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RESUMEN.

Antecedentes. Durante el 2005 en 6 hospitales de tercer nivel de la Ciudad de
México, se encontr6 que el 86% de las cepas bacterianas estudiadas,
correspondientes a 19 géneros identificados, fueron resistentes por lo menos a un
grupo de antibiéticos; en primer lugar a cefalosporinas, seguido de B-lactamicos y
carbapenémicos, éstos Uultimos, utilizados como Uultima linea terapéutica en
infecciones severas. Pseudomonas predominé en el grupo de las bacterias Gram
negativas, siendo el 50% panrresistente. Otros estudios, afirman que éste género,
ocupa la cuarta parte de la totalidad de las cepas bacterianas
mutidrogorresistentes; Por lo que el adquirir una infeccién, por dicho
microorganismo, implica un aumento de la morbimortalidad, incremento de la
estancia intrahospitalaria y la necesidad de antibioticos mas agresivos. En el
Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico “La Raza”
del IMSS, P. aeruginosa fue el agente etiolégico en 12.8% de las infecciones
nosocomiales durante el 2010. Reportandose ademas, que un total de 917
pacientes con infeccion nosocomial, representd una sobrestancia del 10,588 dias,
con un costo de $ 147,956,245.00; siendo la mayor proporcion, por atencién en
Unidades de Cuidados Intensivos. La disminucién de la sensibilidad a antibioticos
por parte de P. aeruginosa, ha conducido al estudio de sus mecanismos de
resistencia, reportandose que la produccion de metalo-B-lactamasas representa
uno de los mas importantes por su capacidad de hidrolizar a los carbapenémicos.
Objetivos: Identificar y determinar mediante técnicas fenotipicas y genotipicas las
metalo-B-lactamasas involucradas en la resistencia a antibioticos en cepas de P.
aeruginosa multidrogorresistente procedentes del Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional “La Raza” en el periodo 2011-2012.
Metodologia: Se recabaran y seleccionaran las cepas identificadas como P.
aeruginosa que presenten multidrogoresistencia a través del antibiograma

realizado en el sistema Vitek 2%; pruebas convencionales para corroborar género y



especie, test de susceptibilidad a doripenem mediante E-test-Dori® y deteccion
fenotipica de metalo-p-lactamasas mediante E-test MBL/EDTA (Biomérieux®). Se

realizara extraccion de DNA gendmico y plasmidico de las cepas de estudio y se
investigaran los genes blaVIM, blaIMP, blaGIM, blaSMP y blaSIM, que codifican
para metalo-f-lactamasas por medio de iniciadores especificos para su
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Factibilidad. El
hospital del cual seran obtenidas las cepas cuenta con el recurso humano
capacitado para su manipulacién, asi como con la infraestructura necesaria de los

utensilios y equipos para su desarrollo.



MARCO TEORICO.

Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, movil, flagelado, aerobio
estricto, perteneciente a la familia Pseudomonadaceae. Importante patdégeno
oportunista. Tiene forma de bastén con un tamafo de 1.5 a 3 um y produce
pigmentos fluorescentes difusibles que incluyen la pioverdina (fluoresceina), un
pigmento fenazidico soluble llamado piocianina el cual es producido por mas del
50% de los aislamientos clinicos, apareciendo de color verde o azul a pH neutro o
alcalino, lo que da origen al nombre de la especie aeruginosa (palabra latina que
denota el color del 6xido de cobre). Otros pigmentos que presenta P. aeruginosa
con menor frecuencia son la piorrubina (rojo) y la piomelanina (marrén-negro). P.
aeruginosa es capaz de utilizar un gran numero de compuestos organicos para su
desarrollo, logrando sobrevivir en ambientes muy desfavorables. Su temperatura
de crecimiento Optima es de 37°, aunque puede crecer a 42°C, lo que la diferencia
de Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens. Produce hemolisinas,
adhesinas, endotoxinas y exotoxinas hidroliticas, las cuales son factores de
virulencia de este patdégeno. Posee resistencia intrinseca a una amplia variedad de
agentes antimicrobianos lo que favorece su resistencia en ambientes
intrahospitalarios. Se encuentra distribuido en aguas, suelo y plantas, sin

embargo, rara vez forma parte de la flora normal del humano (1,2,3).

Epidemiologia.

A pesar de los factores de virulencia mencionados, P. aeruginosa, sigue siendo un
patdgeno oportunista que necesita que las defensas del huésped estén
comprometidas para causar infeccidn. En las personas sanas, la infeccion suele
asociarse con situaciones que alteran o superan la proteccion representada por la
epidermis (quemaduras, heridas punzantes, uso de agujas contaminadas en
adictos usuarios de drogas intravenosas, traumatismos oculares causados por
lentes de contacto, entre otros) con el resultado de infecciones en la piel, los

huesos, el corazon o los ojos. En los pacientes con fibrosis quistica, este patégeno



tiene predileccion por las vias respiratorias, ocasionando compromiso grave y
frecuentemente la muerte (3,4). Se calcula que de las infecciones nosocomiales
(IN), las infecciones por P. aeruginosa constituyen alrededor del 5%,
encontrandose de manera predominante en salas de Cuidados Intensivos, donde
del 5-10% de los pacientes que ingresan adquieren una IN; quiréfanos, areas de
quemados y de inmunocomprometidos (pacientes oncoldgicos en quimioterapia,
SIDA, etc.) (5).

En el Hospital General CMN La Raza, durante el 2010 se encontré que P.
aeruginosa fue el agente etiolégico en 12.8% (96 casos), de las infecciones
nosocomiales (IN) (4); 7.8% mayor que lo reportado en el Hospital de Infectologia
del mismo centro durante el 2006 (5), localizandose en ambos hospitales en los
servicios criticos como las unidades de cuidados intensivos, cirugia, transplantes
(4,6); ademas de presentarse en infecciones diversas de pacientes
inmunocomprometidos, asi como los no hospitalizados, los cuales han tenido

contacto con medicamentos como fluoroquinolonas (7).

Factores de Riesgo.

Dentro de los factores de riesgo reportados para la adquisicion de una infeccidn
por P. aeruginosa potencialmente mortal se encuentran: tratamiento inicial
empirico inadecuado o] tratamientos prolongados, pacientes
inmunocomprometidos con una cuenta de neutrdfilos totales menor de 200/ml,
comorbilidades como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), el
antecedente de ventilacion mecanica, hemodialisis, fibrobroncoscopia, fracturas de
fémur con prétesis articular, enfermedades de gravedad como sepsis y neumonia,

asi como aumento en la puntuacion de gravedad APACHE Il (7,8,9,10,11).



Mecanismos de Resistencia a Antibidticos.

Sumado a las caracteristicas intrinsecas de P. aeruginosa hacia diferentes
antibidticos, ésta tiene la capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia
hacia nuevos farmacos a los que previamente tenia susceptibilidad, mediante
mutaciones o adquisicion de nuevos genes. Dentro de los que se encuentran:
escasa permeabilidad de la membrana externa por pérdida de porinas OprD
transmembranales; presencia de bombas de expulsion, sobre todo MexAB-OprM,
con capacidad de expulsar antibidticos B-lactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos, fluoroquinolonas, sulfonamidas y trimetoprim, asi como resistencia a
imipenem y escaso efecto de meropenem; modificacion del sitio de union al
antibiético, modificacion de rutas metabdlicas internas; produccion de (-
lactamasas cromosomales del tipo AmpC con la consecuente disminucion de la
susceptibilidad a penicilinas y cefalosporinas. Las [B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), son otro tipo de enzimas que también hidrolizan el anillo B-
lactamico, sin embargo su codificacidn radica principalmente en genes transferidos
por plasmidos, siendo las mas frecuentes la PSE-1 (que confiere franca
resistencia a ceftazidima pero que pierde su poder al adicionar clavulanato) y
PSE-4. Otras BLEE como TEM, SHV y OXA generan resistencia a
monobactamicos, penicilinas y cefalosporinas, pero no a los carbapenemicos; y
enzimas que hidrolizan los carbapenémicos como imipenem y meropenem, sin
afectar el aztreonam, llamadas carbapenemasas, las cuales son motivo del
presente estudio. Aunque es dificil encontrar todos los mecanismos presentes en
una sola cepa, no es imposible, ya que se han observado combinaciones de éstos
en cepas de P. aeruginosa multidrogorresistentes (PAMDR),
(12,13,14,15,16,17,18,19).

