD se basa en la técnica de la PCR, usa iniciadores disefiados al azar
de aproximadamente 10 pb.'?> Durante la amplificacién el iniciador podra
encontrar al azar diversas secuencias homélogas del genoma total de una bacteria
(ADNbco), el iniciador se alinea con una orientacion particular 5’ A3’y 3 A5 en la
parte superior e inferior de la cadena abierta de ADN en sentidos encontrados, lo
gue originara un producto de ADN bicatenario terminado el ciclo de amplificacion.
En caso de que los iniciadores se encuentren a gran distancia o se encuentren en
sentidos opuestos, no se completara el proceso de amplificacion.** *> Asi mismo,
el polimorfismo aumenta cuando la distancia entre los sitios de hibridacion del
iniciador cambia, o bien, cuando los sitios del iniciador aparecen o desaparecen o,
la localizacion cambia debido a eventos de insercion, delecion o recombinacion.
De igual forma, si el iniciador hibrida con un alto nUmero de sitios opuestos a las
cadenas del ADN, identificando un numero significativo de amplicones, se
generara un patrén complejo.*?

Para la realizacién de un ensayo de RAPD, el oligonucleétido de secuencia
arbitraria se mezcla con el ADN gendmico procariota 0 eucariota en la presencia
de una ADN polimerasa termoestable y de un amortiguador, **® de
concentraciones especificas de cloruro de magnesio, de una mezcla de
dinucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). La mezcla de tales reactivos
es sometida a ciclos de temperatura, un ciclo se compone de una temperatura de
desnaturalizacion comunmente de 94<C, otra temperat ura de alineacion que para
el caso del RAPD generalmente es de 36T y una temp eratura de polimerizacion
de 72, determinados por tiempos especificos que van de segundos a minutos.
El nimero de ciclos es aproximadamente de 35 a 40, % 1** 3 ta] proceso se lleva

a cabo en un termociclador. Por ultimo, el RAPD provee en forma sencilla la
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generacién de marcadores de ADN en gran variedad de especies de seres vivos y
se ha utilizado exitosamente en estudios de genética molecular por muchos
autores. 3,6, 14, 27,35, 37,77,123, 130

1.4.1 Otros Métodos de Tipificacion Molecular.

Los métodos de tipificacion molecular estan categorizados en tres grandes
grupos en base al tipo de macromoléculas blanco: métodos basados en
lipopolisacaridos y éacidos grasos, métodos basados en proteinas y métodos
basados en acidos nucleicos; dentro de éstos ultimos se cuenta con el analisis de
plasmidos y ADN genomico por medio de endonucleasas, huellas digitales
utilizando sondas de ADN y huellas digitales basadas en la reaccion en cadena de
la polimerasa PCR.

1.4.1.1 Anélisis de Restriccion del ADN Cromosomal. Este método
compara el numero y tamafo de fragmentos producidos por la digestion del

ADN con una enzima de restriccion, la cual corta el ADN en una posicion

constante de un sitio especifico compuesto generalmente de 4 y 6 pb. Este

método es altamente reproducible debido a la alta especificidad de las
enzimas de restriccion que digieren completamente al ADN dado. El tamafio
de los fragmentos restringidos van de 20,000 a 1000 pb y pueden separarse
por medio de electroforesis en gel de agarosa y visualizados con bromuro
de etidio. Las variaciones en el arreglo de los fragmentos generados recibe
el nombre de polimorfismo en la longitud de los fragmentos restringidos

“RFLP” por sus siglas en inglés. **

1.4.1.2 Andlisis de Plasmidos. Es un método de gran poder para
identificar brotes. Los plasmidos pueden codificar para factores de
virulencia o portar genes de resistencia a los antimicrobianos. Existen
técnicas rapidas y economicas para la extraccion de ADN plasmidico y su
separacion, en base a su tamafio por medio de electroforesis en gel, lo que
permite su uso ampliamente en investigaciones epidemiolédgicas. Los
plasmidos de igual tamafio pueden diferenciarse utilizando enzimas de
restriccion, sélo asi se podra saber si la secuencia nucleotidica de los

plasmidos es la misma o no. No obstante, la técnica de perfil de plasmidos
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no es universalmente aplicable, muchas especies bacterianas no
almacenan plasmidos o lo hacen muy poco, ademas, debido a que existe
escasa heterogeneidad en sus secuencias nucleotidicas, es menos usada
para técnicas de Subtipificacion. *?°

1.4.1.3 Técnicas de Hibridacién. Esta técnica se ha desarrollado con
el fin de simplificar el analisis del ADN por RFLP disminuyendo el nimero
de fragmentos a comparar, en la técnica los fragmentos de restriccion son
comparados con una o mas sondas de ADN marcado. Los fragmentos de
restriccion son transferidos a membranas de “nylon” o nitrocelulosa por
Southern-blott e hibridados con la(s) sonda(s) marcada(s). Unicamente los
fragmentos de restriccion que hibridan con la sonda son visibles, lo que
simplifica considerablemente el patrén de huellas digitales. Las sondas para
subtipificar derivan de genes que codifican para factores de virulencia,
secuencias de insercion, ADN bacteriéfago, fragmentos de ADN gendémico
clonado al azar y ARNr 16S mas 23S. *?°

1.4.1.4 Andlisis del ADN Ribosomal por RFLP (Ribotipificacion). La
ribotipifiacion involucra las huellas digitales de los fragmentos de restriccion
del ADN gendmico que tiene todos o parte de los genes que codifican para
el ARNr 16S y 23S. Debido a que los genes codifican para el ARNr son
altamente conservados, una sola sonda puede utilizarse para subtipificar a
todas las eubacterias, asi mismo, la mayoria de las bacterias contienen
multiples operones ribosomales por lo que un numero considerable de
fragmentos es obtenido por andlisis de discriminacion inter- e intraespecies.
Métodos estdndares para el aislado del ADN, restriccion, electroforesis y
transferencia a membranas son utilizados para realizar la técnica de
ribotipificacion, al final el ADN transferido es hibridado con el ARNr marcado
con *P o algin otro marcador no radiactivo para obtener el polimorfismo
correspondiente a la especie bacteriana. 1*

1.4.1.5 Electroforesis en Gel con Campo Pulsado (PFGE). En este
método se generan patrones simplificados de los fragmentos de restriccion

sin tener que recurrir a métodos de hibridacion. Las enzimas de restriccion
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utilizadas para cortar el ADN en forma infrecuente, originan grandes
fragmentos del ADN cromosomal, el cual es separado posteriormente por
un procedimiento de electroforesis especial. Fragmentos de ADN mayores a
los 40 Kb, no son resueltos eficientemente por la electroforesis en gel de
agarosa convencional. Asi los fragmentos del ADN pueden resolverse
alterando en forma ciclica la orientacion del campo eléctrico durante la
electroforesis.

Existen varias técnicas de campo pulsado, la técnica mas simple es
la electroforesis en gel con inversion de campo, un sistema en el cual se
utiliza la inversion periddica de un campo eléctrico, uniforme en ambas
direcciones, hacia adelante o reversa, siendo ligeramente mayor el pulso
hacia adelante. La separacion de grandes moléculas de ADN se ve
afectada por la concentracion de la agarosa, del amortiguador, de la
temperatura, tiempo del pulso, voltaje y, el tiempo total de corrimiento de la
electroforesis. *?°

1.4.1.6 Subtipificaciéon Basada en la PCR. Los métodos de tipificacion
basados en la PCR se clasifican en dos tipos: el primer tipo (PCR-RFLP)
involucra la amplificacion de una secuencia, la secuencia es cortada con
enzimas de restriccion y los fragmentos restringidos del ADN amplificado de
distintas cepas, son comparados. El segundo tipo involucra segmentos
amplificados al azar utilizando un solo iniciador que no tiene homologia con
la secuencia blanco, sino que son disefiadas al azar, tal es el caso del
método de amplificacion al azar del ADN polimérfico (RAPD) ya
mencionado. 8% 1%

1.4.1.6.1 Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos
Amplificados (AFLP). Este método es una modificacion del RAPD, en el
cual los fragmentos amplificados se seleccionan para su posterior
amplificacion. EI ADN se digiere con la enzima de restriccion y los
fragmentos cortados al azar son elegidos utilizando una secuencia de bases

especifica 3’ terminal de los iniciadores. Las condiciones de la PCR son
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mas severas que las del RAPD lo que aumenta la confiabilidad del método.
El patrén de huellas digitales obtenido es complejo. 3?2

1.4.1.6.2 Numero Variable de Elementos Repetidos en Serie
(VNTRs) o Microsatélites. Son elementos muy cortos repetidos en serie que
se encuentran en los genomas de procariotas y eucariotas. El método de
huellas digitales VNTR se basa en la PCR. La amplificacion de los VNTRs
especificos, se realiza utilizando iniciadores dirigidos a las regiones
externas que flanquean los elementos. 8% 1%

1.4.1.6.3 Secuenciacién del ADN. La secuenciacion provee los datos
mas exactos para valorar la divergencia y las relaciones entre las especies,
su mayor impacto se ha dado en la producciéon de arboles filogenéticos a
nivel interespecies. Cambios en una sola secuencia proveen suficiente
profundidad para interpretar la filogenia y la historia evolutiva de las
especies. Para obtener tal informacion, loci mdltiples se deben
secuenciados y los datos almacenados. Actualmente la secuenciacidon es

una técnica mas rapida y menos cara. % 1%
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2. JUSTIFICACION

Debido a la persistencia de brotes causados por P.aeruginosa
principalmente durante los afios de 1991 a 1995 en la UTI y otras areas
hospitalarias del INCMNSZ, a la presencia de cepas altamente resistentes, en
particular a los aminoglicosidos, y a la posibilidad de que algunas variedades
puedan presentar un comportamiento bioldgico especial y sean prevalentes en
cierto tipo de muestras clinicas, es importante estudiar y caracterizar por medio de
la tipificacion molecular a la poblacion clinica de P.aeruginosa para comprender su
epidemiologia, conducta biolégica y evolucion a través del tiempo y asi establecer
estrategias que impidan la emergencia y seleccién de cepas de P.aeruginosa mas

agresivas e impedir, a la vez, su diseminacion en otras unidades hospitalarias.
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3. HIPOTESIS

Ya que P.aeruginosa ocupa un lugar relevante como germen nosocomial
y causa continuos brotes, especialmente en la UTI, es muy probable que
algunas cepas aisladas de distintas muestras clinicas estén relacionadas entre
si y tengan un genotipo y un fenotipo de resistencia semejante, si no es que

Unico.

4. OBJETIVO GENERAL

Definir mediante el método de la amplificacion al azar del ADN
polimérfico, si los aislados nosocomiales de P.aeruginosa resistentes a
aminoglicosidos (An, Gn y Thb) aislados en el intervalo de 1991 a 1995 en el

INCMNSZ, estan relacionados a la misma cepa.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Detectar los brotes de P.aeruginosa, su distribucion y prevalencia
en muestras clinicas a lo largo de los cinco afios estudiados, analizando la
base de datos del Laboratorio de Microbiologia Clinica del Departamento de

Infectologia.

4.1.2 Optimizar la técnica molecular de la amplificacion al azar del ADN
polimorfico (RAPD) para ensayarse sobre una muestra de los aislados clinicos

de P.aeruginosa.

4.1.3 Correlacionar el patron molecular obtenido de los aislados de
P.aeruginosa con su perfil de resistencia a los aminoglicdsidos, la distribucion

de los brotes a través del tiempo y la prevalencia en muestras clinicas.
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5. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo, transversal, aleatorio, experimental
y ciego para investigar y conocer la epidemiologia y conducta biolégica de
P.aeruginosa aisladas de diferentes muestras clinicas de 1991 a 1995, periodo
con mayor incidencia de brotes bacterianos reconocidos en el INCMNSZ, %y
conservadas en el cepario del Laboratorio de Microbiologia Clinica del

Departamento de Infectologia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Analisis Retrospectivo.

6.1.1 Bases de Datos. Los datos de las muestras clinicas (fecha de la toma, perfil de
resistencia a 19 antibiéticos y tipo de muestra clinica) de las cuales se les aislé P.aeruginosa,
provenientes del mismo o diferente paciente, contenidos en la base de datos del Laboratorio
de Microbiologia Clinica del Departamento de Infectologia de 1991-1995 se capturaron en
nuevas bases, categorizando el nimero de aislados segun el patrén de resistencia a
aminoglicésidos (A), el origen de la muestra clinica (T) y el mes (M) y afio (N) en el que ese
aislado se recuperd. Los aislados de un mismo paciente colectados en un lapso de 3 meses
se excluyeron del estudio retrospectivo. No obstante, en el caso de los aislados conservados
en el cepario del Departamento de Infectologia no se aplic6 el mismo criterio ya que se
seleccionaron totalmente al azar sin tomar en cuenta si la cepa de P.aeruginosa se habia
aislado en forma Unica o repetida, en periodos cortos o largos de tiempo, y si pertenecia al

mismo o a diferente paciente (ver 6.2.1).

6.1.2 Disefio Experimental. Para analizar estadisticamente los datos organizados, se
realizaron distintos disefios experimentales del analisis de variancia a partir del cual se
calculo la prueba F (George W. Snedecor). Las variables mencionadas se analizaron por un
ANOVA"simple para probar la igualdad de medias. Debido a que se encontré desigualdad se
aplico un disefio en blogues para maximizar las diferencias, un disefio factorial con el fin de
determinar dependencia o interaccién entre las muestras clinicas segun el fenotipo de
resistencia a aminoglicosidos (Figs. 1 y 2) y, por ultimo, un disefio trifactorial de “Split-split

»n 20, 56

plot para aumentar la precisién en la deteccion de brotes y la predominancia de
fenotipos de resistencia conforme a las estaciones del afio (Figs. 3 y 4). Para aquellos
resultados en los cuales la F calculada (Fc), al compararla con la F de tablas (Ft), fue
significativa, se aplic6é el método de comparacion mdultiple de medias de Duncan para
establecer las jerarquias entre las categorias analizadas. Cada disefio fue comparado uno
con otro calculando el error relativo cuyo coeficiente permite elegir el mejor disefio; asi
mismo, se determiné la homogeneidad de la variancia para proceder a los calculos de las F.
Los datos fueron procesados en el programa SPSS for Windows V 10.01 Copyright © SPSS

Inc. 1989-1999.

Y ANOVA: acrénimo de “Analysis of Variance”.
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Figura 1. Caracteristicas del Disefio Factorial de Tercer Orden para Muestras
Clinicas con Relevancia en Muestras Provenientes de Vias Urinarias, Vias
Respiratorias y Cultivos de Sangre.

A T N
FENOTIPOS DE TIPOS DE MUESTRAS ANOS DE ESTUDIO
RESISTENCIA A CLINICAS

AMINOGLICOSIDOS
(A1,..., Ag)? Vs (T,..., Ta)° VS (Ny,..., Ns)°

& Aislados deP.aeruginosa resistentes a un solo aminoglicésidg; RaeAn A,, PaeGn A; PaeTh Resistentes
a dos aminoglicésidos: APaeAnGn As, PaeAnTh; As, PaeGnTh Resistentes a los 3 aminoglicésidog A

PaeMy sensibles 4 PaeS
b'l'l, urocultivos URO); T, vias respiratorias/R); Ts, hemocultivosKl) y T, otras muestras clinica®).
°Ny, 1991 Ny, 1992 N3, 1993 N4, 1994y N5, 1995

Figura 2. Caracteristicas del Disefio Factorial de Tercer Orden Disertando Otras
Muestras Clinicas (O).

A T \
FENOTIPOS DE TIPOS DE MUESTRAS ANOS DE ESTUDIO
RESISTENCIA A CLINICAS

AMINOGLICOSIDOS
(Aq,..., Ag) Vs (Ty,..., T1g)? VS (Ny,..., Ns)

2T,, abscesoABS); T, biopsia Bx); Ts, catéter CTR); T,, exudado uretraExU); Ts, exudado vaginaBxV);
Te, Secrecion de herid&X); T+, liquido de ascitisL(A); Tg, liquido cefalorraquided-CR); T, liquido de didlisis
(LD); T, liquido sinovial LS); T1,, liquido pleural (P); T,,, liquido biliar (B); T3, liquido duodenall{U);
Ti4 Secrecién OticadTl); Tis, otras muestradd); Tie urocultivos URO); T, vias respiratoriasVR); Tig,
hemocultivos ifl).
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Figura 3. Caracteristicas de un Disefio “Split-split plot” para la Deteccion de Brotes.

T1 T2
GRUPOS DE MUESTRAS CLINICAS | FENOTIPOS DE RESISTENCIA A
(T1,eens Ta) AMINOGLICOSIDOS
(A1,..., Ag)
T3 T4
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A FENOTIPOS DE RESISTENCIA A
AMINOGLICOSIDOS AMINOGLICOSIDOS
VS VS
ANOS DE ESTUDIO ANOS DE ESTUDIO
(Aq,..., Ag)(Ny,..., Ns) VS
MESES DEL ANO
(A1,..., Ag)(Ny,..., N5)(My, ..., My)?

La parcela principal son los datos de los fenotgmsesistencia a aminoglicosidos (A, Ag)
encontrados al azar en los cuatro grupos (blogdesmuestras clinicas {T..,T4). Las
subparcelas incluyen el intervalo de afios estudi@iig..., Ns). Las sub-subparcelas son los
datos de incidencia de A por meses del afig.(MMi2).

