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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es una bacilo oportunista Gram negativo, , se asocia a
cuadros clinicos, como neumonia asociada a ventilacion mecanica, infecciones en
piel y musculo esquelético, meningitis, otitis, conjuntivitis, infecciones de vias

urinarias (IVU) y septicemia, e incluso puede llevar hasta la muerte.

La prevalencia del microorganismo es del 13% en Infecciones Asociadas a
Atencion a la Salud (IAAS); estas infecciones se caracterizan por presentarse
después de 48 h del ingreso del paciente. Las IAAS representan un problema de
suma importancia clinica, ya que aumenta la morbilidad y la mortalidad, ademas
del tiempo de estancia del paciente en el hospital. Actualmente los aislados
clinicos han adquirido resistencia a los antimicrobianos a través de diferentes

mecanismos, lo que dificulta el tratamiento.

La enzimas b-lactamasas son un mecanismo de resistencia, hidrolizan
antibioticos betalactamicos algunos ejemplos son: penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenemes. son un mecanismo de resistencia; estan codificadas por diferentes
genes como:

GES-5, PER-1 y CTX-M-2. Otro tipo de enzimas son las transferasas, que
modifican el antibidtico para que pierda su efectividad como CrpP que adiciona un

grupo fosfato en el carbono 6 de las quinolonas.
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1. Generalidades y Taxonomia sobre Pseudomonas aeruginosa.

El género Pseudomonas spp. Esta compuesto por bacilos Gram negativos,
moviles y aerobios estrictos, algunos de los cuales producen pigmentos
hidrosolubles. Abarca una amplia distribucion en el suelo, agua, plantas y
animales. P. aeruginosa a menudo esta presente en pequefas cantidades en la

microbiota intestinal normal y en la piel del ser humano.

La clasificacion taxonomica del género se basa en la homologia de rRNA/DNA y

en las caracteristicas microbiolégicas comunes. [1,3]

Tabla 1. Taxonomia de Pseudomonas aeruginosa
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonales
Familia Pseudomonacea
Género Pseudomonas
Especie Pseudomonas aeruginosa

Tomado y modificado de [3]

La bacteria se distribuye ampliamente en la naturaleza; como en suelo,
compuestos organicos en descomposicion, vegetacion y agua, se encuentra en el
ambiente hospitalario, esta presente en medios humedos en los hospitales y

causa enfermedades en personas inmunodeficientes. [1, 2,3]

P.aeruginosa no es exigente nutricionalmente, puede emplear diferentes
compuestos organicos como fuente de carbono y nitrégeno, y algunas cepas

crecen en agua destilada empleando oligonutrientes. [2]



1.1Diagnéstico microbiolégico

1.1.1 Fisiologia
El metabolismo del microorganismo es oxidativo, sin embargo, pueden crecer de
forma anaerobia utilizando nitratos o arginina como aceptor alternativo de

electrones. [2]

1.1.2 Identificacién y cultivo

Pseudomonas aeruginosa es un aerobio obligado que se desarrolla facilmente en
varios medios de cultivo, con un olor caracteristico a “mixtamal". La forma de las
colonias es redonda y lisa producen pigmentos como: pioverdina (fluoresceina) y
piocianina en agar cetrimida o Mueller Hinton (MHI). Algunas cepas producen
otros pigmentos la piorrubina y la piomelanina. En gelosa sangre al 5%, se puede
apreciar una 3-hemdlisis total y la consistencia de las colonias es mucoide por la

capsula de polisacarido. [1,2]

P. aeruginosa crece a una temperatura de 37 a 42 °C; el crecimiento a 42 °C y la
produccion de piocianina la distinguen de otras especies de Pseudomonas del
grupo fluorescente. La presencia de citocromo oxidasa (oxidasa positiva) la
distingue de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos no

fermentadores como: Stenotrophomonas. [1,2]

Figura 1.1.2.1 Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

productora de piocianica en agar cetrimida, tomada de: [1]




Figura 1.1.2.2 Tincién de Gram de Pseudomonas aeruginosa,

vista a 100 x tomada de: [1]

1.1.3 Métodos de Identificacion automatizados

Los métodos de identificacion automatizados, en su mayoria esta basada en las
pruebas bioquimicas convencionales, solo que en vez de ser tubos grandes, se
han miniaturizado en formatos que permiten aumentar el numero de pruebas y
eventualmente automatizar la lectura de los resultados.Dependiendo de las
reacciones de cada microorganismo frente a diferentes sustratos, se obtiene un
perfil bioquimico, que al ser comparados con perfiles conocidos, permite la

identificacion. [3]

Tabla 1.1.3. Sistemas para identificacién para pruebas bioquimicas.