Betalactamasas tipo carbapenemasas.
Las carbapenemasas son enzimas que hidrolizan todos los antibidticos
betalactamicos como peniclinas, cefalosporinas y a los carbapenémicos. Para ser

activadas necesitan de un idbn metalico o de un grupo serina (20).



Segun la clasificacion de Amblert, se pueden estructurar en tres grupos: clase A
(grupo 2f de Bush-Jacoby-Medeiros —BJM-), dependientes de serina e inhibidas
parcialmente por acido clavulanico, inducibles, no transferibles; clase B (grupo 3
de BJM), dependientes de zinc, inhibidas por EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético) llamadas metalo-B-lactamasas, esencialmente las
enzimas del grupo 3a de BJM poseen un amplio espectro de actividad, el grupo 3b
tiene avidez preferencial por los carbapenemes y el grupo 3c tiene actividad pobre
ante los carbapenemicos, todas inducibles o asociadas a plasmidos conjugativos;
y clase C, oxacilinasas, las cuales han sido caracterizadas principalmente en
Acinetobacter baumanni (Tabla 1), (20, 21, 22).

Tabla 1. Clasificacion de p-lactamasas.

Clasificacion de BUSH-JACOBY- | Clasificacion de | Caracteristicas funcionales.

MEDEYROS, 1995 AMBLER, 1989.

Grupo Subgrupos. Clase Molecular

funcional.

1. C. Las enzimas cromosomicas y plasmidales confieren resistencia a

los B-lactamicos, excepto a los carbapenémicos. Ellas no son

inhibidas por acido clavulanico.

2. A,D. La gran mayoria de las enzimas son inhibidas por &cido
clavulanico.
2 a. A. Penicilinasa producida por Sthaphylococcus spp. y Enterococcus

spp. confieren un alto nivel de resistencia a la penicilina.

2b. A. B-lactamasas de espectro reducido en bacterias Gram-negativas.
Incluye TEM-1y SHV-1.

2 be. A. B-lactamasas de espectro extendido, confieren resistencia a las

cefalosporina de amplio espectro y monobactamas.

2 br. A. B-lactamasas derivados de la enzima TEM resistente a los
inhibidores de p-lactamasas (IRT)

2c. A. Enzimas que hidrolizan carbencilina.

2d. D. Enzimas que hidrolizan la cloxacilina (oxacilina), poco inhibidas por

acido clavulanico.

2e. A. Cefalosporinasas inhibidas por acido clavulanico.

3 3a,3b,3c. B. Metalo- B-lactamasas que confieren resistencia a los
carbapenémicos y todos los demas B-lactamicos, con la excepcion

de los monobactamas. Ellas no son inhibidas por acido clavulanico.

4 ND. Enzimas no secuenciadas y que no son incluidas en otros grupos.




Metalo-B-lactamasas (M-BLs).

La primera metalo-B-lactamasa fue aislada en Japon en 1991 y se encontré que
estaba codificada por un gen presente en un plasmido de P. aeruginosa y para
1996 estaba diseminada por todo ese pais. Posteriormente, aparecieron en el
Continente Europeo, siendo de los primeros paises donde se identificé Italia y
Espafa; en Latinoamérica se han detectado en Brasil, Argentina, Venezuela,
Uruguay, Costa Rica y México (22, 23, 24).

La deteccion de metalo-B-lactamasas por los diferentes métodos tanto fenotipicos
como genotipicos a nivel mundial ha ido en aumento, su busqueda ha sido
motivada por el incremento de las resistencias mostradas a través de las distintas
técnicas de sensibilidad y en la respuesta clinica de los pacientes.

Asi, desde el descubrimiento de estas enzimas, diferentes ensayos se han
realizado en varios paises para su deteccion, identificandose una tendencia
cronoldgica de presentacion a la alza. En un estudio en Noruega y Suecia que
abarco desde el ano 1999 al 2007, se detectaron solo 13 aislamientos de P.
aeruginosa con produccién de metalo-B-lactamasas en un periodo de 8 afos.(28)
En Espafa en el 2004 se obtuvieron 133 cepas procedentes de aislamientos
clinicos, de las cuales 4 fueron productores de metalo-pB-lactamasas, detectandose
genes tipo VIM (21). En este mismo pais, a finales del 2007, de 236 aislamientos,
solo uno fue productor de la enzima, identificandose el gen blaVIM-2 en
plasmidos. (30) En Colombia 2007 se ha detectado que aproximadamente el
11.5% de las Pseudomonas son resistentes a carbapenémicos (32). Hacia el
2008, en Venezuela, de 9 cepas de aislamientos clinicos de P. aeruginosa MDR,
se demostré que el 100% eran productoras de metalo-B-lactamasas, siendo la
totalidad de la familia VIM. (24) Esta incidencia se ha incrementado a lo largo de
los anos, incluyendo nuevas variantes de los genes ya conocidos, asi, en Grecia
en el 2009 de 29 aislamientos, 14 fueron productores de metalo-p-lactamasas, de
los cuales 13 se asociaron con una variante del gen blaVIM-2 llamado blaVIM-17 y
solo 1 a blaVIM-2. (27) Mientras que hay territorios en los que el aislamiento de
cepas productoras de MBL es todavia algo excepcional, en otros es ya un

problema endémico de proporciones enormes. Entre estos ultimos, atendiendo a



los datos disponibles, quiza sea Brasil uno de los ejemplos mas extremos. Segun
muestran los datos del estudio SENTRY, cerca de la mitad de las cepas de P.
aeruginosa aisladas de los hospitales brasilefios son resistentes al imipenem,
siendo casi la mitad de ellas productoras de MBL, hecho alarmante considerando
la migracién de sudamericanos y centroamericanos a los Estados Unidos y su
paso inminente por nuestro pais. (23) Cifras preocupantes son las de algunos
estudios, donde afirman que aproximadamente el 30% del total de P. aeruginosa
son productoras de ML (20).

En México, la deteccion de MBL es algo inusual, sin embargo se ha reportado
resistencia de 58 y 60% de los aislamientos a imipenem y meropenem
respectivamente, por lo que la presencia de estas enzimas podria justificar dicha
resistencia y la busqueda intencionada de las mismas otorgaria una herramienta
prondstica y terapéutica al clinico en el momento del hallazgo, asi como
posteriormente, la elaboracion de programas que permitan prevenir brotes
hospitalarios causados por estas clonas y la transmisidon de este peligroso

mecanismo de resistencia. (15)

Las metalo-B-lactamasas, incluidas en el grupo B de Ambler y 3a de BJM, son
transferibles, puesto que su gran mayoria se encuentran en genes o casetes
localizados principalmente en integrones tipo 1 y, en algunas ocasiones, se
encuentran en plasmidos o transposones. Habitualmente, estas enzimas estan
asociadas con otros genes de resistencia ubicados en los mismos elementos
genéticos, lo cual les permite ser resistentes a varios antibioticos (22).