®M1, ENE; M,, FEB; M3, MAR ; M4, ABR; Ms, MAY ; Mg, JUN; M7, JUL; Mg, AGO; Mo,
SEP, Mg, OCT; M11, NOV; My, DIC.
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Figura 4. Caracteristicas de un Disefio “Split-split plot” para Determinar la Conducta
Estacional de los Fenotipos de Resistencia a Aminoglicosidos.

T1 T2
GRUPOS DE MUESTRAS CLINICAS | FENOTIPOS DE RESISTENCIA A
(Ti,..., Ta) AMINOGLICOSIDOS
(A1,..., Ag)
T3 T4
FENOTIOS DE RESISTENCIA A FENOTIPOS DE RESISTENCIA A
AMINOGLICOSIDOS AMINOGLICOSIDOS
VS VS
ANOS DE ESTUDIO ANOS DE ESTUDIO
(Aq,..., Ag)(Ny,..., Ns) VS
ESTACIONES DEL ANO
(A1,..., Ag)(Ny,..., Ns)(Eq,..., E4)?

La parcela principal son los datos de los fenotgmsgesistencia a aminoglicosidos (A, As)
encontrados al azar en los cuatro grupos (blogdesjnuestras clinicas {T..,T4). Las
supbarcelas incluyen el intervalo de afios estudiéisg..., Ns). Las sub-subparcelas incluyen
la distribucion de los fenotipos de resistenciagstaciones del afio (E ., E).

2Ey, INVIERNO ; E;, PRIMAVERA ; E3, VERANO; E4;, OTONO.
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6.1.3 Histogramas de Frecuencia. A partir de las medias de los contrastes se

elaboraron los histogramas de frecuencia para los aislados de P.aeruginosa
sensibles y resistentes a uno o0 mas aminoglicésidos por mes segun el afio (Figs. 5-9)
y global (Fig. 10); prevalencia de los fenotipos de resistencia por tipo de muestra
clinica (Figs. 11-13) y las graficas de distribucion estacional para los aislados de
PaeM y PaeS (Figs. 14 y 15).
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Figs. 5 y 6. Frecuencia de Fenotipos de Resistex
Aminoglicdsidos deP.aeruginosa durante los afios de
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Figs. 7 y 8. Frecuencia de Fenotipos de Resistex
Aminoglicosidos deP.aeruginosa durante los afios de

1993 y 1994.
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B PaeAn Fig. 9. Frecuencia de Fenotipos de Resistenc
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Fig. 14. Distribucién Estacional de Aislados de Pseudomonas

aeruginosa Sensibles a los Aminoglicésidos (PaeS)
DE ENERO DE 1991 A DICIEMBRE DE 1995.
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6.2 Estudio Microbiolégico.

6.2.1 Metodo de Seleccidon. Se incluyeron 202 aislados de P.aeruginosa
viables del cepario del Laboratorio de Microbiologia Clinica de 1992 a 1995 para ser
analizados por RAPD. Los aislados se seleccionaron al azar utilizando una tabla de
nameros aleatorios. EI método de seleccion en ciego eligié uno o varios aislados de

un mismo paciente.

6.2.2 Identificacion y Susceptibilidad Microbiana. Previamente los
microorganismos del cepario se identificaron y se les realizaron pruebas de
susceptibilidad utilizando los métodos comerciales APl 20E (bioMérieux VITEK, Inc.,
Missouri 63042, USA) y MicroScan (Baxter Diagnostics Inc., CA 95691, USA). Los
resultados categoricos (R=resistente, I=intermedio y S=sensible) para un total de 19
antibioticos: trimetoprim/sulfametoxasol, nitrofurantoina, norfloxacino, ciprofloxacino,
ampicilina, ticarcilina, cefalotina, cefazolina, cefoxitina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftazidima, amikacina, gentamicina, tobramicina, piperacilina, cloranfenicol,
tetraciclina e imipenem, se transcribieron a un codigo de 7 digitos con base en el
sistema numérico octal ® para correlacionarlo posteriormente con los patrones
polimdrficos de RAPD de los 202 aislados (Fig. 16).

6.2.3 Descongelamiento y Reanimacion de los Aislados. Una alicuota tomada
de los viales descongelados se incluyé en 2 mL de caldo infusion cerebro-corazon
(BHI) y se incub6 a 37T por 24 hr. De estos cultivos se inocularon placas de agar-
sangre de carnero haciendo resiembras periodicas durante 3 dias consecutivos e
incubadas en las mismas condiciones. Se corroboro que la cepa fuera P.aeruginosa
aplicando las pruebas presuntivas de oxidasa, desarrollo a 42€C y produccion de
pigmento.
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Fig. 16. Obtencién de los Codigos de Susceptibilidad a 19 Antibidticos.

SXT FIM NOR CIP AM TIC PIP CF CZ FOX CXM CTX CAZ AN GM TB cC TE IPM*
R R R R R R S R R R R R | R R R R s g
1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0o o0°
1 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
i 7 3 7 7 7 1°

& Posicion y siglas de los antibidticos: SXT, Triogim-sulfametoxasol; F/M, Nitrofurantoina; NOR, Nowthcino; CIP, Ciprofloxacino; AM, Ampicilina; TICTicarcilina; CF, Cefalotina;
CZ, Cefazolina; FOX, Cefoxitina; CXM, Cefuroxima; CT®efotaxima, CAZ, Ceftazidima; AN, Amikacina; GBentamicina; TB, Tobramicina; C, Cloranfenicol; Tefraciclina e IPM,
Imipenem.

b3, sensible; I, intermedio; R, resistente.

¢ Cadigo binario (1,0)

9 cédigo octal (valor asignado dependiendo del védicodigo binario “presencia/ausencia”, “resitaésensible”, etc).

€ Cadigo de siete digitos (cada digito es la sumasiealores del codigo octal que dependen a saekezalor del cédigo binario).
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6.3 Ensayos Moleculares .

6.3.1 Extraccion del ADN Gendmico de P.aeruginosa. El desarrollo bacteriano
contenido en un cuarto de la placa de agar sangre de carnero se suspendio en tubos
Falkon con 300 puL de agua ultrapura 18.2 mQ, se agregaron 600 pL de tiocianato de
guanidina 5M/Tris-EDTA 10 mM mas sarcosil 0.5% v/v. Después de 30 min, la
solucion de lisis fue dispensada en dos tubos Eppendorf de 1.5 mL, a los cuales se
agregaron 300 pL de acetato de amonio 7.5 M y se incubaron en hielo por 10 min.
Los restos celulares se eliminaron con cuatro lavados de la mezcla fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y tres méas con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) para
depurar el fenol. EI ADN se precipité afiadiendo dos volimenes y medio de etanol
absoluto frio con base en el volumen de la muestra. Después de dos lavados con
etanol al 70% el botén de ADN se resuspendié en agua ultrapura y se almacené a
4<C. La concentracién de ADN se determiné por elect roforesis en gel de agarosa al
0.7%, comparando con concentraciones conocidas de ADN del fago A (0.5 pg/1.5uL)
(Pitcher, Bruce & Jordan’s). En los cinco carriles iniciales se distribuyeron las
siguientes concentraciones del marcador: 5, 10, 25, 50 y 125 ng/uL 6 10, 25, 50, 125
y 250 ng/pL (Fig.17). Los ADN gendémicos se diluyeron en agua ultrapura para
obtener la concentracién final deseada: 12.5 ng/uL para los ensayos de optimizacion

y de 1.5 ng/pL para los ensayos con los 202 aislados.
| Il

12345 6 7 910111213141516.81920 123456 7 89 102.]].314151617181920

Fig. 17. Ejemplo de dos geles que muestran ldrefecesis en agarosa al 1% con TBE 0.5X del ADtdlto
de distintos aislados clinicos deaeruginosa. |. Carriles 1 a 5, ADM\A 5, 10, 25, 50, 125 ng/uL
respectivamente; carriles 6 a 20 aislados, 16C, 81C, 45Ci, 45Cr, 46C, 2D, 21D, 34D, 41D, 32D, 48D
1F, 15F y 16F. Il. Carriles 1 a 5, A[@N 10, 25, 50, 125 y 250 ng/uL respectivamente; lesrs a 20
aislados, 1E, 3E, 4E, 5E, 73, 8E, 9E, 10E, 11E, 17ZE, 18E, 19E, 20E y 21E.
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6.3.2 Seleccion del Iniciador. Seis oligonucleétidos de secuencia corta (de 10
nucledtidos cada uno) y arbitraria fueron probados: HLWL74, 5'-ACGTATCTGC-3' y
HLWL85, 5-ACAACTGCTC-3' °; R2, 5-AGTACAGGTC-3' * %, 1283, 5-
GCGATCCCCA-3"; 1247, 5-AAGAGCCCGT-3' 1" ¥ y WIL2, 5'-TCACGATGCA-3' **.
Los iniciadores HLWL74 y WIL2 se ensayaron con 5 aislados clinicos de
P.aeruginosa seleccionados al azar (Fig. 18). De este ensayo se selecciono la cepa
257, con mayor numero de bandas, la cual se ensay6 con el resto de los iniciadores
HLWLS85, R2, 1283 y 1247 (Fig. 19), en un volumen de reaccion (Vrc) de 10 pL,
amortiguador con Mg 1X, 100 pM de la mezcla de desoxinucledtidos trifosfato
(DNTPs), 0.5 mM de MgCl;, 15 pM del oligonucleétido, 1U de la ADN polimerasa de
Thermus aquaticus (ADNpol-Taq) y 2 ng del ADN blanco (ADNbco). La reaccién fue
sellada con 20 pL de aceite mineral y amplificada a 927C/10”, 36 T/30” y 72 T/1’
(Yu & Pauls) en un termociclador GeneAmp® PCR System 9600 (Perkin Elmer,
Foster City, CA). Los productos se corrieron en gel de agarosa al 1.5% en TAE1X a
60 V/2 hr. EI ADN del fago A cortado con Pstl se utiliz6 como marcador del peso

molecular.

123 4567891011

1 2356 7 8 910

Fig. 18. Amplificacion del ADN deP.aeruginosa con dos Fig. 19. Amplificacion del ADN déP.aeruginosa con cinco

iniciadores. Carriles 2 a 6, cepas 251, 312, 263, Y 297
con HLWL74, 5-ACGTATCTGC. Carriles 7 a 11 mismo
orden de cepas con WIL2, 5-TCACGATGCA. Carril 1:
marcador del peso molecular, ADNPstl. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio
Fotografi: utilizando transiluminador de luz U

iniciadores: a) 1247, 5-AAGAGCCCGT; b) R2, 5'-
AGTACAGGTC; c) HLWL85, 5-ACCACTGCTC y d)
1283, 5-GCGATCCCCA. Carril 1: marcador del peso
molecular, ADN@\Pstl. Siguientes carriles (no. de cepa e
iniciador): 2, 257a; 3, 257b; 4, 257c; 5, 257d;281a; 7,
231d; 8, 231b; 9, 263d y 10, 297d. Electroforesisgel de
agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio. Fafty
utilizando transiluminador de luz ultraleta
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6.3.3 Optimizacion del RAPD. Las condiciones Optimas de amplificacion para
el RAPD se determinaron manteniendo uno de los parametros a probar y haciendo
variaciones de los deméas parametros: Vrc: 10, 25 y 50 pL; DNTPs, 100 y 200 uM;
MgCl,: 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0 y 5.0 mM,; iniciador 1283: 10, 15y 20 pM; ADNpol-
Taqg: 0.50, 0.75 y 1.00 U; y ADNbco: 1, 5, 10 y 25 ng. Las condiciones de
amplificacién probadas fueron: i) 94 T/1’; 36 T/1; 72 T2 3, i) 92C/10™; 36
C/30"; 72 T/' 8 i) 94 T/15”; 40 T/30”; 72 T/ ¥. Los tres primeros
programas fueron sujetos a 35 ciclos, y iv) 94 C/5'/1ciclo; 94 T/30"; 36 T/30”; 72
C/1" por 35 ciclos y 72 C/10'/1ciclo (estas condi ciones se optimizaron con base en
los tres primeros). El aislado clinico No. 231, la cepa control de P.aeruginosa ATCC
27853 y un control negativo (tubo con agua ultrapura) se probaron para cada ensayo.
Los productos se resolvieron en gel de poliacrilamida al 5% (9 cm de largo x 7 cm de
ancho), 2 mL de acrilamida al 30% mas bis-acrilamida al 0.8%, 1.2 mL de
amortiguador TBE 1X y 8.8 mL de agua. Como catalizadores de la reaccion se
agregaron 60 pL de persulfato de amonio al 10% y 12 uL de TEMED,; el gelificado se
agrego en el compartimento formado entre dos placas de cristal con un espesor de 3
mm. El corrimiento de la electroforesis se llevé a cabo en amortiguador TBE 0.5X a
50 V por 3 hr. Posteriormente, los geles se fijaron con &cido acético al 10% por 20
min, se enjuagaron con agua 2 min tres veces, se impregnaron con nitrato de plata
(1g/L) més formaldehido al 37% (1.5 mL/L) durante 30 min, se enjuagaron de nuevo
por 20 seg y finalmente se revelaron con carbonato de sodio (30 g/L), formaldehido
37% vy tiosulfato de sodio pentahidratado (2 mg/L) de 2 a 5 min. La reaccion se paro

con &cido acético al 10% por 5 min " *® 7 (Figs. 20-24).
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ENSAYOS CON 3 PROGRAMAS DE AMPLIFICACION

Fig. 20. I, programa Williamset al (94°C/1’, 36°C/1’, 72°C/2"). ll, programa Pardt, al
(94°C/15”, 40°C/30”, 72°C/L1’). Ill, programa Yu &Pouls (92°C/10”, 36°C/30”,
72°C/1’). Carril 5,P.aeruginosa ATCC 27853; 6P.aeruginosa 231; 2 a 4, blancos; 1,
marcador del peso molecular ABPAPstl.
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OPTIMIZACION DEL VOLUMEN DE REACCION (Vgrc) Y LA CONCENTRACION
DE LA ADNpol- Tag.

Fig. 21. Patrén de bandas del RAPD. ¢c¥10uL; Il, Vre=25uL; lll, Vrc=50uL. Carriles 2
a 4,P.aeruginosa ATCC 27853 con 0.50, 0.75 y 1.00 U de ADNfalg. Carriles 6 a 8,
P.aeruginosa 231 con 0.50, 0.75 y 1.00 U de ADNpIKd¢ respectivamente. Carriles 5y 9
blancos (representa un control con los componet¢éesa reaccion tipica sin el ADN
blanco). Carril 1, marcador del peso molecular ANPstl. Todas las reacciones se
amplificaron con 2.5 mM de Mg&l15 pM del iniciador 1283 y 25 ng del ADN blané&d.

termociclador se programé segun Williaretsal.
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OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE MgCl 2 Y Vge

123 78 1 2 3 4 56 7 8 9
+ &
i
I \V,
1 2 3 4 5 78 1 2 3 4 56 7 8 9
Py s Y

Fig. 22. Patron de bandas del RAPD. Geles 4c=X0 pL y lll, Vrc=25uL. Carriles 2 a 8
P.aeruginosa ATCC 27853 con 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5 de MgC}. Geles II, \kc=10 pL

y IV, Vrc=25uL. Carriles 2 a 8.aeruginosa 231 con 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5.0 mM deCMg
respectivamente. Carril 9, blancos. Carril 1, mdocadel peso molecular AD®APstl. Todas las
reacciones se amplificaron car® mM de MgC4, 0.5 U de ADNpo[aqg, 15 pM del iniciador 1283,
25 ng ADNbco. El termociclador se programé seguhiaitis, et al.
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OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL INICIADOR

Fig. 23. Patron de bandas del RAPD. I, carriles5P.aeruginosa ATCC 27853 con 5, 10, 15 y 20 pM del iniciador.
I, carriles 2 a 5P.aeruginosa 231 con 5, 10, 15 y 20 pM del iniciador. Carrilofancos. Carril 1, marcador del peso
molecular ADN®APstl. Todas las reacciones se amplificaron con 2.0 d@vMgCh, 0.5 U de ADNpolfaq, 25 ng
ADNbco en un V=10 pL. El termociclador se programé segun Williaehsl.

OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ADN BLANCO

Fig. 24. Patron del RAPD. I, carriles 2 a 5 co’,110 y 25 ng de ADNbco deaeruginosa ATCC 27853. Il, carriles
2a5conl,5, 10y 25 ng de ADNbco®eeruginosa 231. Carril 6, blancos. Carril 1, marcador delge®lecular
ADN ®APstl. Todas las reacciones se amplificaron con 2.0 aeM/IgCh, 0.5U de ADNpolfaq, 15 pM del iniciador
en un \kc=10 pL. El termociclador se programé segun Williaensl.
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6.3.4 Ensayo de Reproducibilidad en Gel de Poliacrilamida. Para determinar

la reproducibilidad del RAPD con las condiciones de amplificacion seleccionadas, se
utilizé el ADN de 10 aislados clinicos de P.aeruginosa seleccionados al azar y un
control negativo. El ensayo de amplificacion se repiti6 durante 4 dias consecutivos
bajo las mismas condiciones: Vgrc=10 pL; amortiguador 1X; DNTPs, 100 uM; MgCl,,
2.5 mM; iniciador 1283, 20 pM; ADNpol-Tag. 0.5 U y ADNbco 3.0 ng, sujetas a las
condiciones de amplificacion del inciso i en 6.3.3. Los productos se resolvieron en
geles de poliacrilamida segun las férmulas referidas en 6.3.3, mostrando en este

caso dimensiones mayores: 15 cm de largo x 10 cm de ancho (Fig. 25).
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1 2 3 4 5 6 7 &® 10 11 12 13

Fig. 25. Patron del RAPD. En los 4 geles: carrless 11, aislados clinicos deaeruginosa 15, 66, 111, 251, 297, 312, 383,
474, 504 y 523; carril 12, blanco; carril 1 y 13ancador del peso molecular ADMAPstl. Electroforesis en gel de
poliacrilamida tefiido con nitrato de plata.
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6.4 Ensayo Experimental con 202 Aislados Clinicosd e P.aeruginosa.