Metodologia de Kit/ Equipos Automati | Tiempo

identificacion bioquimica convencionales zado que
demora

Observacion visual de turbidez | Paneles Api, Crystal, [ No 15-24 hrs

0 cambio de pH, por utilizacion | baterias

de diversos sustratos convencionales

Deteccion de cambios de pH Tarjetas Vitek, Si 8-12hrs

por utilizacion de Hidratos de Phoenix, Microscan
carbono, actividad enzimatica, [ tradicionales,
patrones de resistencia Sensititre

Deteccion fluorométrica o MicroScan Rapid Si 2-4hrs
colorimétrica de liberacion de panels, BD Phoenix,
productos cromogénicos por Vitek, Trek diagnostic
reaccion de enzimas Systems
preformadas

Tomado y modificado de [4]



1.1.4 Métodos de identificacion molecular

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfolégicas
y/o fenotipicas del aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de
la especie tipo, hacen que los métodos fenotipicos realizen la identificacion mas

probable y no definitiva [5].

ARN 16S (rr)

Es un polirribonucledtido codificado por el gen rrs o ADN ribosomal ARNr 16S
(ADN 16S) incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. De distribucién
universal, componente critico en la funcion celular, el ARNr 16S actua como un
crondmetro molecular al presentar un alto grado de conservacién. La secuencia
del gen ARNr 16S presenta de forma aproximada 1.500 pb. Este tamafo
proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para diferenciar y establecer

medidas estadisticas validas.

16S - 23S ARNr
Espacio intergénico del 16S-23S ARNr (ITS)%. Estas ITS se presentan en un

numero variable en funcién del numero de operones ARNr o alelos rrs.

23S ARN
Es un meétodo auxiliar, que se utiliza cuando no se obtienen resultados

concluyentes por el medio de la fraccién 16S .

RpoB (subunidad 8 de la ARN polimerasa).
La ARN polimerasa (RNAp) es una enzima imprescindible en el proceso de

transcripcion y constituye la diana final de las diferentes rutas que controlan la

expresion génica en los organismos vivos.

GyrB (subunidad 3 de la ADN girasa)
Es el gen codificante de la subunidad B de la ADN girasa o topoisomerasa Il y esta

implicado en la replicacion del ADN bacteriano. De distribucion universal, la


https://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-articulo-metodos-identificacion-bacteriana-el-laboratorio-S0213005X11001571#bib0020

presencia en monocopia de gyrB permite la discriminacién e identificacion de
especies fuertemente relacionadas pertenecientes a los géneros Aeromonas,
Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, y también enterobacterias, micobacterias y

bacterias acido lacticas,

1.2. Patogenia
Los factores de virulencia de P.aeruginosa, incluyen toxinas, enzimas vy
componentes estructurales. [2] La descripcion de los factores de virulencia se

describe en el cuadro 1.2.

Cuadro 1.2: Factores de virulencia y su funcién

Tipo Factor de virulencia Efecto bioldgico

Adhesinas | Fimbrias Favorecen la adherencia a las células
epiteliales del hospedador.

Elastasas (serina | Degradan la elastina, ocasionando dafo
Engi proteasa y [ en los tejidos que lo contienen. Inhiben
nzimas metaloproteasa de zinc) | los componentes del complemento e
inhiben la quimiotaxis y funcion de los
neutrofilos.
Proteasa alcalina Interviene en la destruccion tisular e
interfiere en la respuesta inmune vy
participa en la diseminacion de P.
aeruginosa.
Enzimas
Fosfolipasa C Hemolisina termolabil que degrada los

lipidos y la lectina, de modo que facilita
la destruccion tisular.

Tomado y modificado de: [2,6 y 7]
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Cuadro 1.2: Factores de virulencia y su funcién

Tipo Factor de virulencia Efecto bioldgico

Exotoxina A (ETA) Altera la sintesis de proteina al inhibir la
elongacion de la cadena peptidica en las
células eucariotas.

Toxinas

Exoenzimas Sy T. Ocasiona dafio tisular al ser introducida
en la célula favorece la diseminacion y
necrosis.

Piocianina Cataliza la produccion de superoxido vy
peroxido de hidrégeno, estimula la
liberacion de IL-8, lo que potencia la
quimiotaxis de neutrofilos produciendo

. inflamacion.
Pigmentos

Pioverdina (Sideréforo) | Regula la secrecidon de otros factores de
virulencia.