Las M-BLs quimicamente son hidrolasas, formadas por subdominios, cada uno
separado por una a hoja y un par de hélices que caen hacia el exterior de cada
una de ellas. Cada subdominio esta dividido en dos sectores, el primer subdominio
esta formado por los sectores 1y 2, el primer sector es muy conservado y esta
tipificado por una a hoja que contiene un aspartato terminal. Este aspartato
participa en la estabilizaciéon de las cargas positivas entre los dos sectores. El
segundo sector es el mas caracteristico de la familia de las metaloenzimas, con

actividad glioxilasa alfa-lactamasa: este sector tiene una estructura HxHxDH,



donde la primea H corresponde a un aspartato que se mantiene invariable entre
todos los miembros activos de esta familia; la segunda H es remplazada por
residuos acidicos en varios miembros de las flavoproteinas; mientras que la
tercera H es remplazada por la arginina en las a-lactamasas tipicas, en este
segundo sector se encuentra el sitio activo en el cual se produce la reaccion de
hidrolisis, formado por el  zinc, estabilizado por dos histidinas y fuertemente
protegidas por una estructura muy conservada de aspartato. El segundo
subdominio esta formado por los sectores 3 y 4, el sector 3 se caracteriza por la
presencia de una histidina, la cual actua como ligando coordinador del zinc,
sosteniéndolo en el sitio activo. El sector 4 es muy parecido al sector 3, presenta
una histidina unida, asociada a un nitrégeno terminal, la histidina protege al sitio
activo, con actividad a-lactamasa, ademas de interaccionar con cargas negativas

del sustrato (Figura 1).

Ademas de metalo-B-lactamasas que escinden el
enlace amida del anillo B-lactamico, la superfamilia

de metalo-B-lactamasa incluye enzimas que

hidrolizan tiol-éster, fosfodiéster y enlaces éster

Figura 1. Modelo tridimensional de MBL sulfurico, asi como oxidoreductasas. La mayoria de

los 6.000 miembros de esta superfamilia de los cinco motivos conservados. Todos
ellos presentan una affa a veces, similar a la encontrada en la estructura de zinc
B-lactamasas. Muchos miembros de esta superfamilia estan involucrados en la
maduracién del ARNm y la reparacién del ADN. Este hecho sugiere la hipétesis de
que metalo-B-lactamasas pueden ser el resultado de la evolucion divergente a
partir de una proteina ancestral que no tenia una actividad B-lactamasa. (25)

Con base a la secuencia de aminoacidos, las M-BLs se clasifican en cuatro
familias: IMP, VIM, SPM y GIM. La familia IMP fue encontrada por primera vez en
Japén, en un aislamiento de S. maltophila y hasta la fecha se han descrito 18
variantes. Habitualmente son reportadas en P. aeruginosa y Serratia sp. Las M-

BLs pertenecientes a la familia IMP se distinguen por presentar altos niveles de



resistencia a imipenem y la hidrélisis de meropenem es mayor en presencia de
IMP. (26)

La M-BLs tipo VIM fue descrita por primera vez en 1999 en Europa, esta familia se
ha detectado en P. aeruginosa y Acinetobacter sp.; posteriormente la variante
VIM-2 fue descrita en Corea en aislamientos de Serratia marcescens y
Acinetobacter sp., a partir de esto se han descrito cinco variantes mas: VIM-3 que
se describe por primera vez en Taiwan en aislamientos de P. putida y P. stutzeri,
VIM-4 en P. aeruginosa, VIM-5 identificada en Grecia en K. pneumoniae; y
recientemente , VIM-6 encontrada en E.coli y VIM-7 encontrada en P. aeruginosa
en Estados Unidos. Hasta el momento se han descrito 34 variantes VIM. La
diseminacion de esta familia en Latinoamérica fue posterior a los hallazgos
encontrados en Europa y Este de Asia. (26,27)

El grupo SPM demuestra un perfil de hidrdlisis Unico, ya que mantiene una cinética
constante ante la presencia de betalactamicos, e inhibidores de betalactamasas.
Hasta el momento se describen dos variantes: SPM-1 y SPM-2, éstas difieren del
grupo IMP y VIM por presentar un intervalo de hidrdlisis mayor, ante la presencia
de penicilina y ampicilina, ademas de exhibir una catalisis disminuida para
carbencilinas; asi mismo, el grupo SPM es capaz de hidrolizar ticarcilina. (26)

Por su parte GIM-1, fue encontrada en un brote intrahospitalario causado por P.
aeruginosa en un hospital de Alemania. Esta familia presenta una relacién
estrecha con la variante IMP-1, mostrando un 40% de identidad con la secuencia
de aminoacidos de IMP-1. GIM-1 al igual que IMP-1, hidroliza preferentemente
ampicilina y penicilina, comparado con carbencilinas vy ticarcilina; sin embargo a
diferencia de IMP-1, GIM-1 presenta una actividad enzimatica mayor en presencia
de cefoxitina y cefalotina, ademas de mostrar una elevada afinidad catalitica para
imipenem y meropenem. (26)

La presencia de M-BLs es diferente en cada region del mundo, asociandose en
gran medida al uso indiscriminado de antibiéticos o tratamientos iniciales
inadecuados; sin embargo en paises donde el uso farmacolégico de antibidticos
de amplio espectro es racional, como Noruega y Suecia, se ha visto un aumento

de la deteccion de M-BLs, atribuyéndose esto, en parte a su importacion clonal



internacional, sin dejar de lado la responsabilidad del equipo de salud en cuanto a
medidas de higiene. (28,29) Siendo causante de brotes en Espana. (30) En
algunas poblaciones susceptibles, como en grupos con Fibrosis Quistica y
quemados, se han publicado brotes de una sola clona en Inglaterra y Estados
Unidos. (31) En Latinoamérica su deteccion ha sido menor probablemente al coste
de los estudios de tamizaje y biologia molecular; sin embargo, actualmente se han
reportado brotes en Centro y Sudamérica, lo que ha causado gran interés en la

deteccion de estas enzimas en pacientes con factores de riesgo. (32)

Deteccion de M-fBLs.

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en
inglés), no tiene al momento ningun procedimiento estandarizado para deteccion
de M-BLs, sin embargo algunos autores han descrito técnicas que pueden facilitar

la deteccion de estas enzimas por laboratorio:

E-test para la deteccion de M-fLs.

Utilizando una tira de E-Test impregnada en un extremo con imipenem en el otro
extremo con imipenem-EDTA. Se sigue el mismo procedimiento estandarizado por
CLSI para la técnica de difusién en disco. Esta prueba tiene algunas limitaciones
porque no detecta MBLs de todos los miembros de la familia de las
Enterobacteriaceae y puede dar falsos positivos en P. aeruginosa y A. baumannii.
Una reduccion de la CIM =3 diluciones en presencia de EDTA es interpretado
como sugestivo de produccion de MBLs. La presencia de una zona fantasma entre
los dos gradientes 6 deformacién en la elipse de imipenem es también
considerado indicativo de presencia de MBLs. Este método ha sido ampliamente
utilizado, sin embargo se han reportado incongruencias del fenotipo con el
genotipo, lo que deja a decision del clinico utilizar este método como unico, por lo
que se recomienda su caracterizacion mediante técnicas de biologia molecular.
(33, 34, 35, 36)
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Prueba de Sinergismo.