6.4.1 Ensayo del RAPD con 202 Aislados de P.aeruginosa. Con las
condiciones seleccionadas: Vrc, 10 pL; amortiguador 1X; DNTPs 100 uM; MgCl,, 2.5
mM; iniciador, 20 pM; ADNpol-Taqg, 0.5 U; ADNbco, 3.0 ng y con el termociclador
programado a 94 <T/5/1ciclo; 94 T/30”; 36 /30’ ’; 72 /1’ por 35 ciclos y 72
C/10'/1ciclo, se amplificaron 202 aislados de P.aeruginosa (Figs. 27-42) y un aislado
de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 como un control externo de la
reproducibilidad del método (Fig. 26). Los productos obtenidos se resolvieron por
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% con 0.5 pL de bromuro de etidio en
amortiguador TBE 0.5X, pH 8.0 a 60 V durante 2 hr. 30 min; 8.5 pL del producto
amplificado se afiadi6 a cada pozo mezclandolo con 1.5 pL de la mezcla azul de
prusia-verde brillante como indicador del corrimiento del ADN durante la
electroforesis. Los dos carriles de los extremos izquierdo y derecho se llenaron con 1
pL de los marcadores IV (mezcla del ADN ®APstl y pSPTBM20 [1.0 pg/pL] cortado
con Styl y Saul) y el marcador IX (ADN ®X174 [0.5 pg/pL] cortado con Haelll)
(Lakeside, Boehringer Mannheim, México, D.F.). Los geles se colocaron sobre un
transiluminador de luz ultravioleta y se expusieron a una pelicula Polaroid blanco y
negro, 150 3000/36° 8.5 x 10.8 cm, polapan 667, con una apertura del diafragma de
la cAmara de 11 y a una distancia focal de 67.5 cm durante 1 min. Los ensayos en

los que no se observé amplificacion fueron repetidos.

6.5 Analisis Molecular

6.5.1 Andlisis de Agrupacion con UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages). Las 16 fotografias de los geles se capturaron y los
patrones electroforéticos de las bandas se procesaron en un analizador de imagenes
(Adobe Photoshop/7, Adobe Systems Inc. USA). El grado de relacion entre dos
cepas se estimd por un coeficiente de similitud (cs) de manera automatica con el
meétodo de agrupacion de pares no relacionados con base en promedios aritméticos
64, 121

(Unweighted Pair Group Method, using Arithmetic Averages <UPGMA>)
utilizando el programa Advanced Quantifier 1-D Matcha, Bioimage, Ann Arbor, Ml. El
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porcentaje de tolerancia para el tamafio y el espacio entre bandas fue de 5%, y el
porcentaje limite entre lineas apareadas, de 80%.

6.5.2 Histogramas de Diversidad Genética de las Subpoblaciones de
P.aeruginosa. El tamafio de las bandas de cada uno de los aislados clinicos de
P.aeruginosa calculado automaticamente por el programa Advanced Quantifier 1-D
Matcha se categorizé por centenas, por ejemplo, 5 aislados de P.aeruginosa en los
gue se amplificaron bandas con un peso molecular de 0.312 Kb, 0.334 Kb, 0.358 Kb,
0.310 Kb y 0.385 Kb se consideraron dentro de la centena de 300 pb (en el intervalo
de 300 a 399 pb), el niumero total de bandas segun su peso molecular categorizado
en centenas se grafico, obteniéndose el porcentaje de los aislados que presentaban
tal o tales bandas. *® El andlisis se obtuvo para el total de aislados que conformaban
cada una de las subpoblaciones fenotipicas (PaeS, PaeGn,..., PaeMNR,... y
PaeMM) (Figs. 50-55).

6.5.3 Cuantificacion de la Variabilidad Genética de la Poblacién Clinica de
P.aeruginosa. Utilizando el programa Tools for Population Genetics Analyses
<TFPGA>, V 6.0, Miller, P.M. 1997), se obtuvo la proporcion de heterocigosis virtual
y la proporcién de loci polimérfico. Con el mismo programa se realizd un segundo
analisis por UPGMA correlacionando el polimorfismo obtenido a partir del RAPD con
la estacionalidad, la prevalencia en muestras clinicas (nichos ambientales) y con las
subpoblaciones fenotipicas, con el fin de corroborar genéticamente la conducta
estacional, la forma de colonizacion de los nichos y los mecanismos de resistencia.

I 1 2 3 4 5 6 |

Fig. 26. Patrén del RAPD. Cepa control Kgneumoniae ATCC 13883. Carril 1,
ensayo A; 2, ensayo B; 3, ensayo C; 4, ensayo énggyo D y 6, ensayo E. Carriles
I 'y Il, marcadores del peso molecular 1V y IX (é4.1).
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Fig. 27. Patrén del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 1 a 11: 2D,

5D, 7D, 8D, 9D, 10D, 11D, 13D, 14D, 15D y 16D. GQag A y B, marcadores
del peso molecular IV yIX (ver 6.4.1).

A B2627282930313233343536373839 B A

Fig.29. Patrén del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 26 a 39: 26E,
27E, 28E, 29E, 30E, 31E, 32E, 33E, 34E, 35E, 38E, 38E y 39E. Carriles Ay
B, marcadores del peso molecular IV y IX (ver.®)4
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Fig. 28. Patrén del RAPD. Cepas clinicasPdeeruginosa. Carriles 12 a 25: 31D,
32D, 33D, 34D, 35D, 36D, 37D, 38D, 39D, 40D, 41RD443D y 44D. Carriles
Ay B, marcadores del peso molecular IVy IX (6et.1).

A B40 41424344454647 4850 B A

Fig. 30. Patron del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 40 a 50: 41E,

43E, 44E, 45E, 47E, 48E, 49E, 50E, 52E, 53E y ®2Hfriles A y B, marcadores
del peso molecular IV y IX (ver 6.4.1).
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A B 51 52 53 54555657 58 59 6061 & &3 B

A B 6566 67 6869 7071 727374 7576787 B A

Fig. 31. Patron del RAPD. Cepas clinicas’deruginosa. Carriles 51 a 64: 55E,
56E, 57E, 58E, 59E, 60E, 61E, 62E, 63E, 64E, 1F3ER 4F. Carriles Ay B,
marcadores del peso molecular IV y IX (ver 6.4.1)

A B 79 808182 8384 8586 8788 89 90921 B A

Fig. 33. Patréon del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 79 a 92: 53F,
54F, 55F, 56F, 60F, 61F, 62F, 63F, 64F, 1Fox, 1,3C y 4C. Carriles A y B,

marcadores del peso molecular IV y IX (ver 6.4.1)

Fig. 32. Patron del RAPD. Cepas clinicas’druginosa. Carriles 65 a 78: 5F,
6F, 8F, 9F, 10F, 12F, 14F, 15F, 16F, 17F, 18F, 20F,y 21F. Carriles Ay B,

marcadores del peso molecular IV y IX (ver 6.4.1)

A B 93 94 9596 97 98 9100 101 102 103 104 105 106 B

FELIE N B

Fig. 34. Patron del RAPD. Cepas clinicasPt&eruginosa. Carriles 93 a 106: 5C,
6C, 7C, 8C, 9C, 10C, 11C, 12C, 14C, 15C, 16C, PBC y 21C. Carriles Ay B,
marcadores del peso molecular IVy IX (ver 6.4.1)
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A B 107 108 109 110111112113 114 116 117 118 B A

A B 119120121122 123 124125 126 127 128 129 B A

Fig. 35. Patron del RAPD. Cepas clinicasdeeruginosa. Carriles 107 a 118: Fig. 36. Patrén del RAPD. Cepas clinicasRiaeruginosa. Carriles 119 a 129:
22F, 23F, 24F, 26F, 27F, 28F, 29F, 30F, 33F, 38F,\836F. Carriles Ay B, 37F, 38F, 39F, 40F, 41F, 42F, 44F, 46F, 47F, 5051k. Carriles A y B,
marcadores del peso molecular IVy IX (ver 6.4.1) marcadores del peso molecular IVy IX (ver 6.4.1)

A B 130 131132 133 134 135 136 137 138 139140 141 142 B A

A B 143144145146 147 148 149 150 151 152 153 154 B A

Fig. 37. Patron del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 130 a 142: Fig. 38. Patron del RAPD. Cepas clinicasRiaeruginosa. Carriles 143 a 154:
22C, 23C, 24C, 26C, 27C, 28C, 29C, 30C, 31C, 3BC, 36C y 37C. Carriles A 38C, 39C, 40C, 41C, 42C, 43C, 44C, 45Cr, 1D, 3M $28D. Carriles Ay B,
y B, marcadores del peso molecular IVy IX (ver.®). marcadores del peso molecular IVy IX (ver 6.4.1)
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A B 155156 157 158 159 160 161 162 1631k 166 167 168 B A A B 169 170171 172173 B A

Fig. 39. Patron del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 155 a 168: 20D, Fig. 40. Patron del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 169 a 173:
21D, 22D, 24D, 25D, 26D, 48D, 27D, 28D, 29D, 46DD449D y 50D. Carriles A’y 3E, 6E, 7E, 9E y 10E. Carriles A y B, marcadorespgso molecular IV y IX
B, marcadores del peso molecular IVy IX (ver 6. (ver 6.4.1).

A B 174175176 177 178179 180 181 182 14 185 186 187 B A A B 188189 190191192193 194 195 19619F199 200 201 202 B A

Fig. 41. Patr6n del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 174 a 187: Fig. 42. Patron del RAPD. Cepas clinicasRigeruginosa. Carriles 188 a 202:
17E, 18E, 19E, 20E, 21E, 24E, 25E, 42E, 51E, 38F, 49F, 45Ci y 46C. 34C, 4D, 17D, 30D, 1E, 4E, 5E, 8E, 11E, 12E, 138 ,116E, 31F y 52F.
Carriles Ay B, marcadores del peso molecular X y(ver 6.4.1). Carriles Ay B, marcadores del peso molecular IXy(ver 6.4.1).
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis Retrospectivo.

Al hacer el analisis estadistico utilizando un disefio factorial de tercer orden
para el total de aislados clinicos de P.aeruginosa (1192) sin tomar en cuenta las
probables interacciones, se observo diferencia significativa en las variables meses de
afio (M), fenotipos de resistencia a aminoglicosidos (A), muestras clinicas (T) y afios
de estudio (N) en forma independiente. La comparacion de medias de los parametros
a evaluar de las distintas variables mostraron los siguientes resultados: para los
meses del afio, los meses con las medias mas altas (significativos) fueron junio y
julio lo cual ya se observaba en las graficas por mes (Figs. 5 a 9); para los fenotipos
de resistencia a aminoglicésidos hubo diferencia significativa en PaeS, PaeM y
PaeGn con el resto de los fenotipos de resistencia, y ademas, entre ellas mismas; las
medias de los tipos de muestras clinicas mostraron diferencia significativa entre los
cuatro grupos: otras muestras clinicas, cultivos de orina, vias respiratorias y sangre.
Por ultimo el andlisis mostré que el afio con mayor numero de aislados fue 1993 el
cual mantuvo diferencia significativa con 1995 (Fig. 10). Las medias de las variables
mencionadas se compararon a un nivel de significancia de .01.

El mismo modelo factorial revel6 diferencia significativa entre las interacciones
triples de las variables, por lo que, con base en este modelo se procedi6 a realizar el
ajuste estadistico para un disefio de Split-split plot, colocando en la sub-subparcela
los meses del afio, con el fin de mejorar la precision en la comparacion del nimero
de aislados promedio asignados por mes y asi confirmar los brotes causados por los
distintos fenotipos de P.aeruginosa a lo largo de los 5 afios (interaccion triple M x A x
N)(Fig. 3); asi mismo, se compararon las medias de los contrastes de la interaccion
triple A x T x N del mismo disefio factorial para determinar la prevalencia de los
fenotipos de resistencia a los aminoglicosidos de P.aeruginosa en las muestras
clinicas encontradas durante los 5 afios investigados (Fig. 1). Por ultimo, los datos de
la base de datos se agruparon por estaciones del afio para corroborar en forma
estadistica la distribucion estacional de los aislados de P.aeruginosa; los datos se
procesaron de nuevo bajo un disefio factorial de tercer orden, obteniéndose
diferencia significativa para la interaccion triple E x N x A (Fc=1.40%). De la misma

manera, con base en este ultimo disefio factorial, se realiz6 un disefio de Split-split
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plot colocando las estaciones del afio en la sub-subparcela con el fin de mejorar la
precision en la comparacién del nimero de aislados promedio asignados por
estacion del afio y asi confirmar la distribucion estacional de P.aeruginosa en el
intervalo de los 5 afios (Fc=1.50**)(Fig. 4). Los resultados detallados para brotes,
prevalencia en muestras clinicas y distribucién estacional se presentan a

continuacion:

7.1.1 Brotes en el Periodo de Estudio (1991-1995). De los 1192 aislados de
P.aeruginosa con distinta sensibilidad a los aminoglicosidos, se encontré que el
fenotipo multirresistente (PaeM) tuvo una prevalencia promedio de 6 aislados/mes y
77 aislados/afio, semejante a la de P.aeruginosa sensible (PaeS), con 8
aislados/mes y 95 aislados/afio. La subpoblacion de PaeM caus6 8 brotes: en 1991,
un brote que abarcd junio y julio (Fig. 5); en 1992, un brote en marzo, otro en agosto
y uno mas en octubre (Fig. 6); en1993, un brote abarcando julio, agosto, septiembre
y uno mas en diciembre que continu6 en enero de 1994 (Fig. 7); en 1994, un brote
gue comprendié mayo, junio y agosto (Fig. 8) y, en 1995, un brote en octubre (Fig. 9).
La subpoblacion de PaeS tuvo un nimero prominente de aislados en por lo menos 4
meses del afio, abundando en los meses de enero y octubre. El resto de las
subpoblaciones fenotipicas no mostraron brotes estadisticamente significativos
(Fc=1.42; Fti320.0.01=1.15) (Fig. 43; Tabla 1).

7.1.2 Prevalencia en Muestras Clinicas. La prueba F calculada de la
interaccion triple del primer disefio factorial mencionado en 7.1, revel6 que PaeM
prevaleci6 en forma altamente significativa en muestras provenientes de vias
respiratorias inferiores y de orina con respecto a hemocultivos. Las PaeM
provenientes de las vias respiratorias fueron mas abundantes con respecto a las
demas subpoblaciones en los afios de 1991, 1992 y 1995 que aquellas de vias
urinarias, mas abundantes en 1993 y 1994 (Tabla 2). PaeS prevalecié con muy alta
frecuencia en muestras de orina en 4 de los 5 afios, de 1992 a 1995 (Fc=2.00;
Fti332:001=1.41) (Figs. 11y 44; Tabla 2).

En este disefio se observo también que con respecto a otras muestras
clinicas, hubo diferencia altamente significativa, tanto para PaeM como para PaeS,

por lo que se aplicé un segundo disefio factorial para pormenorizar la prevalencia de
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P.aeruginosa en un total de 18 tipos de muestras clinicas (Fig. 2), mostrando que
PaeM prevaleci6 en sangre, heridas quirdrgicas y abscesos conjuntamente con PaeS
(Fig. 11 y 12), la que a su vez tuvo alta prevalencia en liquidos de dialisis (Fig. 13).
Por ultimo, este analisis mostré que la subpoblacion de PaeGn prevalecié también en
forma significativa en muestras de orina y sangre (Fc=11.67; Ftso4.001=1.42) (Figs. 11
y 45; Tabla 3).

7.1.3 Distribucion Estacional. El fenotipo PaeM predominé en forma altamente
significativa con respecto a las demas subpoblaciones durante la estacion de verano
en 4 de los 5 afios estudiados (Fig. 15), mientras que PaeS se distribuyo
homogéneamente durante las distintas estaciones (Fig. 14). Las demas
subpoblaciones no presentaron una distribucion estacional (Fc=1.50; Ftz0.0.01=1.47)
(Fig. 46; Tabla 4).

7.2 Analisis Molecular del RAPD.
(Primer Analisis Utilizando el Método de Agrupacién de Pares no Relacionados

con Base en Promedios Aritméticos <UPGMA>)(ver 6.5.  1).