Piorrubina Pigmento derivado de la fenazina, que
ocasiona hemodalisis.

Piomelanina Pigmento sintetizado a partir de tirosina,
que tiene actividad lecitinasa vy
neuraminidasa.

Tomado y modificado de: [2,6 y 7]

2. Epidemiologia
P. aeruginosa es principalmente un microorganismo patdégeno oportunista
intrahospitalario [1,2,8]. En los ultimos afos aumentd la resistencia a

antimicrobianos incrementando la mortalidad [8,9].
Entre los pacientes con riesgo de desarrollar infecciones por P. aeruginosa estan

los pacientes neutropénicos y los inmunodeprimidos, los pacientes con fibrosis

quistica, quemados y aquellos que reciben antibioticos de alto espectro (1). A

11



nivel nacional P.aeruginosa tiene una resistencia a carbapenemes y quinolonas

gue genera una preocupacion en neumonia asociada a ventilacion.[8]

En Estados Unidos se reporta un 7.5% de prevalencia en IAAS, mientras que en
la Unién Europea se reportd con una frecuencia de 11.2 % y en México la
prevalencia fue de 13% en 2011, posteriormente en 2013 disminuyd en
hospitales de tercer nivel a 11.8 % . En Espafia su frecuencia fue de 10 % en
2016. La resistecia a carbapenémicos es de 25 %, [9]La alta frecuencia puede
deberse a que en México se tiene el mayor consumo de antibioticos registrado en
Latinoamérica, lo cual favorece la seleccion de bacterias mas resistentes en los

hospitales [8].

En febrero de 2019 se notific6 un brote de infecciones de herida quirdrgica
causada por Pseudomonas resistente a antibiéticos carbapenémicos, productora
de una metalo-betalactamasa codificada en integron descrito por primera vez en
Verona, Italia (VIM-CRPA) en 20 pacientes (16 confirmados y 4 sospechosos) de
nueve estados de los Estados Unidos que habian sido sometidos a cirugia
bariatrica en un hospital de Tijuana, México. De los 20 casos, dos fueron
notificados retrospectivamente y correspondian a pacientes cuyas muestras se
tomaron en 2015 y 2017; mientras que en los 18 casos restantes, las muestras se
tomaron entre septiembre de 2018 y enero de 2019. En 17 casos en que la
informacion sobre edad y sexo estaba disponible, 14 (82%) eran mujeres con
edades comprendidas entre 29 y 62 afios [10]. Las cepas que se han encontrado
diseminadas internacionalmente, conocidos como clones de alto riesgo en cepas
MDR/XDR son ST111, ST175y ST253. [11]

3. Enfermedades relacionadas

P. aeruginosa produce infeccion en heridas y quemaduras y origina pus de color
verde azulado; meningitis, cuando se introduce por puncion lumbar; e infecciones
urinarias complicadas por el uso de catéteres (sonda de Foley) e instrumentos o

soluciones de irrigacion. La neumonia esta relacionada al uso de ventilador [2].

12



Cuadro 3: Enfermedades asociadas a P. aeruginosa

Enfermedad Definicién Factores de riesgo
Infecciones Comprende desde irritacion | Fibrosis quistica
pulmonares leve de los bronquios hasta

necrosis en  parénquima

pulmonar

Neutropenia

Enfermedades

pulmonares cronicas

Infecciones primarias | Infecciones oportunistas de | Quemaduras
de piel heridas existentes hasta ,
Acné

infecciones localizadas de

los foliculos pilosos | Depilacion

asociadas a inmersion.
Infecciones de vias |IVU, complicadas con orina [ Sondas urinarias
urinarias (IVU) color azul-verdosa. permanentes.

Exposicion de antibiéticos

de amplio espectro

Infecciones del oido

Comprenden desde una
irritacion  leve del oido
externo hasta la destruccion
invasiva de los huesos

craneales adyacentes

Nadadores

Conjuntivitis

Infecciones por alguna lesién
leve que produce ulceras

corneales.

Nadador

Tomado y modificado de: [2 y 9]
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Cuadro 3: enfermedades que provoca P. aeruginosa

Enfermedad Definicién Factores de riesgo

Bacteriemia Diseminacion de las | Neutropenia

bacterias desde un sitio de Diabetes Mellitus

infeccion  primario  hasta

otros érganos y tejidos. Quemaduras extensas

Neoplasias

hematoldgicas

Tomado y modificado de:[ 2 y 7]

4. Mecanismos de resistencia

P. aeruginosa se caracteriza por una resistencia a varios antibibticos,
especialmente a cefalosporinas de espectro extendido, debido a la produccion de
R lactamasas inducibles de diferentes clases codificadas en el genoforo bacteriano
y la produccion constitutiva (MexAB - OprM) e inducible de bombas de expulsién.
También P.aeruginosa es resistente por mutaciones y se clasifican como
multidrogorresistentes  (MDR), extremo drogo resistentes (XDR) vy
pandrogorresistentes (PDR) [12,13].