Teniendo en cuenta la capacidad de los quelantes para interactuar con el Zn del
sitio activo, muchos ensayos fenotipicos han sido empleados en la deteccion de
MBLs; sin embargo ningun método ha sido lo suficientemente estandarizado.

Esta técnica se basa en el método de difusion en disco, se realiza una suspension
de la bacteria sobre el Agar Mueller Hinton, se colocan dos discos de imipenem y
dos de meropenem de 10upg, se adiciona EDTA sobre uno de los disco de
imipenem y de meropenem. La presencia de una zona sinérgica de inhibicién o
agrandamiento de diametro en el halo de inhibicion del disco del antibiotico hacia
el disco con inhibidores es considerada positiva. Las pruebas que involucran
varios agentes quelantes como EDTA y MPA han tenido una buena sensibilidad
debido a que los quelantes son inhibidores especificos de MBLs; no siempre un
solo agente quelante puede no inhibir todas las MPLs en ciertos patogenos,
haciendo necesario el uso de una mezcla de quelantes para una confiable
deteccion. Esta técnica ha sido validada con P. aeruginosa y Acinetobacter spp,
mientras que es mas limitada para Enterobacterias y bacterias Gram negativas.
(33, 34, 37)

Deteccion Molecular de MBLs.

Las pruebas fenotipicas nos permiten determinar la presencia de carbapenemasas
tipo metaloenzimas, para establecer que familia de carbapenemasas clase B que
posee el aislamiento es necesario utilizar PCR. Actualmente existen ensayos de
PCR multiplex que nos permiten la deteccion de blaVIM y blaIMP que son las
familias mas frecuentemente encontradas, sin embargo se pueden evaluar las
otras familias a través de PCR simple. Se utilizan iniciadores de amplificacién para
los genes codificantes de MpLs como IMP, VIM, SPM, GIM y SIM.(38)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

P. aeruginosa se ha colocado como uno de los principales patdégenos
multidrogorresistentes dentro de las IN, oportunistas y pacientes multitratados en
los hospitales de tercer nivel. En el hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza” del Centro Medico Nacional La Raza, en donde un 90% de la poblacién
derechohabiente es pediatrica, y que cuenta con especialidades como:
Hematologia, Oncologia, Neumologia, Unidades de Cuidados Intensivos asi como
unidad de Trasplantes y Cirugia Cardiotoracica; en las diversas muestras enviadas
al laboratorio de microbiologia, provenientes de estos pacientes, se han detectado
P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii multidrogorresistente. Esto debido a la
gran variedad de mecanismos de resistencia a antibiéticos; relacionados al uso
indiscriminado de antibioticos, motivo por el cual en mayo del 2010, en México,
posterior a la epidemia de influenza A (AH1N1), de conformidad con lo dispuesto
en los articulos 31 y 32 del Reglamento de Insumos para la Salud, se establecio
que la dispensacion de antibiéticos debe llevarse a cabo unica y exclusivamente
con la exhibicion de receta médica extendida por los profesionales de la salud
autorizados. Asi mismo, la presion selectiva ambiental, realizada por antisépticos y
desinfectantes, ha generado una supervivencia en los microrganismos, que los
capacita para evadir con eficiencia la accion bactericida de algunos agentes; lo
que ha provocado una disminucion de la sensibilidad a gran cantidad de
antibidticos, incluidos los carbapenémicos, los cuales son usados como anti-
pseudomonales de ultima linea para infecciones severas. La produccion de las
metalo-p-lactamasas se ha relacionado de manera directa con dicha resistencia,
sin embargo, éste mecanismo aun no es reportado por los métodos
convencionales de identificacion automatizados, por lo que el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), desarrollé una técnica manual para
evidenciarlas de manera fenotipica mediante sensidiscos. Ademas, estudios a
nivel mundial consideran la PCR como el método de elecciéon para demostrar la

presencia de los genes responsables de la codificacidon de éstas enzimas.
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Debido a que es un grave problema cuando el paciente tiene P. aeruginosa
implicada en su patologia, es de suma importancia la orientacion del laboratorio de
Microbiologia con respecto a los mecanismos de resistencia presentes en este tipo
de cepas multidrogorresistentes, siendo uno de los mas importantes la produccion
de metalo-B-lactamasas por lo que se requiere investigar si estas clonas de
Pseudomonas tienen dicho mecanismo, aportando con esto la orientacion
terapéutica oportuna para el médico tratante, lo cual se vera reflejado en una
diminucion en los dias de tratamiento, asi como en la estancia intrahospitalaria;

evitando la aparicion de brotes causados por estos microrganismos.

JUSTIFICACION.

En la mayoria de los hospitales, uno de los microorganismos mas comunes es P.
aeruginosa, que presenta un marcado incremento en la resistencia a los
antimicrobianos, convirtiéndose en un problema grave de salud por su relacion con
las infecciones nosocomiales. En los servicios de UCI, oncohematologia, por
mencionar algunos, donde los pacientes permanecen internados durante largos
periodos de tiempo, sujetandose a maniobras invasivas, tratamientos
inmunosupresores, antineoplasicos, con multiples esquemas antimicrobianos y
que desarrollan una infeccidn causada por P. aeruginosa, se ha observado una
baja respuesta a los tratamientos con antipseudomonales, incluso a
carbapenémicos, los cuales se utilizan como ultimo recurso en las infecciones
severas. Para explicar la causa del dificil manejo de este microorganismo, se han
estudiado los posibles mecanismos que hacen mas complejo su tratamiento,
encontrando una relacion con la produccion de la enzima metalo-B-lactamasa.

En el Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico
Nacional la Raza, durante el afio 2010 Pseudomonas aeruginosa se encontrd
como agente etiolégico de 96 casos de infecciones nosocomiales, siendo
responsable del 17% de las muertes; dando como resultado una alta tasa de
morbimortalidad y costos excesivos. Es de vital importancia identificar la presencia

de este mecanismo de resistencia en las muestras provenientes de aislamientos
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clinicos de pacientes de este hospital, recibidas en el laboratorio de microbiologia;
para evitar el uso indiscriminado de los antibidticos, establecer medidas que
disminuyan su diseminacion, asi como otorgar una terapéutica oportuna y eficaz;
lo cual se vera reflejado en una disminucion en los costos y mejor calidad de la

atencion.

OBJETIVO GENERAL.

Identificar y determinar mediante técnicas fenotipicas y genotipicas las metalo-f3-
lactamasas involucradas en la resistencia a antibiéticos en cepas de P. aeruginosa
multidrogorresistentes aisladas en el Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez

Garza” del Centro Médico Nacional “La Raza” durante el periodo 2011-2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Obtener y seleccionar aislamientos clinicos de P. aeruginosa
multidrogorresistentes.
2. Determinar fenotipicamente en qué aislamientos clinicos la
resistencia a antibidticos [p-lactamicos estd mediada por metalo-B-
lactamasas.
3. Identificar la presencia de los genes blaVIM, blaIMP, blaGIM, blaSMP

que codifican para las metalo-B-lactamasas.

HIPOTESIS.

La multidrogoresistencia de las cepas de Pseudomonas aeruginosa obtenidas de
los aislamientos clinicos del Hospital General “Dr Gaudencio Gonzalez Garza” del

CMN La Raza podria ser debida a la presencia de metalo-B-lactamasas.
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CRITERIOS DE SELECCION.

a)

INCLUSION. Cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras biolégicas con

resistencia

o sensibilidad

imipenem, ertapenem, meropenem o doripenem.

intermedia a carbapenémicos,

EXCLUSION. Cepas de P. aeruginosa con antibiograma incompleto.

incluyendo

ELIMINACION. Muerte de la cepa. Pérdida de las caracteristicas de

resistencia posterior a conservacion. Contaminacién por otros agentes.