7.2.1 Optimizacion y Reproducibilidad. El iniciador 1283 amplifico bandas en el
intervalo de peso molecular de 0.2 a 7.6 Kb, con un minimo de 4, un maximo de 18 y
una media de 9 bandas. El iniciador discrimind entre los aislados estudiados. Las
condiciones Optimas para los ensayos del RAPD fueron las referidas en 6.4.1. El
patrén del RAPD para la cepa control de K.pneumoniae ATCC 13883 tuvo en 3
ensayos un coeficiente de similitud de 100%, en 2 del 97.5%, y uno se relacion6 con
un 87.5%; los ensayos en los que no hubo reproducibilidad se repitieron (Figs. 26 y
47).

7.2.2 Andlisis de Agrupacion para 202 Aislados Clinicos de P.aeruginosa. De
los 202 aislados de P.aeruginosa, 193 tuvieron un patron de susceptibilidad
determinado; 125 de estos (64.8%) tuvieron un fenotipo PaeM. El dendrograma
obtenido con base en el andlisis de UPGMA mostré que PaeM se distribuyo en tres
grandes subpoblaciones que suponemos: a) no relacionada (PaeMNR), b)
esporadica (PaeMES) y c¢) endémica (PaeMED), la cual incluy6, a su vez, una sub-

subpoblacion de variedades de PaeM (PaeMM) agrupadas en 5 conglomerados
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estrechamente relacionados (cs=75%). El 35.2% restante tuvieron los fenotipos
PaeS, PaeGn, PaeTh, PaeAnGn y PaeGnTb (Fig. 48).

7.2.3 Polimorfismo Genético de la Subpoblaciones de P.aeruginosa. Todas las
subpoblaciones fenotipicas de P.aeruginosa mostraron distinto polimorfismo en el
intervalo de 215 a 7620 pb. PaeGn (n=27) y PaeMES (n=24) mostraron el mayor
polimorfismo, con 48 y 45 centenas de pb (ver 6.5.2), respectivamente. De manera
inesperada, los polimorfismos de los 100 genomas de PaeMED analizados
presentaron Unicamente 31 centenas de pb, cantidad significativamente menor a la
de PaeGn (p=0.05) y PaeMES (p=0.20) e inclusive menor a PaeS (n=11) vy
PaeAnGn (n=14), con 36 y 37 centenas de pb, respectivamente (no significativas).
Més aun, la sub-subpoblacion PaeMM, con 60 genomas, presentdo el mas bajo
polimorfismo, con 21 centenas de pb, en comparacién con 7 de las 9 subpoblaciones
estudiadas (Figs. 50-55; Tabla 5).

7.2.3.1 Frecuencia de Bandas Dobles. PaeMED y PaeMM presentaron
altos porcentajes de bandas dobles en la centena de 400 pb en 62% y 75%,
respectivamente, mientras que el resto de las subpoblaciones mostraron
bandas dobles, principalmente en las centenas de 700 pb de 36.4% a 59.2%
(Tabla 5).

7.3 Correlacion del Patrén del RAPD con la Prevalencia ~ en Muestras Clinicas y

el Patréon de Susceptibilidad a 19 Antibidticos.

7.3.1 Prevalencia en Muestras Clinicas. Se menciond en el analisis
retrospectivo en 7.1.2, que PaeM prevalecié en diversos tipos de muestras clinicas,
especialmente en vias respiratorias y orina, lo cual se comprobé al correlacionar tal
prevalencia con el analisis molecular. Todas las subpoblaciones de P.aeruginosa
derivadas de los 202 aislados prevalecieron con distintas proporciones en todas las
muestras clinicas, exceptuando a aquellas de vias respiratorias, en las cuales

prevalecieron casi exclusivamente PaeM y PaeGn (Tabla 6).
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7.3.2 Susceptibilidad a 19 Antibidticos. En base a lo descrito en 6.2.2, se
obtuvieron 87 cddigos de susceptibilidad distintos a partir de los 202 aislados (Fig. 48
y 49); 22.3% (21/94) de los aislados de PaeMED mostr6 un codigo de susceptibilidad
idéntico, representado por los 7 digitos: 1737773, sensibles Unicamente a
Piperacilina (PIP) e Imipenem (IPM); 57.4% (54/94) tuvieron el mismo cédigo para 6
digitos: 173777, donde (") puede adquirir valores de 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dependiendo
de la susceptibilidad de la ultima tripleta de antibiéticos: cloranfenicol, tetraciclina e
IPM (Fig. 16). El 18.1% (17/94) presentaron un codigo idéntico 177777 resistente a
PIP. Las subpoblaciones PaeMES y PaeMNR mostraron proporciones semejantes de
los mismos cédigos. Por ultimo, PaeGn y PaeAnGn tuvieron los coédigos de
susceptibilidad 1117323 y 1177733, respectivamente. Ninguna de las dos
subpoblaciones anteriores ni las restantes presentaron codigos semejantes a los de

las subpoblaciones de PaeM (Fig. 49; Tabla 7).

7.4 Determinacion de la Diversidad Genética.
(Segundo Andlisis Utilizando el Método de Agrupaci6 n de Pares no

Relacionados con Base en Promedios Aritméticos <UPG  MA>)(ver 6.5.3).

7.4.1 Heterocigosis Virtual y Loci Polimérfico. La proporcion de heterocigosis
virtual fue de 0.26 para las subpoblaciones fenotipicas, de 0.30 para origen del
aislamiento por muestra clinica y de 0.21 para estacionalidad. Los resultados
denotan que la poblacion clinica de P.aeruginosa es genéticamente diversa. Asi
mismo, la proporcién de loci polimérfico (P) con los valores de 100, 91.2 y 73.5%
respectivamente, reveld6 que la poblaciéon, en general, es también altamente

polimorfica.

7.4.2 Correlacion con la Estacionalidad, Prevalencia en Muestras Clinicas y las
Subpoblaciones Fenotipicas. El segundo andlisis con UPGMA revel6 que
efectivamente existe una distribucion estacional en los aislados de P.aeruginosa
menos polimorficos, los cuales se agrupan durante los meses célido-lluviosos vy frio-
hamedos, siendo muy similares entre si. Los aislados distribuidos durante los meses
secos de primavera e invierno terminal, fueron mas polimorficos con respecto a los

anteriores (Fig. 56). En el caso de los nichos relacionados a muestras clinicas, se
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encontré que existen “patdgenos tipo” con la misma posibilidad de colonizar liquidos
corporales, tejido sanguineo, vias respiratorias y urinarias, asi como heridas. Los
aislados recuperados a partir de biopsias, postmortem, catéteres y exudados

respiratorios fueron mas polimérficos, mostrando un genotipo distinto (Fig. 57).
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Fig. 43. AJUSTE SPLIT-SPLIT PLOT PARA BROTES EPIDEMICOS

*** ANALISIS DE VARIANCIA ***
HIERARCHICAL sums of squares

Source of Variation Sum of DF Mean Fc Ft
Squares Square .05 .01

SSP 3355.967 1919

SP 2218.800 159

PP 1522.499 31

T 246.638 3 82.213

A 957.950 7 136.850 9.04 ** 2.49 3.65

Ta AxXT
317.912 21 15.139

\

RixA 8.612 4 2.153 1.26 NS 2.46 3.51
43.904 28 1.568 .92 NS 1.57 1.89

EbTXN+(NxA) 163.785 96 1.706

M

MxA 20.617 11 1.874 2.23 * 1.79 2.24

MxN 65.100 77 .845 1.00 NS 1.28 1.41

MxRNxA 56.925 44 1.294 1.54 * 1.40 1.59
367.358 308 1.193 1.42 ** 1.11 1.15

ECTXM+T(AXM)+T (NXM)+T(MxNxA) 1107.358 1320 . 839

1920 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

PP, parcela principal; SP, subparcela; SSP, subasci#la; M, meses del afio; A, fenotipos de regisenaminoglicosidos; N, afios de estudio; T, tipanuestra
clinica.

€, error experimental tipo a (parcela principal), bbfsarcela) y ¢ (sub-subparcela) para las interaesidadas.
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Tabla 1. Comparacion entre medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas en distintos
meses del afo.

PaeAn PaeGn PaeTb PaeAnGn PaeAnTb PaeGnTb PaeM PaeS
1991
ENE .00 .25 .00 .00 .00 .00 1.00 2.25
k hijk cdefghij
FEB 25" 75 75 .00 .00 .00 2.00 1.00
k ijk ijk defghijk hijk
MAR .00 .75 .25 .25 .00 .00 1.00 1.00
ijk k k hijk hijk
ABR .00 .25 .50 .00 .00 .00 .25 .50
ik k jk
MAY .00 .75 .00 .25 .00 .25 .75 .50
ijk k k ijk jk
JUN .00 1.25 .00 .50 .00 .25 3.00° 2.75
ghijk jK k abcdefg abcdefgh
JUL .00 .00 .25 .00 .25 .50 3.25 1.75
k k jk abcdef efghijk
AGO .00 .50 .00 .25 .25 75 1.50 1.75
jk k k ijk fghijk efghijk
SEP .00 1.00 .00 .75 .25 .00 1.00 2.75
ijk k hijk abcdefgh
OCT .00 .00 .00 .00 .00 .00 .75 2.50
ijk bcdefghi
NOV .25 .75 1.00 .75 .00 .25 1.50 4.25
k ijk hijk ijk k fghijk ab
DIC .00 1.00 .25 .25 .00 .25 .75 2.00
hijk k k k ijk defghijk
1992
ENE .00 .25 .00 .25 .00 .25 1.50 2.25
k k k fghijk cdefghij
FEB .25 .75 .00 .50 .00 .00 2.00 2.75
k ijk ik defghijk ~ abcdefgh
MAR .25 .75 .25 .75 .00 .25 3.75 2.00
k ijk k ijk k abcd defghijk
ABR .00 .25 .00 .00 .25 .00 1.00 2.50
k k hijk bcdefghi
MAY .00 .25 .25 .25 .00 .25 1.00 .75
k k k k hijk ijk
JUN .00 2.00 .75 .50 .00 .00 1.50 1.00
defghijk ijk ik fghijk hijk
JUL .00 1.25 .00 .75 .00 .00 1.75 2.25
ghijk ijk efghijk cdefghij
AGO .00 1.00 .25 .75 .00 .25 2.75 1.50
hijk k ijk k abcdefgh fghijk
SEP .00 1.75 .00 .25 .00 .25 1.25 1.50
efghijk k k ghijk fghijk
OCT .25 1.00 .50 .25 .25 .00 2.25 1.75
k hijk ik k k cdefghij efghijk
NOV .00 1.25 .00 .00 .00 .00 .25 1.50
ghijk k fghijk
DIC .00 1.50 .00 .00 .00 .25 .25 1.75

fghijk k k efghijk
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Tabla 1. Comparacion entre medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas en distintos
meses del afo. (Continuacion)

PaeAn PaeGn PaeTb PaeAnGn PaeAnTb PaeGnTb PaeM PaeS
1993
ENE .00 .25 .00 .75 .00 .00 .50 1.75
k ijk jk efghijk
FEB .25 .50 .00 .00 .00 .25 1.25 1.00
k jk k ghijk hijk
MAR .25 1.00 .25 .00 .00 .50 .75 4.50
k hijk k jk ijk a
ABR .25 .75 .00 1.50 .00 .25 1.25 1.00
k ijk fghijk k ghijk hijk
MAY .00 .50 .00 .75 .00 .00 .50 1.50
jk ijk jk fghijk
JUN .00 .50 .25 .50 .00 .00 1.25 3.50
jk k jK ghijk abcde
JUL .00 2.00 .50 .50 .00 .00 3.50 2.50
defghijk jK jK abcde bcdefghi
AGO .00 1.25 .00 .25 .00 .00 3.75 1.00
ghijk k abcd hijk
SEP .00 1.25 .00 2.00 .00 .00 3.25 2.00
ghijk defghijk abcdef defghijk
OCT .00 1.75 .00 .25 .00 .25 1.75 2.75
efghijk k k efghijk abcdefgh
NOV .00 1.00 .00 .25 .00 .00 1.75 1.75
hijk k efghijk efghijk
DIC .00 .75 .00 .00 .00 .25 4.50 1.50
ijk k a fghijk
1994
ENE .00 1.50 .50 .50 .00 .25 2.25 .75
fghijk jk ik k cdefghij ijk
FEB .00 .25 .00 .00 .00 .00 1.25 2.00
k ghijk defghijk
MAR .00 .50 .00 .25 .00 .00 2.00 1.25
jk k defghijk ghijk
ABR .00 .00 .00 .00 .00 .50 1.75 1.50
jk efghijk fghijk
MAY .00 .50 .25 .00 .25 .50 2.25 1.75
jk k k ik cdefghij efghijk
JUN .00 .25 .00 .25 .00 .25 3.25 3.25
k k k abcdef abcdef
JUL .00 .50 .00 .00 .00 .25 1.00 2.75
ik k hijk abcdefgh
AGO .00 .00 .00 .50 .00 .50 2.25 4.00
jk jk cdefghij abc
SEP .00 .50 .00 .25 .25 .00 1.75 1.25
jk k k efghijk ghijk
OCT .00 .25 .00 .00 .00 .00 1.25 2.75
k ghijk abcdefgh
NOV .00 .50 .25 .25 .00 .25 1.25 1.00
ik k k k ghijk hijk
DIC .00 .50 .00 .25 .50 .00 2.00 2.25

J1 k jK defghijk cdefghij




7. Resultados O
Tabla 1. Comparacion entre medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas en distintos
meses del afio. (Continuacion)

PaeAn PaeGn PaeTbh PaeAnGn PaeAnTb PaeGnTb PaeM PaeS

1995
ENE .25 .25 .00 .00 .00 .25 .75 3.00
k k k ijk abcdefg
FEB .00 .00 .00 .00 .25 .25 .75 .25
k k ijk k
MAR .00 .50 .00 .00 .25 .25 1.00 3.00
ik k k hijk abcdefg
ABR .25 .00 .00 .00 .00 .25 2.00 1.00
k k defghijk hijk
MAY .00 1.25 .00 .50 .00 .00 1.75 2.50
ghijk ik efghijk bcdefghi
JUN .00 .00 .00 .25 .00 1.50 .75 1.25
k fghijk ijk ghijk
JUL .00 .00 .50 .50 .00 .75 .75 2.00
ik jk ijk ijk defghijk
AGO .00 .00 .00 .75 .00 .50 .75 2.50
ijk jk ijk bcdefghi
SEP .00 .00 .00 .25 .00 .25 1.75 .75
k k efghijk ijk
OCT .00 .00 .00 .00 .00 .25 2.25 2.25
k cdefghij cdefghij
NOV .00 .50 .00 .00 .25 .00 1.00 3.25
jk k hijk abcdef
DIC .00 .25 .00 .00 .25 .25 1.00 3.00
k k k hijk abcdefg

®Prueba de comparacion multiple de medias de Duncan (Fc=1.42**; Ft1320:0.01=1.15).

®La media de los contrastes es un promedio de 4 repeticiones. Medias de los contrastes con las mismas
letras no presentan diferencia significativa.

°En negritas, medias con mayor nimero de aislados.

** Diferencia altamente significativa.
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Fig. 44. AJUSTE FACTORIAL PARA 4 TIPOS DE MUESTRAS CLINICAS

*** ANALISIS DE VARIANCIA ***
HIERARCHICAL sums of squares

Source of Variation Sum of DF Mean Fc Ft
Squares Square .05 .01
Main Effects 1233.817 25 49.353
M 20.617 11 1.874 221 * 1.79 2.24
A 957.950 7 136.850 161.56 ** 2.01 2.64
T 246.638 3 82.213 97.06 ** 2.60 3.78
N 8.612 4 2.153 254 * 2.37 3.32
2-Way Interactions 483.841 215 2.521
M A 65.100 77 .845 997 NS 1.28 1.41
M N 56.925 44 1.294 153 * 1.40 1.59
AT 317.912 21 15.139 17.87 ** 1.57 1.87
AN 43.904 28 1.568 1.85 ** 1.46 1.69
3-Way Interactions 510.071 755 1.093
M AN 367.358 308 1.193 141 ** 111 1.15
A TN 142.713 84 1.699 2.00 ** 1.28 141
Explained 2227.729 587 2.614
Residual 1128.238 1332 .847
Total 3355.967 1919

1920 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

M, meses del afio; A, fenotipos de resistencia aaglicésidos; T, tipo de muestra clinica; N, afiesdtudio.
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Tabla 2. Comparacion entre medias? del nimero de P.aeruginosa aisladas a partir de 3
tipos de muestras clinicas.