La resistencia se clasifica como naturales (intrinsecos ) y adquiridos (extrinsecos).
la resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma especie
bacteriana y es un mecanismo permanente, determinado genéticamente, y sin
correlacion con la dosis del medicamento. La resistencia adquirida es una
caracteristica propia de una especie bacteriana, que por naturaleza es sensible,
pero ha sido modificado genéticamente, yas e por mutacién o por adquisicién de

genes de resistencia (plasmidos, transposones, integrones). [13]

14



Los mecanismos de resistencia se clasifican en 3 de acuerdo a su funcion:

- Inactivacion del antibidtico: Es un procesos molecular caracterizado por la
expresion de enzimas que van a realizar dicha funcion.

- Alteraciones del sitio blanco del antibiético:Se modifican sitios especificos
de la célula bacteriana .

- Alteracion de las barreras de permeabilidad: Este mecanismo se debe al
cambio en los receptores bacterianos especificos para los antimicrobianos
0 por alteraciones estructurales en los componentes de la pared celular o
la membrana, que influyen en la permeabilidad, asi como la pérdida de la

capacidad de transporte activo[13]

Cuadro 4 Ejemplo de los mecanismos de resistencia segun su modo de

accioén
Mecanismo de resistencia Antibiéticos Genes
B-lactamasas Hidrolizan el anillo | Betalactamicos TEM, SHYV,
(enzimas) betalactamico. como CTM-X, IMP,
zl cefalosporinas, VIM, SMP ,0XA,
penicilinas, AmpC
carbapenemes, etc.
Bombas de | Transportan Betalactamicos, MexAB, MexXY,
eflujo activamente los | Quinolonas, MexEF.
antibioticos para que | Aminoglucosidos,
salgan de la célula Tetraciclinas.
Reduccion  de | Reducen la | Betalactamicos, OprD, OprM,
permeabilidad | expresidon de porinas, [ Quinolonas, OprN.
impidiendo que el [ Aminoglucésidos,
antibidtico ingrese Tetraciclinas.

Tomado y modificado de: [14.15,16]
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Cuadro 4. Ejemplo de los mecanismos de resistencia segun su modo de

accion
Mecanismo de resistencia Antibiéticos Genes
Modificacién y | Modifican de | Aminoglucdsidos PRP
proteccion  de | configuracion del ,
"t e s .| Fenicoles

objetivos sitio diana por medio
de enzimas Quinolonas

Mutaciones Modificacion por | Polimixinas Pmr-AB,
mutaciones . PhoPQ), PorRS.

Quinolonas

Tomado y modificado de: [14.15,16]

4.1 Clasificacion de B-lactamasas

La clasificacion de las (-lactamasas es estructural y funcional: Ambler clasificd

las B-lactamasas segun el peso molecular, espectro y grado de homologia en

secuencias de aminoacidos; mientras que Bush se basd en caracteristicas

bioquimicas, fisicas, espectro de hidrdlisis y de inhibicién [17].

Cuadro 4.1 Clasificacion de beta-lactamasas

Clasificacion

Clasificacion

Caracteristicas

de Ambler de Bush

Clase A Grupo Il Denominadas como BLEEs (b-lactamasas de
expectro extendido) ,penicilasas
Inhibidas por acido clavulanico

Clase B Grupo Il Metalobetalactamasa, cefalosporinasa y
carbapenemasa.

Inhibidas por EDTA

Tomado y modificado de:[14, 15, 16, 17]
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Cuadro 4.1 Clasificacion de beta-lactamasas

Clasificacion | Clasificacion | Caracteristicas
de Ambler de Bush

Clase C Grupo | Cefalosporinasas cromosomicas

Inhibidas por aztreonam

Clase D Grupo IV Oxacilina

Inhibidas por cloruros

Tomado y modificado de:[14, 15, 16, 17]

4. 2 Clasificacion de resistencia a antimicrobianos en bacterias

Las definiciones del fenotipo de resistencia son para uso de salud publica y para
uso epidemiolégico. Se utiliza la definicion de la categoria ‘Resistente’ (R) en lugar
de ‘no sensible’ para evitar que la definicion de MDR, XDR y PDR por los
laboratorios clinicos sea confusa debido al analisis adicional de los datos de
“resistencia intermedia”. Esto significa que se incluiran para su categorizacion solo
los antibidticos a los que, segun el punto de corte, los patdgenos analizados sean
resistentes

MDR: no sensible al menos a un agente en tres o0 mas categorias antimicrobianas.
XDR: no sensible al menos a un agente en todas las categorias excepto en una o
dos de ellas (es decir, los aislamientos bacterianos siguen siendo sensibles solo a
una o dos categorias).