Tabla 2. VARIABLES.

Variable Interrelacion. Definicion Conceptual Definicion Escala de Indicador Unidad de
Operacional Medicion Medicion
P. aeruginosa Independiente. Cepa que es capaz de | Susceptibilidad Cualitativa Sensible.
multidrogorresistente. multiplicarse en presencia de | menor a 1o | Ordinal. Intermedio. Intermedio.
concentraciones mayores que las | estipulado por el Resistente. Resistente.
alcanzadas con dosis terapéuticas | CLSI para cada
para mas de 3 grupos de | uno de los
antibiodticos. agentes
antimicrobianos
contenidos en el
antibiograma
descrito en el
inserto de
manufactura del
equipo Vitek 2
(Biomerieux)
Genes codificantes de metalo- | Dependiente. Secuencia de nucledtidos de | Amplificacion de | Cualitativa blavIiM, Presente o
B-lactamasas. DNA que codifican para la | los genes en | dicotomica. blaIMP, ausente.
enzima metal-p-lactamasa. estudio y blaGIM,
blaviM, blaIMP, blaGIM, reglones blaSMP
blaSMP blavIM,  blalMP,  blaGIM, | conservadas
blaSMP mediante PCR.
P. aeruginosa resistente a Dependiente. Cepa que precise mas de 4 pg/ml | Susceptibilidad Cualitativa CMI pg/ml Sensible.
carbapenemes. de  imipenem, meropenem, | menor a lo | ordinal. R>16 Intermedio.
ertapenem o doripenem para | estipulado por el I 8 Resistente.
inhibir su crecimiento. CLSI para S <4
imipenem,
meropenem,
ertapenem,
doripenem
descritos en el
inserto de
manufactura del
equipo Vitek 2
(Biomerieux) y
segun inserto de
E-test
Doripenem
(Biomerieux)
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MATERIAL Y METODOS.

Estudio transversal, descriptivo, analitico.

Material. Bibliografia impresa y electronica. Cepas procedentes de aislamientos
clinicos de pacientes hospitalizados en e Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional “La Raza”. Sistema de identificacion
bacteriana y antibiograma Vitek-2 (BioMérieux®), Medios de cultivo: Agar Mueller-
Hinton, Soya Tripticaseina, MacConkey, Cetrimida, Luria, Pseudomonas, caldo
Soya Tripticasina, Luria, LB-Glicerol. Kits con los que se realizé pruebas de
Oxidasa y Tincion de Gram (Becton Dickinson ®). Tiras E-test-Doripenem vy
MBL/EDTA (BioMérieux®). Disco de deteccion de enzimas p-lactamasas
(BioRad®), Kits de extraccion de ADN (ZimoResearch™). Iniciadores especificos
de los genes blalMP, blaVIM, blaSPM, blaGIM y blaSIM. Sistema de electroforesis

y fotodocumentador con transiluminador de luz UV. Lap-top.

Métodos.

1. Obtencion de cepas. Se recuperaron cepas procedentes de aislamientos
clinicos (ej: urocultivo, expectoracion, lavado bronquial, hemocultivo, punta
de catéter, biopsias, entre otros) las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio de microbiologia del Hospital General CMN “La Raza”, que
durante su analisis se identificaron por medio del equipo Vitek 2
(Biomeieux®) como P. aeruginosa y el antibiograma mostrd resistencia a

carbapenémicos y a dos grupos mas de antibiéticos.

2. Aplicacion de E-test Doripenem (Biomerieux®). Se realizar6 una
suspension de la colonia en agua destilada, ajustando la turbidez al
estandar 0.5 McFarland y utilizando agar Muller Hilton (Biomerieux®), se
sembré de manera homogénea con un hisopo estéril en toda la superficie
del agar y se dejo secar. Posteriormente se colocd la tira o “epsilémetro” en
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el medio del agar y se incub6 en una estufa a 37°C durante 18 h. Se leyo la
CIM, donde la elipse del crecimiento microbiano intercepté la escala de

concentracion de la tira.

. Siembra en Caldo de Soya Tripticaseina (CST). Se coloco el in6culo
tomado directamente del agar inicial de recuperacién en un tubo con 4 ml
de CST formulado segun los criterios del fabricante (AMRESCO®), en
agitacion a 37°C durante 24 h y se observo desarrollo en base a la turbidez

del medio.

. Conservacion en LB-Glicerol. Se coloco el contenido del tubo con CST en

tubos ependorff de 1.5 ml previamente rotulados y se centrifugé a 13,000
rom durante 6 minutos, decantandose el sobrenadante; el proceso se repitid
hasta agotar la totalidad del medio contenido en el tubo de CST inicial. Se
colocd 1 ml de LB-Glicerol (ver preparacion en anexo 1), el botéon o pellet se
desprendio del fondo del tubo mediante golpecillos gentiles para

posteriormente homogeneizarlo y colocarlo a -70°C.

. Pruebas de identificacion y vitalidad post-congelacion. Se extrajeron los
viales y se descongelaron lentamente en hielo, homogeneizandolos

suavemente para sembrar las cepas en:

a) Agar Luria. Preparado previamente de acuerdo a indicaciones del
fabricante (Invitrogen®) y cumpliendo con los criterios del CLSI. Se
tomd con un asa calibrada de 10 pl el indculo del vial y se sembré
mediante estria cruzada. Se incubé a 37°C durante 24 h, posterior
esto, se realizé lectura del desarrollo obtenido y descripcion de
morfologia colonial.

b) Agar Cetrimida. Se realizd medio de cultivo segun fabricante
(BioRad®). Posterior al crecimiento en agar Luria se procedié a

tomar una colonia de este con un asa calibrada a 10 pl y se sembré
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en agar cetrimida mediante estria cruzada. Se incubé a 37°C durante
24 h, posterior estas se realizd lectura del desarrollo obtenido,
descripcion de morfologia colonial y evidencia de produccion de
pioscianina observando el color verde caracteristico.

Agar MacConkey. Se preparé medio de cultivo segun disposiciones
del fabricante (DIBICO®). De la misma forma que el anterior,
posterior al crecimiento en agar Luria se procedi6 a tomar una
colonia de este con un asa calibrada a 10 ul y se sembré en el agar
mediante estria cruzada. Se incubé a 37°C durante 24 h,
posteriormente se realizo lectura del desarrollo obtenido, descripcion
de morfologia colonial y la conservacion de las caracteristicas
fisicas del medio que otorga el sefialamiento de un microrganismo no
fermentador.

Caldo de Soya Tripticaseina (CST) 4°C. Con un asa calibrada a 10 pl
se tomd una colonia del desarrollo obtenido de agar luria y se
introdujo en los 3 ml de CST contenidos en el tubo, colocandolo
inmediatamente de su siembra en hielo para su posterior
refrigeracion a 4°C durante 24 h; su crecimiento posterior, se evaluo
segun la turbidez del medio; su desarrollo a esta temperatura fué
indicador de P. aeruginosa.

Tincion de Gram. Se realizd segun inserto del Kit de Bio-Rad®.
Posteriormente se observara al microscopio electrénico con el
objetivo 100x determinado la caracteristica de Bacilo Gram Negativo.
Prueba de Oxidasa. Se realizd prueba segun inserto de la casa
comercial Becton Dickinson®. Se determind la produccion de
oxidasa caracteristico de la especie, tomando como positivo la
aparicion de un tinte azul marino a purpura en el papel filtro

impregnado del reactivo en combinacion con la cepa.