URO VR H O
1991
PaeAn .00 .00 .08 .08
r r
PaeGn 83° 17 42 1.00
mnopqr r qr Imnopqgr
PaeTb .33 A7 .25 .25
qr r qr qr
PaeAnGn .33 .00 .08 .58
qr r opqr
PaeANnTb 17 .00 .00 .08
r r
PaeGnThb .08 .25 .00 42
r qr qr
PaeM .92 1.42° .92 2.33
mnopqr hijkimnopq mnopqr fghi
PaeS 2.17 2.25 1.08 2.17
ghijk fghij Imnopqr ghijk
1992
PaeAn .08 .00 .08 .08
r r r
PaeGn .50 .75 .67 2.08
par mnopqgr nopqr ghijkl
PaeTh .00 .25 .00 42
qr qr
PaeANGn 17 A7 .08 1.00
r r r Imnopqr
PaeAnTb .00 .00 .00 A7
r
PaeGnTb .08 A7 A7 .08
r r r r
PaeM .83 1.58 42 3.58
mnopgr hijkimnop qr cd
PaeS 2.42 .83 .50 3.42
efgh mnopgr par cde
1993
PaeAn .08 .08 .00 .08
r r r
PaeGn .67 .50 42 2.25
nopqgr par qr fghij
PaeThb .00 .00 A7 A7
r r
PaeAnGn .92 .25 .25 .83
mnopqr qr qr mnopqgr
PaeANnTb .00 .00 .00 .00
PaeGnThb .33 .00 .08 .08
qr r r
PaeM 1.92 1.67 1.17 3.25
ghijkim hijkimno jkimnopqr cdef
PaeS 2.92 .92 .58 3.83
cdefg mnopqr opqr bc
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Tabla 2. Comparacién entre medias del nimero de P.aeruginosa aisladas a partir de 3
tipos de muestras clinicas. (Continuacion)

URO VR H O
1994
PaeAn .00 .00 .00 .00
PaeGn .33 .08 A7 1.17
qr r r jkimnopgr
PaeThb A7 .00 .00 A7
r r
PaeAnGn .08 .00 .08 .58
r r opqr
PaeAnTb .00 .00 .08 .25
r qr
PaeGnThb 17 .25 .08 .33
r qr r qr
PaeM 1.42 .92 .50 4.58
hijkimnopqg mnopgr par ab
PaeS 2.42 1.58 .75 3.42
efgh hijkimnop mnopgr cde
1995
PaeAn .00 .00 .00 A7
r
PaeGn 42 .08 .00 A2
qr qr
PaeTb .08 .00 .00 .08
r r
PaeAnGn .08 .00 .00 .67
r nopgr
PaeAnTb .08 .00 .00 .25
r qr
PaeGnTb .25 A2 .00 .83
qr o] mnopgr
PaeM 1.08 1.42 .58 1.75
Imnopqr hijkimnopq opqr hijlmn
PaeS 2.25 .58 .33 5.08
fghij opqr qr a

#Prueba de comparacion mdltiple de medias de Duncan (Fc=2.00**; Ft;335.001=1.41).

®La media de los contrastes es un promedio de 12 repeticiones. Medias de los contrastes con las mismas
letras no presentan diferencia significativa.

°En negritas, medias con mayor nimero de aislados.

URO, urocultivo; VR, vias respiratorias; H, hemocultivos y O, otras muestras clinicas.
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Fig. 45. AJUSTE FACTORIAL PARA 18 TIPOS DE MUESTRAS CLINICAS

*** ANALISIS DE VARIANCIA ***
HIERARCHICAL sums of squares

Source of Variation Sum of DF Mean Fc Ft
Squares Square .05 .01
Main Effects 5851.072 28 208.967
N 22.967 4 5.742 153 NS 2.39 3.36
A 2546.178 7 363.740 97.44 ** 2.03 2.69
T 3281.928 17 193.055 51.72 ** 1.67 2.04
2-Way Interactions 5666.205 187 30.300
N T 482.933 68 7.102 1.90 ** 1.32 1.47
AT 5183.272 119 43.557 11. 67 ** 1.28 1.42
Explained 11517.277 215
Residual 1881.301 504 3.732
Total 13398.578 719

720 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

M, meses del afio; A, fenotipos de resistencia aaglicdsidos; T, tipo de muestra clinica; N, afilesstudio.
La interaccion triple no fue significativa.
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Tabla 3. Comparacion de medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas a partir de 18 tipos de muestras clinicas.

ABS Bx CTR  ExU ExV Sx LA LCR LD LS LP LB LU OTI OT R URO VR H

PaeAn _zob .00 .00 .00 .00 .20 .40 .00 .00 .00 .00 .20 .00 .00 .40 .40 .20 .20
n n mn n mn mn n n
PaeGn 3.20 .20 .60 .00 .00 1.60 .80 .00 1.60 .00 .40 1.80 .00 .00 6.00¢ 6.60 3.80 4.40
ghijk n mn kimn Imn kimn mn Kimn defghi  defg ghijk  fghij
Imn Imn kl
PaeTb .60 .00 .00 .00 .00 .20 .00 .00 .40 .00 .20 .60 .00 .00 .60 1.40 1.00 1.00
mn n mn n mn mn klmn Imn Imn

PaeAnGn 1.40 .20 .20 .00 .00 1.20 .20 .00 1.60 .00 .20 1.40 .00 .00 260 380 100 1.00
kimn n n Imn n kimn n kKimn hijk ghijk Imn Imn
Imn Imn

PaeAnTb .80 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .20 .00 .00 .80 .60 .00 .20
Imn n Imn mn n

PaeGnTb 1.00 .40 .00 .00 .00 .20 .00 .20 .00 .00 .00 .60 .00 .20 1.80 220 2.60 .60

Imn mn n n mn n kKimn  kimn hijk mn
Imn
PaeM 5.00 280 2.60 .20 .20 580 220 .00 .80 .00 .60 3.20 .20 .00 13.40 1480 16.80 8.60
efgh hijk hijk n n dfghij  kimn Imn mn ghijk n bc bc b d
ijk Imn Imn Imn
PaeS 7.60 1.80 1.20 .00 .00 6.20 1.00 .20 4.00 .80 .00 2.60 .00 .00 17.40 29.20 14.80 8.00
def kimn Imn defgh Imn n ghij Imn hijk b a bc de
kim Imn

®Prueba de comparacion miltiple de medias de Duncan (Fc=11.67**; Fts4.001=1.42).

®lLa media de los contrastes es un promedio de 5 repeticiones. Medias de los contrastes con las mismas letras no presentan diferencia significativa.

ABS, absceso; Bx, biopsia; CTR, catéter; ExU, exudado uretral; ExV, exudado vaginal; Sx, secrecion de herida; LA, liquido de ascitis; LCR, liquido cefalorraquideo; LD, liquido
de didlisis; LS, liquido sinovial; LP, liquido pleural; LB, liquido biliar; LU, liquido duodenal; OTI, secrecién 6tica; OTR, otras muestras clinicas; URO, urocultivo; VR, vias
respiratorias y H, hemocultivos.

°En negritas, medias con mayor nimero de aislados.
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Fig. 46. AJUSTE “SPLIT-SPLIT PLOT” PARA ESTACIONES DEL ANO

*** ANALISIS DE VARIANCIA ***
HIERARCHICAL sums of squares

Source of Variation Sum of DF Mean Fc Ft
Squares Square .05 .01

SSP 6769.900 639

SP 5280.400 159

PP 4567.500 31

T 739.913 3 246.638

A 2873.850 7 410.550 9.04 ** 2.49 3.65

Ta AXT
953.738 21 45.416

N

RixA 25.838 4 6.459 1.57 NS 2.46 3.51
131.712 28 4.704 1.14 NS 1.57 1.89

EbTXN+(NxA) 395.350 96 4.118

E

ExA 39.788 3 13.263 431 ** 2.62 3.83

ExN 68.563 21 3.265 1.06 NS 1.60 1.92

ExNxA 45.025 12 3.752 1.21 NS 1.78 2.23
387.625 84 4.615 1.50 ** 1.32 1.47

ECTXE+T(AXE)+T(NXE)+T(ExNXA) 1108.499 360 3. 079

640 cases were processed.
0 cases (.0 pct) were missing.

PP, parcela principal; SP, subparcela; SSP, supascéla; E, estaciones del afio; A, fenotipos deteegsia a aminoglicosidos; N, afios de estuditip®,de muestra
clinica.

€, error experimental tipo a (parcela principal), bbfsarcela) y ¢ (sub-subparcela) para las interaesidadas.
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Tabla 4. Comparacion entre medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas en distintas
estaciones del afio.

1991 1992 1993 1994 1995
PaeAn
INVIERNO 25° 25 25 .00 25
q q q q
PRIMAVERA .00 .25 .50 .00 .25
q pq q
VERANO .00 .25 .00 .00 .00
q
OTONO 25 .00 .00 .00 .00
q
PaeGn
INVIERNO 2.00 2.50 1.50 2.25 .50
jkplmnopqg hijkimnopq Imnopq ijkimnopq pPq
PRIMAVERA 1.75 1.25 2.25 1.00 1.75
kimnopq mnopq ijkimnopq nopq kimnopq
VERANO 1.75 4.25° 3.75 .75 .00
kimnopq defghijk efghijkimnopq opq
Imnop
OTONO 1.75 4.00 4.00 1.25 50
kimnopq defghijk defghijk mnopq pPq
Imnopq Imnopq
PaeThb
INVIERNO 1.00 .00 .00 .50 .00
nopq Pq
PRIMAVERA .75 .50 .25 .25 .00
opq pg q q
VERANO .25 1.00 .75 .00 .50
5 q nopq opq pq
OTONO 1.00 .50 .00 .25 .00
nopq pq q
PaeAnGn
INVIERNO .25 .75 .75 .75 .00
q opqg opqg opq
PRIMAVERA .50 1.00 2.25 .25 .50
pPq nopq ijkimnopq q Pq
VERANO .75 2.00 1.25 .50 1.50
. opq jkimnopq mnopq pq Imnopq
OTONO 1.50 .50 2.50 .75 .25
Imnopq pq hijkimnopq opq q
PaeAnTb
INVIERNO .00 .00 .00 .50 .50
pq pq
PRIMAVERA .00 .25 .00 .25 .25
q q q
VERANO .50 .00 .00 .00 .00
pq
OTONO 25 25 .00 25 25
q q q q
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Tabla 4. Comparacion entre medias® del nimero de P.aeruginosa aisladas en distintas
estaciones del afio. (Continuacion)

1991 1992 1993 1994 1995
PaeGnTb
INVIERNO .25 .50 .50 .25 .75
q pq pq q opq
PRIMAVERA .25 .50 .75 1.00 .50
q pa opqg nopq pq
VERANO 1.50 .25 .00 1.00 2.75
Imnopq q nopq fghijkimnopq
OTONO 25 25 25 25 50
q q q q Pq
PaeM
INVIERNO 3.75 3.75 6.25 5.50 2.50
efghijkimnopq  efghijkimnopq bcdefgh cdefghijk hijkimnopq
PRIMAVERA 2.00 5.75 2.50 6.00 4.75
jklmnopq cdefghij hijkimnopq bcdefghi defghijkimn
VERANO 7.75 6.00 8.50 6.50 2.25
abcd bcdefghi abc abcdefg ijkimnopqg
OTONO 3.25 3.75 6.75 4.25 5.00
efghijkimnopq efghijklmnopq abcdefg defghijk defghijkim
Imnop
PaeS
INVIERNO 5.25 6.75 4.25 5.00 6.25
cdefghijkl abcdef defghijk defghijkim bcdefgh
Imnop
PRIMAVERA 2.00 5.25 7.00 4.50 6.50
jkimnopq cdefghijkl abcde defghijkimno abcdefg
VERANO 6.25 4.75 7.00 10.00 5.75
bcdefgh defghijklmn abcde a cdefghij
OTONO 9.50 475 6.50 5.00 6.25
ab defghijkimn abcdefg defghijkim bcdefgh

®Prueba de comparacion multiple de medias de Duncan (Fc=1.50**; Ftzg0.0.01=1.47).
®La media de los contrastes es un promedio de 4 repeticiones. Medias de los contrastes con las mismas
letras no presentan diferencia significativa.

°En negritas, medias con mayor nimero de aislados.



Tabla 5. Diversidad Genética de las Subpoblaciones de P.aeruginosa.

7. Resultados O

Intervalo de Media del
Subpoblacién ADNs Amplicones No. de No. de Bandas Dobles
Analizados (centenas de pb) Centenas Bandas (pb x 10 2)
PaeS 11 200 a 5000 36 10.3 3,4,6,7,8, 10
PaeGn 27 300 a 7600 48 10.1 4,5,6,7%8,9, 10, 14
PaeThb 3 200 a 1700 16 9.3 4,6,7,8
PaeAnGn 14 200 a 7500 37 104 3,4,5,6, 7b, 8,10, 14
PaeAnTb 2 400 a 1400 11 7.5 4,6,7
PaeGnTh 11 300 a 3000 25 8.4 4,6,7°8
PaeMNR 10 300 a 7600 28 7.6 4,7,13
PaeMES 24 200 a 6500 45 12.1 4,6, 7d, 8, 10, 14
PaeMED 100 200 a 2600 31 7.8 4°6,7,8,10, 14
PaeMM 60 300 a 2100 21 7.0 4'6,7,8,10
Total 202 200 a 7600 65 9.0
Bandas dobles en 700 pb: a, 59.2%; b, 57.1%; c, 36.4%; d, 41.7%.
Bandas dobles en 400 pb: e, 62% vy f, 75%.
Tabla 6. Prevalencia de las Subpoblaciones de P.aeruginosa en Muestras Clinicas.
Subpoblacién Tipo de Muestra / n(%)
n VR URO H L O
PaeS
11 0 3(30) 0 2(20) 6(54.5)
PaeGn
27 6(22.2) 10(37) 2(7.4) 1(3.7) 8(29.6)
PaeTb
D aeANG 3 0 2(66.6) 0 1(33.3) 0
aeAnGn
14 0 3(21.4) 2(14.3) 5(35.7) 4(28.6)
PaeAnTb
BaeGrTh 3 0 2(100) 0 0 0
aeGn
11 1(9) 5(45.5) 1(10) 0 4(36.4)
PaeMNR
10 1(10) 3(30) 0 1(10) 4(40)
PaeMES
24 5(21) 5(21) 1(4) 2(8) 10(41.6)
PaeMED
08 24(24.5) 20(20.4) 11(11.2) 11(11.2) 32(32.6)
PaeMM 6 0 8
5 15(25) 10(17.8) 4(7.1) 9(16) 21(37.5)
Total
200 37(18.5) 54(27) 18(9) 23(11.5) 67(33.5)

VR, vias respiratorias; URO, vias urinarias; H, hemocultivos; L, liquidos; O, otras muestras clinicas.
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Tabla 7. Resistencia Global de las Subpoblaciones de P.aeruginosa a 19 Antibiéticos. Evaluado sobre el
analisis de 87 cddigos distintos. (Ver también la Fig. 49)

CODIGO DE RESISTENCIA |/ n(%)
Subpoblacién Todos los Uno a dos
n  173777* 177777* 1737773 1177733  1117323°  cCodigos codigos
Distintos repetidos °
PaeS 11 0 0 0 0 0 X -
PaeGn 27 0 0 0 0 8(29.6) - X
PaeTb 3 0 0 0 0 0 X -
PaeAnGn 14 0 0 0 4(28.6) 0 - X
PaeAnTb 2 0 0 0 0 0 X -
PaeGnThb 11 0 0 0 0 0 - X
PaeMNR 10 2(20) 0 1(10) 0 0 - -
PaeMES 21  6(28.6) 6(28.6) 0 0 0 - -
PaeMED 94 54(57.4) 17(18.1) 21(22.3) 0 0 - X
PaeMM 55 35(63.6) 10(18.2)  17(31) 0 0 - X
Total 193 62(32.1) 23(11.8) 22(11.4) 4(2.1) 8(4.1)

2 Codigo para 16 Antibioticos
® Codigo para 19 Antibiéticos
° Repeticion de otros codigos distintos a los predominantes.
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Dendrogram Report: Average Linkage (UPGMA)

Fig. 47. Dendrograma de reproducibilidad que muestra la agrupacion de los patrones
polimérficos del RAPD dados por la cepa tipo K.pneumoniae ATCC 13833. Los ensayos A, By
C muestran un coeficiente de similitud de 100%; D y E de 97.5% y F de 87.5% con respecto a

los demas. (Ver Fig. 26)
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Fig. 48. Asociacion por UPGMA de los patrones polimérficos del RAPD en 202 aislados clinicos de Paeruginosa. Los tridngulos en color indican las subpoblaciones bacterianas. En el vértice superior
de cada triédngulo se indica el coeficiente de similitud entre los aislados de esa subpoblacion. Enla primera columna el nimero de dislado y el ano indicado por laslefras C, 1992; D, 1993, E, 1994y
F, 1995. Enlasegunda columna el cédigo numérico para9 antibisticosy en la tercera columna el fenotipo de resistencia a aminoglicésidos segin el fipode subpoblacion de pseudomonas.
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Dendograma que Relaciona a las subpoblaciones de

P qeruginosa con el Patréon de Resistencia a 19

Antibidticos
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Fig. 49. En la primera columna, el numero de cislado y el afo indicado por las letras C, 1992; D,
1993, E, 1994 y F, 1995, En la segunda columna el fenotipo de resistencia a aminoglicésidos segun

el fipo de subpoblacién (en negritas las variedades clonales de la sub-subpoblacion endémica), y

en la tercera columna el codigo de siete digitos obtenido a partir de la susceptibiidad a los 19

antibidticos.
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Fig. 52. Distribucion de la Diversidad Polimorfiea la
Subpoblacién PaeAnGn (14 ADNSs analizados).