Para todos los medios de cultivos mencionados, se colocdé un control

negativo.
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6. Siembra en Caldo de Soya Tripticaseina (CST). Se colocd el indculo
tomado directamente del agar cetrimida en un tubo con 10 ml de CST
formulado segun los criterios del fabricante, en agitacion a 37°C durante 24

h. y se observo desarrollo en base a la turbidez del medio.

7. Conservaciéon en LB-Glicerol. Se colocé el contenido del tubo con CST en
tubos ependorff de 1.5 ml previamente rotulados y se centrifugara a 13,000
rom durante 6 minutos y se decantd el sobrenadante; el proceso se repitid
hasta agotar la totalidad del medio contenido en el tubo. Se colocé 1 ml de
LB-Glicerol preparado segun casa comercial, el botéon o pellet se
desprendi6 del fondo del tubo mediante golpecillos gentiles para

posteriormente homogeneizar y colocar a -70°C.

8. Deteccion de p-lactamasas (Discos Cefinase Becton Dickinson®).
Utilizando un dispensador para un solo disco, se tomaron el numero
necesario de discos a utilizar y se colocaron en una caja de Petri estéril.
Posteriormente se humedecieron los discos con solucion inyectable estéril.
Con el asa estéril, se colocd una o varias colonias en el disco. Se observé
cambio de color. Se interpreté como positivo un cambio de color de amarillo

a rojo en el area donde se aplicé el cultivo.

9. Deteccidén de metalo-B-lactamasas mediante E-test. Se emulsionaron varias
colonias bien aisladas procedentes de un cultivo fresco (AST) en solucion
salina estéril. Utilizada dicha suspensién antes de los 15 minutos de su
preparacion. Se realizd prueba de turbidez segun escala de McFarland con
nefeldmetro. Posteriormente se sumergid un hisopo de algodén estéril y se
presioné contra las paredes del tubo para eliminar el exceso de liquido. Se
sembré completa y uniformemente la superficie en el agar Mueller Hinton

(Biomerieux®) en tres direcciones. Las tiras se aplicaron sobre el agar con
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la CMI hacia arriba y las siglas del antibiético hacia el borde externo de la
placa, utilizando pinzas Kelly sin dientes estériles. Comprobando que toda
la tira esté en contacto con el agar. Se incubaron en posicién invertida a
37°C en condiciones de aerobiosis durante 18 horas. Para la interpretacién,
se redondearon los valores intermedios proporcionados por el E-test a la
dilucién doble seriada inmediatamente superior. Un cociente entre las CMI
de la misma tira mayor o igual a 8, un halo “fantasma” o una deformacién

de la elipse indica posible produccion de metalo-p-lactamasas.
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Imagen 2. E-test-MBL (Biomerieux®). A. Epsilometro. B. Halo de
inhibicién, indicativo de presencia de metalo-p-lactamasas.

Tabla 3. Ejemplos de valores de referencia para deteccién de metalo-f-

lactamasas.
Imipenem. CMI | Imipenem + Cociente Interpretacion.
EDTA. CMI (IP/IP1)

4 0.25 16 MBL Positivo.

>8 0.032 >250 MBL Positivo.

2 0.032 63 MBL Positivo.

2 >2 <1 MBL Negativo.

<0.125 <0.032 3.9 MBL Negativo.

>8 >2 >/=4 MBL
Indeterminada.

10.Extraccién de DNA. Mediante el kit de extraccion Zimo Research™ y sus

especificaciones, las cuales fueron modificadas debido a las caracteristicas
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particulares de las cepas (ver anexo 1). Se realiz6é la extraccion de DNA

total y plasmidico, para su posterior almacenamiento a -20°C.

11.Se corroboro integridad del DNA mediante PCR convencional, utilizando

iniciadores Ay B 16S y realizando electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Imagen 3. Electroforesis. Evaluacion de la integridad del DNA.

12.Concentracion y pureza de DNA. Se realizé mediante el aparato Synergy I
BioTeck Gene 5™, herramienta take 3, siguiendo las disposiciones del

fabricante.

13.PCR. Para la realizacion de la reaccién en cadena de la polimerasa, se
tomaron de estudios previos la secuencia de oligonucledtidos especificos,
asi como los programas y temperaturas para su amplificacion.

La mezcla maestra realizada para una muestra fue la siguiente:

Reactivo. Cantidad.

Aguatipol. 17 L
Regulador 10x . 2.5 L
dNTPs 2mM 2.5 uL
MgCl2 0.75 L
Iniciador A 30 pmol/ uL ... 0.5 uL
Iniciador B 30 pmol/ uL ... 0.5 uL
Tag 0.25 uL
DNA 1.0 uL
Volumen Total. .. 25 uL
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Tabla 4. Secuencia especifica de iniciadores y tamafo esperado del

amplificado.
Iniciadores. Secuencia A. Secuencia B. Tamano del
amplificado

blaIMP 5-GAAGGYGTTTATGTTCATAC-3’ 5-GTAMGTTTCAAGAGTGATGC-3’ 586 pb.
Pifout D.D vy
cols
blaVIM 5-GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3’ 5"-AATGCGCAGCACCAGGATAB-3 381 pb.
Pifout D.D 'y
cols
blaSPM 5-CCTACAATCTAACGCGCACC-3 5-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3 648 pb.
Castanheira vy
cols.
blaGIM 5-AGAACCTTGACCGAACGCAG-3’ 5-ACTCATGACTCCTCACGAGG-3’ 748 pb
Castanheira y
cols.
blaSIM 5-TACAAGGGATTCGGCATCG-3" 5-TAATGGCCTGTTCCCATGTG 570 pb.
Lee K. y cols.

Programas:

blaIMP. blavViM

37°C 10 minutos. 37°C 10 minutos.

94°C 5 minutos. 94°C 5 minutos.

. 30 ciclos. . .

94°C 1 minutos. 94°C 1 minuto. 30 ciclos.

54°C 1 minutos. 55°C 1 minuto.

72°C 90 segundos 72°C 90 segundos

4°C 0 4°C L

blaSPM. 95°C 5 minutos.

95°C 5 minutos. 95°C 1 minuto.

95°C 1 minutos- 40°C 1 minuto. ¢ 30 ciclos.

40°C 1 minutos. > 30 ciclos. 68°C 1 minuto.

68°C 1 minuto. 68°C 5 minutos.

68°C 1 minuto. 4°C )

4°C L

blaGIM.
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blaSIM

95°C
95°C
40°C
68°C
68°C
4°C

5 minutos.

1 minuto.
1 minuto.} 30 ciclos.
1 minuto.

1 minuto.

0

Posterior a amplificacién, se colocaron los productos de la PCR a 4°C en hielo y

para su conservacion a -20°C.

14.

15.

16.

Electroforesis. Se preparé gel de agarosa al 1.5% (1.5 g de agarosa/100ml de
amortiguador TBE 0.5%). Se tomé 3 pL de densificante y se homogeneiz6 con
3 pL de la muestra, colocando toda la mezcla en cada uno de los pocillos del
gel. Aplicando un voltaje de 100mV durante 20 minutos. Se utiliz6 marcador de
peso molecular marca Roche® de 19 a 1114 pares de bases, colocando 2uL
y anadiéndole 2 uL de densificante, asi como marcador de 1Kb marca

Fermentas™, 4uL.

Revelado. Se sumergio el gel en TBE/Bromuro de etidio durante 15 minutos y

se procedid a su visualizaciéon en transiluminador de luz UV.

Los resultados obtenidos se ingresaron a sistema SPSS para su recoleccion y

analisis.

RECURSOS.

Personal Humano. Quimicos del Laboratorio Central del Departamento de

Microbiologia del Hospital General CMN La Raza. Residente de Patologia Clinica.

Investigadores asociados del Departamento del Microbiologia de la Escuela

25



Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional, los cuales

llevaran a cabo la capacitacion en técnicas de biologia molecular.

FACTIBILIDAD.

De acuerdo a lo observado, dentro del laboratorio de microbiologia, se obtienen
con regularidad cepas de P. aeruginosa multirresistente, de diferentes
especimenes y servicios de procedencia, por lo que el numero de muestras a
analizar se considera significativo.

El laboratorio de microbiologia cuenta con los analizadores automatizados, medios
de cultivo, dispositivos para determinaciéon de sensibilidad y equipo de biologia
molecular, los cuales son financiados por el presupuesto destinado al laboratorio

clinico del hospital.

RESULTADOS.

Se recolectaron un total de 63 muestras, de las cuales 12 se encontraron
contaminadas con otro germen (K. neumonie y E. coli), 10 de estas fueron
reaisladas obteniendo cultivos puros para su ingreso al estudio. Dos no tuvieron
desarrollo en CST por lo que se excluyeron. Cuatro cultivos presentaron doble
morfologia colonial, siendo identificadas ambas colonias como P. aeruginosa
multidrogorresistente por medio del sistema Vitek 2 (Biomerieux®), por lo que

continuaron en el estudio como cepas independientes.

Se obtuvieron un total de 56 cepas procedentes de los siguientes aislamientos
clinicos: urocultivo, herida quirurgica, secrecién bronquial, lavado bronquial,
hemocultivo, expectoracion, punta de catéter, exudado faringeo, biopsia y otros.
Siendo la mayor proporcion secreciones bronquiales con un 44.6%, el servicio con
mayor cantidad fue neumologia/Terapia respiratora con 51.8%. El 100% de las
cepas fueron bacilos gram negativos, 98.2% no fermentadores, 100% oxidasa

positivos, 46.4% pioscianina positivos, 17.9 piomelanina positivos y el re
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sto no desarrollo pigmento. Solo el 60.7% present6 desarrollo a 4°C en CST y

finalmente 7.1% cultivos desarrollaron doble morfologia colonial.

La presencia fenotipica de p-lactamasas se encontré en 96.43% de las cepas.

Fenotipicamente se observo la presencia de metalo-p-lactamasas en un 7.1%, sin
embargo 32.1% tuvo resultado “indeterminado”, ya que el cociente de
imipenem/imipenem+EDTA no permitidé clasificarlo como negativo, pero tampoco

alcanz¢ el valor para ser positivo, es decir se obtuvo =/> a 4 pero <8.

De manera genotipica, el valor fue mayor, alcanzando hasta un 17.9%, siendo en
mayor proporcion positivas a blaSPM (7.1%) y seguida en igual cantidad a blaVIM
y blaGIM (5.4%).

De las 10 cepas positivas genotipicamente, el 70% el servicio de procedencia fue
neumologia/Terapia respiratoria, el 40% tuvo expresion fenotipica de la enzima,
20% fue indeterminada y 40% no se expresd. 70% corresponden a muestras
procedentes de las vias respiratorias (secrecién bronquial, lavado bronquial y

expectoracion), 20% a biopsias y 10% a urocultivo.

Dos de las cepas positivas, fueron aisladas de un mismo cultivo, sin embargo con

morfologia colonial diferente (A y B).

GRAFICOS Y TABLAS.

Tabla 5.

Servicio. Frecuencia. Porcentaje.
Medicina interna 3 5.4%

UTIP 3 5.4%
Neumologia/UTR 29 51.8%
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Cirugia general. 4 7.1
UCl 7 12.5%
Terapia postquirurgica 2 3.6%
Genética. 1 1.8%
Hematologia. 3 5.4%
Urgencias. 3 5.4%
Nefropediatria. 1 1.8%
Total. 56 100%

SERMICIO

Figura 4. Porcentaje de cepas por servicio.

Tabla 6. Tipo de aislamientos clinicos de las cepas estudiadas.

Origen. Frecuencia. Porcentaje.
Otras. 3 5.4 %
Urocultivo. 6 10.7 %
Herida quirurgica 1 1.8 %
Secrecion Bronquial. 25 44.6 %
Lavado Bronquial. 6 10.7 %
Hemocultivo. 2 3.6 %
Expectoracion. 5 8.9 %

27




Punta de catéter. 2 3.6 %
Exudado faringeo. 1 1.8 %
Biopsia. 5 8.9 %
Total. 56 100%
o
ggfc?asm'n Bronquial.
e
B Expectoracidn
s
Figura 5. Aislamientos clinicos.
Pruebas bioquimicas.
Tabla 7. Tincién de Gram.
Gram Frecuencia. Porcentaje.
Bacilo Gram negativo. 56 100%
Total 56 100%
Tabla 8. Fermentacion.
Fermentacion. (MK) Frecuencia. Porcentaje.
No fermentador. 55 98.2%
Sin desarrollo. 1 1.8%
Total. 56 100%

*MK: Agar Mac Conkey.
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Tabla 9. Produccion de pigmento.

Pigmento. (Agar | Frecuencia. Porcentaje.
cetrimida)

Negativo. 19 33.9%
Pioscianina. 26 46.4%
Piomelanina. 10 17.9%

Sin desarrollo. 1 1.8%
Total. 56 100%

Figura 6. Pigmento. A. Distribucion de la produccion del pigmento. B.

CETRIMIDA_24_H

Ejemplo de pioverdina y piomelanina.

Tabla 10. Desarrollo a 4°C en CST.

Desarrollo a 4°C Frecuencia. Porcentaje.
Sin desarrollo. 22 39.3%
Con desarrollo. 34 60.7%
Total. 56 100%

*CST. Caldo Soya Tripticasa.
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Desarrolloa 4°C

¥ Sin desarrollo. = Con desarrollo.

Figura 7. Desarrollo a 4°C en CST.

Tabla 11. Prueba oxidasa.

Oxidasa. Frecuencia. Porcentaje.
Positiva. 56 100%
Total. 56 100%

Morfologia colonial. Se observaron 3 tipos de morfologia colonial, desarrolladas en
AST posterior a 18 horas de incubacion:
1) Colonia tipo A. Pequefias, redondas, planas, humedas, confluentes y
pardas.
2) Colonia tipo B. Grandes, redondas, elevadas, blancas, bien delimitadas,
brillantes.
3) Colonia tipo 1. Pequenas, secas, planas, confluentes.

Tabla 12. Morfologia colonial.

) eretgi coloint Colonia. Frecuencia. Porcentaje.
o A 51 91.1%
B 4 7.1%
: o Uno. 1 1.8%
Total 56 100%

8
TIPO_DBE_EBLONIA

Figura 8. Morfologia colonial.
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Deteccion de p-lactamasas.

Tabla 13. B-lactamasas.

B-lactamasas Frecuencia Porcentaje.
Positiva 54 96.43%
Negativa 2 3.57%
Total. 56 100%

Deteccion de B-lactamasas.

Porcentaje. r

M Positiva ™ Negativa

_ |

P

A

Figura 9. p-lactamasas. A. Porcentaje y frecuencia de p-lactamasas. B.

ejemplo de prueba positiva de p-lactamasa.

Deteccion de metalo-p-lactamasas, mediante E-test (Biomerieux®)

Tabla 14. Deteccion fenotipica de metalo-p-lactamasas.