90

80+

70

Centenas =45
Xbandas= 12.1

60

50

40

30

201011

104 H

o
N
ot

T T
[

A

<

,4-,49

,6-,69

LIPS
[
~
~

7-,79

,8-,89

1-1,09

1,1-1,19

1,3-1,39




% de PaeMED

7. Resultados O

100
901 Centenas = 31 Fig. 54. Distribucion de la Diversidad Polimorfiea la
. Xbandes™ 7.8 Subpoblacién PaeMED (100 ADNs analizados).
707
60+
50+
40
30+
20+
10+
Ocn‘cncncncncncncncncnmmmmmmwmmmmmmmmmmmmmmm
N ™ T T WO O ORKNN®GGEGES® S S 4N ®MmIT I WO oo o 4 N6 S n o
I R I T ST N S R i G
Peso Molecular (centenas 1 x $@b 106,
90+ Centenas =21
Xbandas= 7.0
80
704
=
= 60
Q
EE 50
(]
T 404
X
304
Fig. 55. Distribucién de la Diversidad Polimorfiea la Sub- 204
subpoblacion PaeMM (60 ADNs analizados). 104
0+

3-39 4-49 4-49 5-59 6-69 6-69 ,7-79 ,7-79.88-8-89 9-99 1- 1- 11- 12- 13- 14- 15- 16- 2- 2]1-

109 109 1,19 129 139 149 159 169 209 219

Peso Molecular (centenas 1 x $(pb)



7. Resultados O

I j J j 1
1,000 75,000 5,000 25,000 0,000

SEP A
ocT FRIO
- +
DIC HUMEDAD
NOV -
N ~
U CALOR
Ju +
AGOJ LLUVIA
— FEB
MAY
ENE » SEQUIA
MAR
ABR ~

Fig. 56. Asociacion por UPGMA de los patrones polimérficos del RAPD en 202 aislados de P.aeruginosa para meses
del afio. Tridngulo A agrupa a las pseudomonas menos diversas durante las estaciones de verano  y otofio



7. Resultados O

| | | | |
2,000 15,000 1,000 5,000 0,000

URO
Hx

VR

@)

Bx/PM

CAT

Otros Ex
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Las lineas libres representan aquellas muestras con pseudomonas silvestres. URO, urocultivos; Hx,
heridas y abscesos; VR, vias respiratorias; H, hemocultivos; L, liquidos; O, otras muestras clinicas; Bx/PM,
biopsias y post-mortem; CAT, catéteres; Otros EXx, otro tipo de exudados (p. ej. exudado uretral).
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8. DISCUSION

8.1 Estudio Retrospectivo.

8.1.1 Brotes y Subpoblaciones Fenotipicas. En este estudio no solo se
detectaron los brotes por P.aeruginosa, al manifestar una prevalencia alta durante
ciertos meses del afio, sino que se comprobaron con el modelo matematico a un
nivel de significancia estadistica del 0.01. En ninguno de los estudios previos hechos
en el Instituto se reporta diferencia estadistica en los brotes observados. & 32 33 0. 84
Asi mismo, los disefios estadisticos permitieron conocer el predominio de los
fenotipos de resistencia a aminoglicésidos dentro de esos mismos brotes, revelando
tres subpoblaciones importantes: PaeGn, PaeS y PaeM; las dos Ultimas
subpoblaciones tuvieron una muy alta prevalencia, con 8 y 6 aislados/mes
respectivamente, lo cual refleja las oportunidades que tales subpoblaciones tuvieron
durante ese lapso para colonizar distintos nichos clinicos y causar infeccion posterior.
Dentro de los fenotipos de resistencia a aminoglicosidos mencionados, PaeM serd el
objeto de mayor interés durante esta discusion, debido a que son Pseudomonas con
cualidades biologicas especiales. PaeM fue causante de 8 brotes considerables de
1991 a 1995 (7.1.1); sin embargo, si se observan las figuras 5 a 9, da la impresién de
gue PaeM se mantiene en forma constante durante los 12 meses de los 5 afios
estudiados, es decir, que en realidad nunca deja de aislarse en por lo menos una
muestra clinica. También se podria decir que PaeM prevalecio en forma semejante a
la de PaeS, de la cual se esperaria que muchos de sus miembros no sean

endémicos.

8.1.2 Prevalencia en Muestras Clinicas. Con respecto a la prevalencia en
muestras clinicas, PaeM predomind en aquellas provenientes de vias respiratorias
(Fig. 11; Tabla 6), lo que sugiere que esta subpoblacion multirresistente se haya
seleccionado en pacientes que cursan con neumonia. Por su parte, PaeS predomino
en vias urinarias al igual que PaeGn. El analisis detallado sobre 18 tipos de muestras
clinicas muestra que igualmente PaeM y PaeS abundaron también en sangre,
heridas quirargicas y abscesos (Figs. 11 y 12; Tabla 3), lo que pone de manifiesto la

capacidad de dispersion de P.aeruginosa para colonizar e infectar nuevos sitios del
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cuerpo humano. Este hallazgo esta fundamentado con el analisis del polimorfismo
genético utilizando el programa Herramientas para el Analisis Genético de
Poblaciones (TFPGA). El estudio del dendrograma obtenido para observar este
fendmeno denota que las Pseudomonas menos polimorficas (PaeM) tienen la misma

oportunidad de invadir uno u otro nicho clinico (Fig. 57). Kiewitz et al *?

reporta en un
analisis molecular con 19 aislados clinicos y ambientales de P.aeruginosa, que las
variantes clonales mostraron secuencias idénticas en el acerbo de genes
conservados y que las clonas predominantes se distribuyeron tanto en lugares
clinicos como ambientales indistintamente; miembros de la misma clona fueron
recuperados del suelo asi como del pulméon de pacientes con fibrosis quistica,
siendo indistinguibles en su genotipo y caracteristicas quimiotaxonémicas y, que
ademas, son equivalentes en cuanto a sus caracteristicas de virulencia y
ambientales. Wolfgang et al *** realiz6 estudios con el genoma de P.aeruginosa con
el fin de establecer si las variaciones encontradas en los aislados pueden estar
asociadas con un tipo particular de infeccién. Para esto micro arreglos del ADN
genomico total de 18 cepas obtenidas de pacientes infectados y del ambiente fueron
analizados. Wolfgang demostré que los genomas de P.aeruginosa tanto clinicos
como ambientales son altamente conservados. Sus resultados sustentan el modelo
basico de conservacion de un genoma grande, lo que permite que P.aeruginosa
pueda habitar un amplio intervalo de ambientes a la vez de conferirle la habilidad de
causar infeccion en humanos; asi mismo, menciona que la marcada conservacion de
los genes que codifican proteinas asociadas con la virulencia indica que la mayoria
de las cepas, sin importar su origen, poseen los mecanismos de patogenisidad
basicos para causar una amplia variedad de infecciones humanas. La Tabla 3
corrobora lo mencionado por Kiewitz en donde se observé que tanto las cepas
sensibles como las multirresistentes a los aminoglicosidos se aislaron de la mayoria
de las muestras clinicas, aunque en forma mas abundante en vias respiratorias y de
orina, sin embargo, existe una diferencia notoria en cuanto a la prevalencia en las
distintas muestras clinicas entre éstas dos subpoblaciones y las demas
subpoblaciones (mono o birresistentes a los aminoglicosidos). Es de esperar que las
PaeS con un genotipo RAPD altamente polimoérfico predominen con respecto a las
demas subpoblaciones mas resistentes a los aminoglicosidos, pues aunque, segun

los autores mencionados refieran que las P.aeruginosa guardan un alto porcentaje
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de secuencias conservadas en su genoma, no todas tendran la misma oportunidad
de adquirir secuencias de resistencia que les permitan tolerar con mayor eficacia
ambientes hostiles, pues en forma natural no todos los ambientes colonizables por
P.aeruginosa contendran antibidticos en gran nimero y diversidad, como los pueden
presentar los ambientes clinicos mencionados. Ahora bien, para el caso de las PaeM
con un polimorfismo RAPD reducido se esperaria que mostraran una prevalencia
semejante a la de las demdas subpoblaciones de P.aeruginosa resistentes. No
obstante, no solo sobrepasan en mucho a éstas Ultimas sino que, ademas, se
equiparan en numero con las PaeS. Se puede suponer por tanto que aunque todas
las P.aeruginosa tengan una alta capacidad de colonizar cualquier ambiente segun
refiere Wolfgang, aquellas que habiten ambientes clinicos hostiles y que contengan
genes de resistencia seran capaces de tolerar eficazmente tales condiciones,
pudiendo colonizar nuevos huéspedes, causandoles infeccion y, manteniendo asi,
brotes continuos en areas hospitalarias especificas.

Ya se menciond anteriormente que PaeM predominé en muestras de vias
respiratorias. En la Tabla 2 se muestra que en 3 de los 5 afios estudiados PaeM
prevalecié en este tipo de muestras en comparacion con PaeS quien abund6 en
muestras de orina en 4 de 5 afos. Es probable que la severidad de las condiciones
en este nicho clinico de su huésped, debida a la presencia de antibidticos
suministrados en forma especial (por ej. administracion de An utilizando nebulizador)
puedan propiciar eventos de adquisicion de genes de resistencia con mayor
frecuencia que en otro lugar anatomico de su huésped por lo que muy

probablemente PaeM se esté seleccionando en este ambiente clinico.

8.1.3 Distribucion Estacional. Otro fenomeno interesante es la distribucion
estacional observada en PaeM y en especial en PaeMM. Los datos estadisticos
muestran que esta sub-subpoblacion abunda especialmente durante los meses
calido-lluviosos y frio-humedos. La grafica tridimensional (Fig. 15) define una clara
elevacion con el mayor nimero de aislados, que abarca los meses de junio a octubre
durante los 5 afios, indicando, ademas, brotes considerables en algunos meses frios,
mientras que PaeS muestra una distribucion homogénea con picos prominentes en
cualquiera de los meses del afio (Fig. 14). En distintos reportes se refieren cambios o

tendencias estacionales sobre ciertas especies bacterianas procedentes de distintos
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nichos: acuéaticos marinos y de agua dulce, suelo, simbiontes y patégenos, entre

> reportan en uno de sus estudios clinicos acerca de la

otros. 2> 1% Krog y Hoiby
infeccidn y colonizacidn estacional por P.aeruginosa en pacientes daneses con
fibrosis quistica, que tales eventos inician en la mayoria de los pacientes durante la
estacion de invierno; asi mismo, el virus sincicial respiratorio también muestra una
distribucion estacional causando infecciones en invierno. Ellos concluyen que, al
parecer, las infecciones provocadas por el virus sincicial respiratorio estan
estrechamente asociadas con las exacerbaciones de los sintomas pulmonares en
este tipo de pacientes, haciendo mas favorable el medio para la colonizacion y
posterior infeccion por P.aeruginosa. Con respecto a la estacionalidad manifestada
por PaeMM, hay que sefialar que tal conducta es exclusiva de esta sub-subpoblacion
y recordar que PaeMM forma parte de la poblacion clinica de P.aeruginosa del
Instituto, la cual se compone de otras subpoblaciones de P.aeruginosa y, que en el
caso de haber evaluado la tendencia estacional de la poblacién en general, no se
hubiese encontrado tal distribucion, debido a la gran heterogeneidad de los aislados
en cuanto a su procedencia geogréfica y epidemiologica. La caracterizacion de las
subpoblaciones en base a su fenotipo de resistencia a los aminoglicésidos permitié
detectar con fineza este fendbmeno estacional.

Por otra parte, Krog y Hoiby han investigado Pseudomonas bien
caracterizadas con relacion al tipo de pacientes estudiados, aisladas de muestras
procedentes del tracto respiratorio y que en forma particular estan asociadas a los
eventos infecciosos del virus para causar brotes durante los meses frios. En nuestro
caso, PaeMM fue aislada de una gran diversidad de muestras clinicas (Tabla 3),
prevaleciendo igualmente en vias respiratorias, y fueron recuperadas de pacientes
con patologias diversas, pero en su mayoria, pacientes inmunocomprometidos y
tratados con multiples antimicrobianos ¢Cuales son entonces los factores que
causan que PaeMM prolifere durante las estaciones del afio mencionadas? Con base
en las referencias citadas se propone la siguiente hipétesis: la variacion de las
condiciones ambientales como la humedad, luz y temperatura son factores que
pueden afectar la proliferacién bacteriana aumentando o disminuyendo su nimero. %
8 Asi mismo, es probable que PaeMM estando en condiciones desfavorables
habitando superficies inertes (tubos plasticos, metales, concreto, etc.), soluciones

antisépticas caducas, jabones y detergentes, o estando en condiciones menos
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desfavorables como pueden ser en las manos del personal de salud, proliferen
durante las condiciones de humedad y temperatura mas convenientes, *°
aumentando asi la probabilidad de colonizar a un huésped (usualmente un paciente
inmunocomprometido) y causar infeccion. La abundancia de la progenie permitira de
alguna forma mayor poder de dispersion para alcanzar nuevos nichos clinicos (otros
pacientes dentro de las mismas areas hospitalarias). Por ultimo, con respecto a lo
gue concluyen Kroig y Hoiby, no es probable que la estacionalidad de PaeMM esté
asociada a algun patégeno, virus o bacteria, ya que los pacientes de nuestro Instituto
presentan diversas patologias y, si bien PaeMM prevaleciéo en muestras del tracto
respiratorio, las neumonias causadas por estas Pseudomonas no se asocian a algun
tipo de enfermedad respiratoria previa sino, especificamente, al estado inmune y
tratamientos previos, como ya se menciono.

Por otro lado, existe la posibilidad de que esta conducta estacional en realidad
pueda estar asociada al ingreso de los nuevos estudiantes de medicina que
eventualmente cada seis meses (inscripciones en los meses de enero Yy julio) llegan
al Instituto para realizar sus practicas clinicas en distintas unidades hospitalarias. La
falta de experiencia en el manejo del paciente y las posibles fallas en seguir de
manera estricta las normas establecidas por el Comité de Control de Infecciones,
pudo haber causado la dispersion de PaeMM en distintos nichos clinicos,
colonizando e infectando a nuevos huéspedes. No obstante, se han mencionado dos
periodos de inicio de cursos, un mes que corresponde a la estacién de invierno y otro
a la de verano, por tanto, se esperaria que PaeMM abundara no sélo en los meses
de la estacion calida sino también en los meses frios. Sin embargo, solamente en los
meses de diciembre de 1993 y enero de 1994 se encuentra un brote con un nimero
de P.aeruginosa significativo (Tabla 1). Asi mismo, si se observan los resultados del
“Split-split plot” para estaciones del afio y se comparan las medias de los contrastes
de la estacion de invierno también significativas Unicamente en 1993 y 1994, con las
de la estacién de verano de esos mismos afios, se observa que el nimero de

aislados es mayor en esta Ultima estacion (Tabla 4).
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8.2 Analisis Molecular.

8.2.1 Analisis Molecular con UPGMA. Por otra parte, el analisis genético global
de los 202 aislados de P.aeruginosa utilizando UPGMA muestra una distribucion
poblacional muy particular, en donde se observa que la subpoblacién de PaeM se
subdivide en tres grandes subpoblaciones: la primera, se ha referido como PaeMNR,
ya que en esta se han agruparon todos aquellos aislados en general mas sensibles a
otros antibidticos y con un patron polimorfico escasamente relacionado con la
subpoblacion endémica (cs<55%) y que ocasionalmente son recuperados en el
Instituto, posiblemente estos aislados proceden de distintos hospitales del D.F., asi
como de otros estados de la Republica Mexicana. La segunda subpoblacion
denominada esporadica (PaeMES), probablemente se compone por organismos que
se aislan eventualmente en el Instituto y que podrian aportar nuevos genes ° a la
subpoblacion endémica (PaeMED). Se trata de Pseudomonas que comienzan a
formar parte de la subpoblacion mas resistente y que, segun las condiciones
ambientales presentadas por sus nichos ecoldgicos, podrian adquirir genes de
resistencia incluidos en plasmidos o segmentos gendmicos via transferencia
horizontal, > 8 de hecho, Wolfgang también refiere que existen segmentos variables
en el genoma de P.aeruginosa que podrian funcionar como sitios de integracion de
material genético por transferencia horizontal. Los resultados en la Figura 53
muestran la gran diversidad polimérfica de esta subpoblacion (45 centenas de pb), lo
gue la hace muy diferente a PaeMED, aun a pesar de presentar multirresistencia a
los aminoglicésidos. La tercera subpoblacion es la referida como PaeMED,
constituida por el mayor nimero de microorganismos. Suponemos que PaeMED
incluye a las Pseudomonas que habitan ordinariamente areas hospitalarias
especificas. Las PaeMED no so6lo son resistentes a los aminoglicosidos, sino también
a otros antibiéticos como cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, quinolonas,
carbapenémicos y sulfas. >®> Es muy probable que los miembros de PaeMED hayan
desarrollado y mantenido diversos mecanismos de resistencia como son la

69, 126, 145, 147

modificacion de proteinas de membrana externa, adquisicion de material

67, 99

extracromosomal como plasmidos y transposones, el desarrollo de bombas de

eflujo, ** ! |a expresion de diversas enzimas modificadoras de antibiéticos como las

R-lactamasas y transferasas muy probablemente contenidas en plasmidos, % 14 11>
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53, 112 y |a

formacion de biopeliculas que son una barrera eficaz para contrarrestar la accion del
2,28, 30,127,128

116132 asi como, la modificacion de las proteinas de union a penicilina

antibidtico.

8.2.2 Polimorfismo Obtenido por RAPD. ElI nUmero de bandas arrojado por el
RAPD de los aislados de PaeMED fue mucho menor a pesar de que se analizaron
100 genomas respecto a los solo 24 de PaeMES (Figs. 53 y 54; Tabla 5). Asi mismo,
el analisis genético por UPGMA reveld que la gran subpoblacion endémica contenia
una sub-subpoblacién con un cs=75%, de variedades clonales * de Pseudomonas
(PaeMM), muchas de ellas idénticas (Fig. 48), mas resistentes que su subpoblacion
progenitora. Si bien la diversidad polimérfica de PaeMED (Fig. 54), con 31 centenas
de pb (100 genomas analizados), es ya bastante reducida, PaeMM tuvo solo 21
centenas de pb a partir del analisis de 60 genomas (Fig. 55). El analisis de resultados
muestra que esta sub-subpoblacion tuvo el mas bajo nimero de bandas comparado
aun con aquellas subpoblaciones como PaeTb y PaeAnTb, de las cuales se
analizaron 3 y 2 genomas respectivamente, pero con una media del nimero de
bandas de 9.3 y 7.5 mayor a la de PaeMM con tan sélo 7.0. (Tabla 5). Con estas
caracteristicas genotipicas de PaeMM, una primera propuesta para tratar de explicar
tales observaciones podria estar relacionada a que el iniciador 1283 encontro
multiples secuencias homélogas en el ADN total de aquellas subpoblaciones mas
polimdrficas como lo fueron PaeS (Fig. 50), PaeGn (Fig. 51), PaeGnAn (Fig. 52) e
inclusive en aquellas que fueron resistentes a los aminoglicésidos como PaeMES
(Fig. 53) y PaeMNR (Tabla 5). Mientras que en el caso de PaeMM las posibles
secuencias homoélogas a 1283 fueron escasas amplificAndose un nimero menor de
bandas.

Clarck y Lanigan *° refieren que el hecho de que muchos iniciadores de 10
nucledtidos produzcan 5 o mas bandas en forma individual a partir del ADN
genodmico bacteriano, sugiere un acoplamiento imperfecto frecuente, debido a que
tales bandas son generadas cuando hay amplificacion de algun sitio del ADN en
donde el iniciador no se acoplé perfectamente, o bien, otra posibilidad de obtener tal
numero de bandas se debe a que el genoma bacteriano esta altamente estructurado.
Clarck y Lanigan refieren en un estudio de polimorfismo del ADN eucariético en 8

macacos utilizando RAPD con 22 iniciadores de 10 nucledétidos c/u, una media de 11
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bandas/individuo. Aungque son varios los iniciadores ensayados y ademas se trabaja
con ADN eucaridtico, la media del nimero de bandas obtenido por estos autores es
muy cercano a la media del nimero de bandas que en los 202 aislados de
P.aeruginosa se obtuvo utilizando un sélo iniciador (u=9) y mas cercano aun, a la
media del numero de bandas de aquellas subpoblaciones mas polimérficas como
PaeS con pu=10.3; PaeGn, n=10.1; PaeAnGn, u=10.4 y PaeMES, p=12.1.

Williams et al 1*3

refieren que en genomas pequefios como el del bacteriéfago
% de 48.5 Kb la amplificacion por RAPD no es tan confiable debido a que existe una
homologia escasa por parte del iniciador, mientras que en el caso de genomas como
el de Haemophilus influenzae de 1.5 Mb la amplificacion por RAPD muestra ser mas
reproducible. La alta complejidad de estos genomas bacterianos ofrecerd mayor
numero de sitios blanco con mejor complementariedad al iniciador, permitiendo la
amplificacion de un numero mayor de bandas, en comparaciéon con aquellos
genomas de baja complementariedad. PaeMM mostré un nimero escaso de bandas
en comparacion al resto de las subpoblaciones fenotipicas; segun Sepencer y cols.
125 refieren que P.aeruginosa presenta un genoma de 6 Mb, un genoma adn mas
complejo en comparacion con el de H.influenzae, por lo tanto, esperariamos que a
partir del ADN total de PaeMM se encontrase un numero mayor de secuencias
complementarias a 1283, en principio, muy semejante al resto de las subpoblaciones.
Por otra parte, como ya se menciond, la mayoria de los aislados de PaeMM
mostraron un fenotipo de resistencia a diversos antibioticos y existe una alta
concordancia entre un nimero de bandas escaso (minimo de 4 y un méaximo de 7) y
la resistencia a un gran numero de antibiéticos (Fig. 48). Sepencer también menciona
gue entre las secuencias genéticas de aislados estudiados de P.aeruginosa (2
aislados de pacientes con fibrosis quistica y un aislado ambiental) y las secuencias
de la cepa control PAOL, existen fragmentos andnimos (aproximadamente 10%) v,
gue el contenido de G+C de tales secuencias es significativamente menor al
contenido de G+C de PAO1 yendo de 50% a 54% para las cepas estudiadas contra
el 67% en PAOL. El autor menciona que al parecer existen “islas cepa-especificas”
como el modo primario de variacion entre cepas de P.aeruginosa y que tal material
genético se adquiere via transferencia horizontal de otras especies bacterianas. En

realidad desconocemos por qué se amplifican pocas bandas a partir del ADN total de
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las PaeMM, no obstante, con base en lo mencionado por Williams, Clarck y Lanigan
es probable que el ADN extracromosomal adquirido por PaeMM se componga,
efectivamente, de un porcentaje menor del contenido de G+C ofreciendo de alguna
manera un numero menor de sitios blanco al iniciador 1283. Como hemos
mencionado anteriormente, son necesarios nuevos estudios dirigidos a conocer las
propiedades del material extracromosomal como plasmidos que pudiesen contener
tales aislados, asi como, realizar estudios mas detallados sobre el genoma de
PaeMM.

8.3 Probables Mecanismos de Resistencia a los Antib ioticos en PaeMM.

Ahora bien, con respecto a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas en
cuanto a la resistencia, tan especiales de PaeMM se puede suponer que tales
variedades clonales hayan adquirido un fenotipo multirresistente debido a la
adquisicién de ADN extranjero con varios genes de resistencia. ** 2 Ya se mencioné
gue varios grupos de investigadores refieren que la transferencia horizontal es uno

81, 100 no

de los mecanismos mas comunes en la adquisicion de genes de resistencia,
obstante, existen otros mecanismos como el aumento de la tasa de mutacioén sobre
subpoblaciones especiales. Las cepas de P.aeruginosa sensibles a los
aminoglicosidos pueden adquirir la resistencia en alta frecuencia. Se sabe que
P.aeruginosa PAK muestra una alta frecuencia de resistencia in vitro a neomicina de
200 pg/mL tan alta como 10® en comparacion con la tasa de mutacién espontanea
de 10°® células de Escherichia coli/generacién. La alta frecuencia de conversién de
resistencia a aminoglicésidos seré el resultado de la razén de hipermutabilidad de
P.aeruginosa. > ® *® Estudios posteriores podrian dar a conocer si existe este
fendmeno en nuestros aislados.

Con respecto a la transferencia de secuencias genéticas, es probable que las
subpoblaciones de P.aeruginosa que habitaron ambientes con una fuerte presion
selectiva provocada por el uso de multiples antibidticos, como tal vez sucedio en
PaeMED, mantuvieron una relacion bioldgica muy estrecha entre miembros de su
misma especie y con bacterias relacionadas evolutivamente como lo son aquellas de

8

la familia Enterobacteriaceae, ® que de igual manera forman parte de la gran

comunidad intrahospitalaria de poblaciones bacterianas infecciosas. % 07 119
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8.3.1 Enzimas Modificadoras de Aminoglicésidos. Shaw y cols. ** 114 115 han
realizado estudios detallados de genética molecular en los genes de resistencia a los
aminoglicosidos y refieren que las cepas resistentes a estos antibidticos han
aparecido a causa de la adquisicion de genes contenidos en plasmidos que codifican
para las enzimas modificadoras de aminoglicésidos, asi mismo, refiere que estos
genes estan asociados a transposones, los cuales permiten la rapida diseminacion
de la resistencia entre especies cercanas como pudo haber sucedido entre
P.aeruginosa y otros bacilos gramnegativos de nuestro Instituto. En otra referencia
del mismo autor que comprende muiltiples publicaciones **° se describen una gran
variedad de genes que codifican para proteinas modificadoras de aminoglicésidos,
cada una de estas enzimas hace que P.aeruginosa muestre un patrén particular de
resistencia a estos antibidticos. PaeMM mostro un fenotipo de resistencia a los tres
aminoglicosidos An, Gn y Tb; segun los reportes de Shaw, tal fenotipo no es comun
en P.aeruginosa, sin embargo, podria presentarse por la aparicion de enzimas mixtas
modificadoras de aminoglicésidos. Los genes mas comunes son los de la familia aac
gue expresan acetil-transferasas y dentro de ellos una clase especial que presentan
un mecanismo bifuncional son los genes aac(6’)-aph(2”) que codifican para la enzima
AAC(6)-APH(2") (acetil-transferasa-fosfotransferasa) que confiere resistencia a Gn,
Tbh, An, dibekacina, netilmicina, 2’-N-etilnetilmicina, isepamicina, 5-episisomicina y
fortimicina. Shaw y cols. refieren que este gene se encuentra principalmente en
cocos grampositivos como estafilococos y enterococos portados en el plasmido
pIP800 y en el transposon Tn4001, no obstante, Kettner et al ** han reportado la
existencia de este tipo de enzimas en bacterias gramnegativas. Por otro lado, cabe la
posibilidad de que las PaeMM expresen enzimas ANT(4’)-Il (adeniltransferasas) que
confieren resistencia a Th, An, isepamicina y otros aminoglicésidos con grupos 4'-
hidroxil. Se reporta que este tipo de enzimas contenidas en el plasmido pMG77 fue
primeramente observado en P.aeruginosa, posteriormente se encontré en E.coli,
Citrobacter spp, Klebsiella spp y Serratia spp **°, asi mismo, Shaw y cols. refieren
gue en las secuencias corriente abajo del gene ant(4’)-1la se encontraron secuencias
nucleotidicas homélogas al gene aac(3)-llla, sugiriendo que ant(4')-lla puede estar

insertado en la parte terminal del gene aac(3)-llla o que ambos genes estan
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recombinados con el mismo elemento genético. El perfil de resistencia de aac(3)-1lla

incluye la resistencia a Gn y Th ademas de otros aminoglicésidos, pero no a An.

8.3.2 Resistencia a los Aminoglicésidos por Impermeabilidad de la Membrana.
Por su parte Westbrock y cols. **! refiere que la resistencia a los aminoglicésidos en
P.aeruginosa es generalmente mediada por enzimas modificadoras del antibiotico o
bien por un mecanismo de resistencia por impermeabilidad de la membrana. Este
tipo de resistencia por impermeabilidad se describié originalmente en aislados de
P.aeruginosa que no exhibieron una actividad de acetilacion o adenilacion; tales
cepas son ahora caracterizadas como panaminoglicosidos resistentes en la ausencia
de las enzimas modificadoras, no obstante, refiere el autor, que la resistencia por
impermeabilidad en aislados clinicos de P.aeruginosa es menos frecuente que la
causada por las enzimas modificadoras. En contraste, la resistencia por
impermeabilidad es predominante (>90%) en aislados de pacientes con fibrosis
quistica. Westbrock reporta que los experimentos realizados en su estudio
identificaron un gran numero de genes que estan potencialmente involucrados en la
resistencia a los aminoglicosidos y sugiere que el fenotipo de resistencia asociado a

138 refieren

impermeabilidad es multifactorial. En estudios mas recientes Wang et al,
gue la impermeabilidad de la membrana es el mayor factor que contribuye a la
resistencia multidroga en aislados clinicos de P.aeruginosa y que muchos aislados
de esta especie son menos sensibles a los aminoglicésidos debido principalmente a
la impermeabilidad de su membrana externa, llegando a manifestar en muchas
ocasiones altos niveles de resistencia a estos antibidticos. La resistencia a los
aminoglicosidos también se atribuye a la bomba de eflujo MexXY especifica para
aminoglicosidos. En la actualidad un fenomeno llamado “resistencia adaptativa a los
aminoglicosidos” se ha descrito en P.aeruginosa tanto in vitro como in vivo. Wang
menciona que cualquiera que sea el nivel de resistencia a los aminoglicésidos,
aumenta gradualmente después del tratamiento directo con los mismos u otros
agentes. Los mecanismos moleculares de tal insensibilizacion son totalmente
desconocidos. Por ultimo, Wang refiere que por arriba del 90% de los aislados de
P.aeruginosa tienen un tipo de resistencia por impermeabilidad demostrada por una

combinacion de mutaciones o cambios en la estructura de porinas, lipopolisacéridos
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y mecanismos de resistencia secundarios tales como el eflujo multidroga
dependiente de energia y la accion de las enzimas modificadoras de antibéticos.
8.3.3 Bombas de Eflujo en P.aeruginosa. Ya se menciond que la baja
permeabilidad de las porinas de la membrana externa en P.aeruginosa juega un
papel importante en el alto nivel de resistencia a los antibidticos. P.aeruginosa
presenta transportadores que bombean estos compuestos al exterior de la célula. El
principal mecanismo de transporte de antibioticos al exterior conocido en
P.aeruginosa es el sistema de eflujo multidroga llamado “resistencia por nodulacion-
division” ® RND (por sus siglas en inglés). El sistema RND contribuye
significativamente a la resistencia intrinseca o adquirida a los antimicrobianos y, es
un sistema Unico de transportadores encontrados en bacterias gramnegativas. > ’®
Los transportadores RND bombean una amplia variedad de substratos, incluyendo
todos los antibioticos lipofilicos y amfifilicos, agentes quimioterapéuticos, inhibidores
metabdlicos tales como la cerulenina, colorantes, detergentes (SDS, Tritdbn X-100 y
sales biliares), asi como solventes. Tales compuestos pueden tener carga
electroquimica positiva, negativa o ser neutros. En contraste, se sabe que los
aminoglicosidos los cuales son hidrofilicos alrededor de toda su molécula, son una
clase rara de antibiéticos que no son excretados. Se propone que los transportadores
RND capturan a aquellos substratos que se han insertado parcialmente en la bicapa
lipidica, lo que explica que las bombas RND catalizan el eflujo de los agentes que no
cruzan la membrana plasmética para entrar al citoplasma, como es el caso de
carbenicilina. "®
Generalmente los transportadores RND estan asociados con proteinas de
enlace y con canales de la membrana externa. Los sistemas RND se componen de
tres proteinas intrinsecas en la bicapa fosfolipidica, una proteina embebida en la
membrana interna, cuya funcién es reconocer a la droga y transportarla hacia el
exterior, a través de un canal formado entre dos proteinas embebidas a su vez en la
membrana externa, conectadas a la primera por medio de proteinas de fusion
membranal y que rodean tal conexién, todo esto en el espacio periplasmico > "8,
Existen varios sistemas de eflujo multidroga que P.aeruginosa puede
expresar, por ejemplo MexAB-OprM se expresa constitutivamente en cepas
silvestres y contribuye en forma natural a la resistencia de 3-lactdmicos, inhibidores

de R-lactamasas, quinolonas, cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxasol,
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novobiocina y eritromicina. De igual manera, MexAB-OprM podria conferir altos
niveles de resistencia a cepas clinicas.®® *** Por su parte, el sistema MexCD-OprJ y
MexEF-OprN son homologos a MexAB-OprM pero no se producen en forma
constitutiva. Se sabe que confieren resistencia a cefalosporinas de cuarta
generacion, cloranfenicol y fluoroquinolonas principalmente. ’®

Mas recientemente se ha reconocido en P.aeruginosa el sistema de eflujo
multidroga MexXY-OprM el cual es portado en un plasmido, este sistema de eflujo
confiere resistencia a fluoroquinolonas.” MexXY-OprM es codificado por el operon
regulador-represor MexZ que es inducido por antibidticos como cloranfenicol,
tetraciclina, eritromicina y kanamicina los cuales actian sobre el ribosoma. No
obstante, MexXY no tienen que ver con la resistencia a aminoglicosidos y

cloranfenicol como sucede con otras especies bacterianas E.coli y Synechocystis sp.
73,75

8.3.4 Mecanismos de Resistencia a Otros Antibidticos. La sub-subpoblacion
de PaeMM no solo fue resistente a los aminoglicésidos mencionados, sino que en
general, mostraron resistencia a muchos mas antibiéticos en comparacién con su
subpoblacion progenitora PaeMED y mas aun, con el resto de las subpoblaciones
estudiadas. PaeMM mostré los codigos de resistencia 173777’ en 63.6% y 177777
en 18.2% (Tabla 7), con estos perfiles 29.1% fueron resistentes a imipenem; 60% a
cloramfenicol; 92.7% a cefalosporinas incluyendo ceftazidima; 96.4% a norfloxacino y
ciprofloxacino y, 100% a trimetoprim-sulfametoxasol, nitrofurantoina y tetraciclina.
Por ultimo, 67.3% (37/55) fueron sensibles a piperacilina.