Metalo-p-lactamasas Frecuencia. Porcentaje.
Negativo. 34 60.7%
Positivo. 4 7.1%
Indeterminado. 18 32.1%
Total. 56 100%
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Recuento
4

ETEST_MBL

Figura 10. Deteccidén fenotipica de MBLs. A. Distribucion de positivos,

negativos e indeterminados. B. Ejemplo de muestra indeterminada.

Deteccidn genotipica de metalo-p-lactamasas.

Tabla 15. Deteccién genotipica metalo-p-lactamasas.

Gen Positivo. Negativo. Frecuencia | Porcentaje
positivos. | positivos.

blaIMP 0 56 0 0%

blavVIM 3 53 3 5.4%

blaSPM 4 52 4 7.1%

blaGIM 3 53 3 5.4%

blaSIM 0 56 0 0%

Total. 8 56 10 17.9%




blalMP  blaVIM

Positividad de genes.

5. 4096
Porcentaje positivos.
B Negativo.

blasPM  blaGIM blasIM

positivos.

Tabla 16. Relacion fenotipica, genotipica y origen.

Figura 11. Porcentaje de genes

Cepa. E-test-MBL Gen Positivo. Origen.
41i + blaVIM Biopsia.
54i + blaSPM Secrecion

bronquial.
63i - blaGIM Expectoracion.

59070 Indeterminado. blaGIM Lavado

bronquial.

60155 Indeterminado. blaGIM Lavado

bronquial.
70658 A - blaSPM Secrecion
bronquial.
70658 B - blaSPM Secrecion
bronquial.
70958 A - blaSPM Secrecion
bronquial.
91784 A + blaVIM Urocultivo.
92024 + blavIM Biopsia.
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DISCUSION.

Durante el 2005, en México se reportd que hasta un 86% de las cepas estudiadas,
eran multidrogorresistes, de las cuales, Pseudomonas aeruginosa fue el cuarto
lugar, por lo que conocer los mecanismos que otorgan esta resistencia es de vital
importancia. La produccion de metalo-B-lactamasas, capaces de hidrolizar los
carbapenémicos, ha tenido una amplia distribucién en todo el mundo cobrando
cada dia mas importancia, debido a que los genes codificantes de estas son
facilmente transferibles inter e intraespecie a través de plasmidos, por lo que la
capacidad antibiotica de muchos medicamentos se veria comprometida; sin
embargo, dichos genes cuentan con una distribucion geografica aun caracteristica
que permite evaluar su diseminacion mundial y el riesgo que esto confiere. Asi,
blaIMP es el mayormente identificado en los estudios efectuados hasta ahora; en
Europa y sudamérica blaVIM, en Brasil blaSPM y en Europa del Norte y Alemania
blaGIM.

Durante este estudio, se encontré que el 17.9% de las cepas incluidas en el
estudio cuentan con alguno de los genes implicados en la codificacion de metalo-
B-lactamasas, mayor de lo reportado en paises de Sudamerica como Colombia y
Argentina, no asi en Venezuela donde un estudio reporté el 100% de cepas
productoras de metalo-B-lactamasas en 9 muestras e identificandose blaVIM como
gen codificante o Brasil con un 55.6% y positivos a blaSPM; Paises como Francia
y Grecia han reportado la incidencia de esta enzima de un 2 hasta un 45% siendo
identificado blaVIM en primer lugar, seguido de blalMP.

Asi México se encuentra en una posicion media y muy similar a paises asiaticos
como Korea, en el cual se reporta hasta un 17%. De forma interesante, en las
cepas de nuestro estudio no se encontr6 blalIMP en ninguna muestra y
posicionandose en primer lugar blaSPM (7.1%), seguido de blaGIM con 5.4% (el
cual hasta ahora no estaba identificado en latinoamérica) y blaVIM en la misma
magnitud. Sin embargo solo 7.1% expresan la enzima de manera franca, por otro
lado, existe un 32.1% de las cepas que no puedieron catalogarse como positivos o
negativos,de manera fenotipica, ya que el resultado obtenido se encuentra entre

los valores intermedios, identificandose entonces como indeterminados; aunado a
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esto, este estudio, no incluyé integrones por lo que estas enzimas pudiesen estar
subdiagnésticadas fgenotipicamente.

blaGIM tuvo un comportamiento insual al amplificar en 21 cepas (37.5%)
productos de diferentes tamafnos moleculares, descartdndose estos a
contaminacion, alteraciones en los equipos o al personal, por lo que deberan ser
secuenciadas para su correcta interpretacion.

Este estudio pretende dar una idea mas clara acerca de los mecanismos de
resistencia presentes en nuestro hopital, para auxiliar al médico en la eleccién de

un tratamiento eficaz, asi como las codiciones para evitar su propagacion.
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IMP

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

S E P b LG s

Figura 12. IMP. Se observa marcador
de peso molecular 1KB con control
positivo (Pa16 586pb). Todas las
muestras resultaron negativas.

VIM.

Figura 13. VIM. Presencia de banda
representativa de positividad blaVIM
(381pb) y marcador de peso molecular
1kb.

SPM.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
€ Ruber™ 1 kb DNA Ladder

it

Ij.‘l

Figura 14. SPM. Se
observa vanda
representativa de
positividad blaSPM
(648pb) y marcador
molecular de 1kb.

SIM.

Figura 15. SIM. Se observa
marcador molecular de 19-1114 pb,
sin presencia de positividad en
ninguna de las muestras.

GIM.

Figura 16. GIM. Se observan amplificados de
diferentes pesos moleculares para blaGIM.
Tres muestras con bandas representativas de
positividad de aproximadamente 748pb y
marcador molecular de 19-1114pb.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov.

2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012
ACTIVIDAD

Elaboracion de X b X

protocolo.

Revision de X X X

Protocolo.

Recabar cepas. X X X

Conservacion  de X X X

cepas.

Inscripcion a X
Programa de
Titulacion

Oportuna UNAM

Realizacion de X X
pruebas de
vitalidad y

bioquimicas.

Extraccion de X X
DNA

Realizacion de X X
PCR

Analisis X X

estadistico.

Presentacion  de X
resultados

preliminares.

Presentacion de X

examen de

titulacion.




ANEXOS.

1) Preparacién de LB-Glicerol.

Férmula:
60% de caldo Luria.

40% de glicerol estéril.

Caldo Luria (1 litro):

Triptona. | —emmemmememee- 10g
Extracto de levadura. 5g
NaCl. | memmmmmme 10g
Agua destilada. | -—-——--mm—- 1000ml.
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2) Técnica de extracciéon de DNA modificada del Kit Zimo Research™.

Posterior a desarrollo en 3 ml de CST se procede:

1.

w

7.
8.
9.

Centrifugar a 13,000 rpm por 6 minutos hasta agotar la totalidad del
medio.

Decantar y conservar unicamente el boton o pellet.

Agregar 4 volumenes de amortiguador de Lysis (ej. 400ml:100ml)
Mezclar en vértex hasta que la suspensidon se vea totalmente
transparente.

Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Colocar las columnas dentro de los tubos colectores sin tocar las
paredes.

Pasar toda la mezcla (muestra/amortiguador) a la columna.

Centrifugar durante 1 minuto a 10,000 rpm.

Desechar el tubo colector y pasar la columna a un nuevo tubo colector.

10.Agregar 200 ml de la solucion de prelavado.

11.Centrifugar 1 min 10,000 rpm.

12. Adicionar 500 ml de la solucién de lavado de DNA.
13.Centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm.

14.Colocar la columna en tubos ependorff previamente rotulados.
15.Colocar 50 pyL o mas de diluyente o agua tipo | en la columna.
16.Dejar incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
17.Centrifugar a pulsos cortos a 13,000 rpm durante 30 seg.
18.Desechar la columna.
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