Con respecto a la resistencia a imipenem Livermore *° reporta que imipenem
induce fuertemente una [3-lactamasa cromosomal clase C de P.aeruginosa y que tal
enzima hidroliza al imipenem lentamente, asi mismo, refiere que la resistencia de
imipenem en P.aeruginosa puede elevarse debido a la pérdida via mutacion de la
porina D2 que forma poros de la membrana externa y es permeable a
carbapenémicos pero no a penicilinas ni a cefalosporinas. Livermore concluye que la
resistencia a imipenem en P.aeruginosa requiere de la R-lactamasa cromosomal, asi
como la pérdida de la porina D2, sin embargo, al parecer la pérdida de D2 no causa
resistencia sobre meropenem un carbapenémico mas estable. En estudios mas

|l3

recientes Bonfiglio et al > menciona que P.aeruginosa es resistente intrinsecamente
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a muchos antibidticos y que ademas puede desarrollar resistencia durante el
tratamiento. Investigando los mecanismos de resistencia a los B-lactamicos, Bonfiglio
refiere que probablemente existi6 en varios aislados la produccion de [-lactamasa
cromosomal clase C. Dentro de estos aislados hubo una gran parte resistente a
carbenicilina con una susceptibilidad reducida a ceftazidima, penicilinas,
ciprofloxacino y amikacina lo cual es netamente considerado como un patrén tipico
de “resistencia intrinseca” probablemente causada por la reduccion en la
permeabilidad y/o al eflujo multidroga en la membrana externa. Otro grupo de
Pseudomonas mostraron fuerte hidrdlisis a nitrocefin y se inhibieron por clavulanato y
no por cloxacilina. El perfil de inhibicion y alta resistencia a carboxipenicilinas y a
ureidopenicilinas sugiere la presencia de [3-lactamasas secundarias expresadas por
genes contenidos en plasmidos. Cepas de P.aeruginosa con las enzimas PSE-1,
PSE-4 y PSE-2 fueron mas resistentes a carbenicilina, piperacilina y ticarcilina-
clavulanato. Por su parte Marchandin y cols. " refieren recientemente que se han
encontrado R-lactamasas de espectro extendido en P.aeruginosa confiriendo
resistencia a cefalosporinas de espectro extendido, ellos reportan el hallazgo de una
3-lactamasa de espectro extendido del tipo TEM-24 en un aislado de P.aeruginosa.
En este estudio se confirma la expansion de una sola cepa de Enterobacter
aerogenes produciendo TEM-24. El gene portado en un pladsmido que codificaba
para tal proteina fue transferido de E.aerogenes a otros bacilos gramnegativos
incluyendo Proteus mirabilis y P.aeruginosa. También se encontr0 que el gene
blatem-24 se portaba en un plasmido de 180 Kb el cual contenia, ademas, genes
adicionales que le permitian una alta capacidad de transferencia. Marchandin
concluye que el estudio demuestra el intercambio de genes que codifican para 13-
lactamasas de espectro extendido de Enterobacteriaceae a P.aeruginosa para

originar cepas de P.aeruginosa multirresistentes. Partridge y cols.

refieren que
muchos de los integrones clase 1, uno de los mas predominantes en cepas clinicas y
ambientales multirresistentes, estan presentes en pladsmidos multidrogas resistentes
y que tiempo atrds estos integrones se han distribuido en un gran ndmero de
especies bacterianas, previo a la introduccion de terapéuticos humanos v,
posteriormente, pasaron a patdgenos humanos. Partridge reporta un integron clase
1, In28 incluido en el transposén Tn1403 recuperado de una cepa de P.aeruginosa,

el transposon se localizd en un pladsmido IncP2 RPL11 el cual confiere resistencia a
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gentamicina, carbenicilina, estreptomicina, tetraciclina, cloramfenicol y mercurio. Un
mapeo reciente del Tn1403 indica la presencia del gene blaP1 (PSE-1) entre otros
genes de resistencia a antibidticos, aunque no se encontré resistencia a
sulfonamidas. Partridge menciona que el integrén In28 es semejante a los integrones
clase 1 del grupo In4 que pueden ser encontrados en una variedad de plasmidos,
transposones, asi como, cromosoma bacteriano, ademas de tener la cualidad de
cambiar su localizacion relativamente facil.

Como se puede apreciar, son multiples los factores que pueden conferir
resistencia a diversos antibidticos en PaeMM, independientemente de los
aminoglicosidos, incluyendo la desrepresion mutacional de R-lactamasas
secundarias mediada por plasmidos o transposones, la pérdida de la porina D2, la
presencia de bombas de eflujo al igual que la impermeabilidad de la membrana
externa, siendo estos dos ultimos factores los que confieren la llamada “resistencia
intrinseca” en P.aeruginosa. ** Como un buen principio para estudiar los factores de
resistencia en PaeMM seria conveniente investigar sobre el perfil de plasmidos y los
genes de resistencia que contienen y, asi mismo, comparar con los posibles
plasmidos contenidos en otras poblaciones de bacterias gramnegativas
nosocomiales frecuentes en nuestro Instituto como podrian ser: Acinetobacter spp,
E.coli, K.pneumoniae, entre otras, con el fin de esclarecer algunos aspectos de la
adquisicion y transferencia de genes de resistencia y asi, mejorar 0 corregir las
estrategias en la aplicacion de antibidticos, ademas de realizar vigilancia temprana

previa o durante los brotes.

8.4 Clonalidad de P.aeruginosa.

Otro aspecto interesante esta relacionado a la estructura poblacional mostrada
por los aislados clinicos de P.aeruginosa. Con base en el analisis hecho a partir del
dendrograma general se puede sefialar que probablemente existen multiples clonas
endémicas dentro de la sub-subpoblacién de PaeMM (triangulo rojo, Fig. 48), y no
s6lo una, capaz de colonizar e infectar a un gran nimero de paciente, causando asi
multiples brotes. Pirnay et al ® refieren que la observacién de clonas en muchas
poblaciones bacterianas permite asumir que las bacterias se reproducen
clonalmente. Se sabe que Neisseria meningitidis despliega una estructura epidémica.

En el reporte de Pirnay y colaboradores se utilizaron cuatro métodos de tipificacion
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aplicados en 73 aislados de P.aeruginosa; no hubo concordancia entre los métodos
de tipificacion explicando que la causa se debidé a la presencia de eventos de
recombinacion multiples. Pirnay refiere que las diferencias entre los dendrogramas
obtenidos a partir de la amplificaciéon de los fragmentos restringidos (AFLP) se debe
a que la diversidad de secuencias es causada por el polimorfismo nucleotidico, asi
mismo, las diferencias en el patrén de los fragmentos restringidos es el resultado
principalmente de inserciones y/o deleciones; no obstante, el dendrograma obtenido
a partir de la combinacién de los resultados de los cuatro métodos, agrupd 7
complejos clonales con un cs=80%, los aislados incluidos en tales complejos
provenian de regiones geograficas y ecoldgicas diferentes, sugiriendo que existen
altas tasas de migracion y una versatilidad nutricional remarcada adquirida a través
de la recombinacion o algun otro mecanismo evolutivo.

Como se ha mencionado con anterioridad las 202 P.aeruginosa estudiadas en
nuestro Instituto se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Microbiologia Clinica
del Depto. de Infectologia, la mayoria de ellas fueron aislados provenientes de
distintas muestras clinicas obtenidas de un mismo o diferente paciente (ver 6.2.1) y
s6lo un aislado se obtuvo de un endoscopio. En este trabajo no se incluyeron
aislados ambientales de P.aeruginosa de agua, suelo, soluciones antisépticas
caducas o de algun otro sitio hospitalario. No obstante, el aislado del endoscopio
mostré un polimorfismo genético y un fenotipo de resistencia idéntico a otros 8
aislados provenientes de un mismo o diferente paciente (nimero y letra denotados
en azul, Fig. 48). Asi mismo, se puede observar en la Fig. 48 que la mayoria de
grupos de aislados idénticos de P.aeruginosa estan agrupados a un cs=75% e
igualmente se puede apreciar que el triangulo rojo conteniendo a las PaeMM esta
insertado en el triangulo azul que incluye a todas aquellas P.aeruginosa que se han
designado como endémicas. A diferencia de Pirnay et al un solo método de
genotipificacion utilizando RAPD conjuntamente con el patrén fenotipico de
resistencia a 19 antibidticos mostré que dentro de la poblacion clinica de
P.aeruginosa existen clonas estrechamente relacionadas. Muy posiblemente el
estudio hecho Unicamente con cepas clinicas permitio detectar con mayor facilidad la
presencia de multiples clonas y fenotipos de resistencia idénticos. Pirnay et al
también refieren que la habilidad de identificar agrupaciones de aislados con un

conjunto de datos idénticos, provenientes de distintos paises y habitats en un periodo
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de tiempo, es evidencia de una estructura clonal de P.aeruginosa. En nuestro caso
se obtuvieron multiples agrupaciones de aislados idénticos en el lapso de los 5 afios
estudiados (triangulo rojo, Fig. 48) por lo que deducimos que el dendrograma
obtenido a partir de las huellas digitales del RAPD muestra una estructura clonal de
la poblacion clinica de P.aeruginosa que ordinariamente habitan areas especificas
del INCMNSZ.

8.5 Reproducibilidad del RAPD y Correlacién con Otr  os Andlisis.

Se ha referido la utilidad del RAPD para la genotipificacion y la determinacion
de la estructura poblacional de P.aeruginosa. En este estudio el RAPD fue util para
estudiar la poblacion clinica de P.aeruginosa existiendo correlacion entre los analisis

de UPGMA, TFPGA y el analisis estadistico retrospectivo. Estudios previos reportan

la eficacia del RAPD para genotipificar diversas especies bacterianas, * % 37 1%

estreptomicetos * y hongos; ** 2" 123 |a caracterizacién de genes con cualidades
relevantes, como genes que confieren resistencia a enfermedades en plantas ** e

identificacion y diferenciaciéon de parasitos. '’ Asi mismo, con el RAPD se han

realizado diversos estudios epidemiolégicos para genotipificar P.aeruginosa. % 4+ 4*

>0, 58, 65, 72, 74, 76, 135, 142 | o5 autores concuerdan en que el RAPD es capaz de

6 15 asi como

discriminar entre aislados relacionados de una misma especie,
proporcionar huellas digitales idénticas para aquellos aislados clonales. ** ** En la
mayoria de los estudios comparativos el RAPD muestra alta concordancia con
tecnologias moleculares como la electroforesis en gel con campo pulsado, 3> 4
FLRP e hibridacién tipo Southern-blot, ® ribotipificacién, HPLC, **° punto isoeléctrico

de pioverdina

e inclusive mostr6 mayor poder de discriminacién que la
electroforesis multilocus. ** *¥” En este estudio, el RAPD confirma, al igual que los
estudios referidos, su capacidad de discriminar entre los aislados de P.aeruginosa,
agrupando a aquellos con un polimorfismo idéntico (Fig. 48).

Los ensayos previos variando las concentraciones del volumen de reaccion y
amortiguador, > MgCl, , ® ADNpol-Tag, *** iniciador *** y ADNbco ** (Figs. 21-24)
teniendo en cuenta las consideraciones de Ellsworth et al, ?° y Venugopal et al, ***
con respecto a la reproducibilidad de la técnica, asi como las condiciones de

88, 109

amplificacion programadas en el termociclador (Fig. 20), permitieron ajustar las
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condiciones Optimas de la reaccion para obtener resultados reproducibles con
bandas definidas y un buen poder de resoluciéon (Figs. 26-42), ofreciendo resultados

confiables durante el andlisis genético computarizado.

8.5.1 Huellas Digitales del RAPD y Resistencia a 19 Antibi6ticos. Los
resultados de las huellas digitales obtenidos para las 202 cepas de P.aeruginosa en
el anadlisis general mostraron correlacion entre los conglomerados mas
estrechamente relacionados, no sélo con el fenotipo de resistencia a los tres
aminoglicosidos, sino también con la sensibilidad global a 19 antibidticos. El 32.1%
de los miembros de PaeM (divididos en las tres subpoblaciones PaeMNR, PaeMES y
PaeMED) mostr6 un codigo 173777 idéntico para 16 antibioticos (Tabla 7). Al
considerar en forma particular a estos subgrupos se observé que 22.3% de los
aislados de PaeMED tuvieron un codigo de susceptibilidad 1737773 idéntico a 19
antibioticos y dentro de ésta, sus variantes mas resistentes (PaeMM) mostraron la
mayoria de codigos idénticos en 31% (Fig. 49; Tabla 7). Ya se mencion6 que los
miembros de esta subpoblacién guardan una gran similitud entre si (cs=75%) (Fig.
48) y que, si bien seria dificil agrupar distintos aislados clinicos a partir del
polimorfismo genético obtenido por alguna técnica molecular y obtener correlacion
con 1, 2 o 3 caracteristicas fenotipicas dadas, mas lo seria en el momento de incluir
16 caracteristicas méas. De esta manera, el analisis de correlacion revelo la existencia
de una sub-subpoblacion policlonal altamente resistente (Tabla 7) muy poco
polimorfica (Fig. 55), perfectamente delimitada dentro de la subpoblacion endémica
(Fig. 48).

8.5.2 Huellas Digitales del RAPD Yy Distribucion Estacional. La reproducibilidad
del RAPD también se comprob6 durante el andlisis estacional con TFPGA utilizando
los mismos patrones polimorficos. El dendrograma obtenido revel6 que los aislados
menos diversos, en su mayoria PaeM, predominan durante los meses calido-
lluviosos y frio-humedos, siendo muy similares entre si (Fig. 56) lo cual, ademas,
correlaciono con el analisis estadistico retrospectivo (7.1.3) (Tabla 4). Por dltimo, el
polimorfismo del control externo de K.pneumoniae ATCC 13883 fue idéntico en la
mayoria de los ensayos (7.2.1) (Figs. 26 y 47), con un coeficiente de similitud minimo
de 87%.
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8.6 Probable Marcador Genético.

Dentro de los resultados obtenidos durante el andlisis molecular cabe
mencionar otra caracteristica sobresaliente de las subpoblaciones de P.aeruginosa, y
es la presencia de un posible marcador genético amplificado en bandas dobles con
un peso molecular contenido en el intervalo de 400 pb predominante para PaeMED
en 62 % y hasta 75% para su sub-subpoblacién PaeMM. Al comparar el resto de sus
subpoblaciones hermanas, se encontr0 que en estas Ultimas hay predominio de
bandas dobles en la centena de 700 pb de 36.4% a 59.2% (Tabla 5). La presencia de
este marcador ubicado en la centena de 400 pb en PaeMM y su progenitora, muestra
otra clara diferencia con sus subpoblaciones hermanas. Seria de gran interés realizar
estudios sobre este posible marcador para conocer sus caracteristicas genéticas, tal
vez se trate de una region que puede estar compuesta de integrones y cajas de
genes de resistencia. '

En este trabajo se presentan los primeros resultados y su andlisis, acerca de
la investigacion realizada con la poblacion clinica de P.aeruginosa, quedando por
estudiar todavia los hallazgos con respecto a la epidemiologia de las subpoblaciones
y en especial de PaeMED y su subpoblacion PaeMM; la relacién con las areas
hospitalarias en las cuales ordinariamente se encuentran, sus mecanismos de
colonizacion y dispersion en distintos pacientes, asi como, las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de aquellas Pseudomonas aisladas de un mismo y distinto
paciente. Con respecto a la capacidad de dispersion de P.aeruginosa, faltaria
investigar si algunas(s) clona(s) de PaeMM se encuentra(n) distribuida(s) en otras
unidades hospitalarias cercanas al Instituto.

Por otra parte, seria conveniente realizar estudios utilizando otras técnicas
moleculares que permitan dilucidar si en verdad existe un menor polimorfismo en las
Pseudomonas mas resistentes o si el nUmero escaso de bandas se debe a otros

factores, tanto bioquimicos como bioldgicos, que desconocemos.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Los aislados de P.aeruginosa resistentes a los aminoglicésidos, recuperados en el
intervalo de 1991 a 1995 en el INCMNSZ, estan relacionados a distintas lineas

clonales estrechamente relacionadas, y no so6lo una, causantes de brotes.

9.2 Existe una sub-subpoblacion de P.aeruginosa (PaeMM) multirresistente a diversos

antibiéticos con un nimero de bandas escaso obtenido por el RAPD.

9.3 PaeMM manifiesta una distribucion estacional predominando en los meses calido-

lluviosos y frio humedos.

9.4 PaeMM presenta un posible marcador molecular en el par de bandas con un

intervalo de peso molecular de 400 pb.

9.5 PaeMM prevalecié en vias respiratorias y caus6 neumonia no asociada a otras

bacterias patégenas o virus.

9.6 Existid6 concordancia entre el andlisis estadistico y el andlisis del método

molecular.

9.7 Se confirm6 la aparicion de brotes causados por P.aeruginosa en forma

estadistica.
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PaeMED
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Fenotipo de Resistencia a Aminoglicésidos

Acido desoxirribonucleico
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ADN blanco
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Amikacina

Desoxinucledtidos trifosfato

Estaciones del Afio

Gentamicina

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran.

Meses del Ao

Afos de Estudio

Otras muestras

P.aeruginosa resistente a amikacina

P.aeruginosa resistente a amikacina y gentamicina
P.aeruginosa resistente a amikacina y tobramicina
P.aeruginosa resistente a gentamicina
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Sub-subpoblacion Endémica de P.aeruginosa Multirresistente a
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Subpoblaciéon No Relacionada de P.aeruginosa Multirresistente
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PaeS P.aeruginosa sensible a amikacina, gentamicina y tobramicina

PaeTb P.aeruginosa resistente a tobramicina

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
(Amplificacion al Azar del ADN polimérfico)

T Tipo de Muestra Clinica

Tb Tobramicina

TFPGA Tools for Population Genetics Analyses

(Herramientas para el Analisis Genético de Poblaciones)

UPGMA Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages
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UTI Unidad de Terapia Intensiva

VRre Volumen de Reaccion
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