PDR: no sensible a todos los agentes en todas las categorias antimicrobianas. [18]

17



5. Genes de resistencia

5.1 GES-5:

“Guyana Extended Spectrum”.

A nivel mundial se han descrito nueve Betalactamasas de espectro extendido de
tipo GES en diversas especies bacterianas patégenas, incluyendo P. aeruginosa y

varios miembros de la familia Enterobacteriaceae.[19]

El gen GES-5 forma parte de la region variable de un integrén de clase 1.. En
comparaciéon con GES-1, se observa un resto serina en GES-5 en la posicién 170
de Ambler (region loop-loop de la proteina madura),el cual, aumenta la capacidad
de hidrdlisis, afectando también a carbapenémicos. Es susceptible a inhibidores
de betalactamasas[19,20]. Un estudio “Southern bloting” reveld que el gen se

localiza en el gendforo bacteriano. [21]

Este gen se encuentra distribuido en Sudafrica, Puerto Rico, China, Brasil, Espana.
En México no se han encontrado [15,16].En un estudio realizado por Hishimuna y
colaboradores en hospitales de Japodn, obtenido de cepas de los afios 2012 a
2016, de 1476 aislados de P.aeruginosa resistentes a carbapenémicos, 137
(9.3%) fueron positivos para blaGES-5 . El origen del aislamiento fue el 71 (68.3%)
de vias respiratorias, 22 (21.2%) de IVU, siete (6.7%) de ulceras de cubito y cuatro
(3.8%) de pus. [21]

5.2 PER (“Pseudomonas Extended Resistance”):
PER es una Beta-lactamasa de tipo A segun la clasificacion de Ambler, este gen
se encuentra localizado en un transposon denominado Tn1213 y Tn4176 que

favorece su diseminacion. [22,23] .

Desde 1995, los organismos productores de PER-1 se han difundido en ltalia,
Bélgica, Francia, Espafa, Rumania, Hungria, Serbia, Corea, Japdn, Turquia,
Polonia, Grecia y China. En Europa, el gen bla PER-1 se encuentra principalmente

en P. aeruginosa. La expresion de PER-1 (y la de PER-2) generalmente confiere
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una resistencia clara a los oxiimino-B-lactamicos, especialmente ceftazidima,

ceftibuten y aztreonam [23,24].

5.3 CTX-M-2 (Cefotaxime):

Muchas de estas enzimas han evolucionado a partir de las B-lactamasas de TEM y
SHV, recientemente se ha descrito una gran cantidad de BLEE no relacionadas
con TEM y SHV, como OXA, CTM-X y PER[25]. Estas enzimas son codificadas en
plasmidos, generan resistencia a penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion tales como cefotaxime, ceftriaxona y ceftazidime. Las enzimas
se encuentran principalmente en algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae

entre ellos: Klebsiella pneumoniae y Escherichia coliy en P. aeruginosa.[25, 26]

Se encuentran distribuidas en paises como Brasil, Bolivia e Iran [26]

5.4 CrpP
El plasmido pUM505, aislado de P. aeruginosa, confiere resistencia a
ciprofloxacino (CIP) cuando se transfiere a la cepa P.aeruginosa PAO1. CIP es un

antibiético de la familia de las quinolonas.

El plasmido transporta varios genes adaptativos, como umuD (que codifica un
regulador transcripcional de la respuesta SOS), genes implicados en la virulencia
de Pseudomonas y genes que aumentan la estabilidad del plasmido]. Este gen se

ha encontrado en México.[27]

6. Problemas potenciales por el fracaso de terapia antibiética contra el

microorganismo.
Las bacterias resistentes a los antibiéticos son una carga econdémica y de salud

considerable para el sistema de atencion médica en el mundo, asi como para los

pacientes y sus familias.
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Entre los problemas que representa P. aeruginosa MDR son la adicion de costos
considerables al sistema de salud, la administracién de antibiéticos que son mas
toxicos para el paciente y a su vez, mas costosos. Inclusive se requiere una
estancia hospitalaria mas prolongada (de 6 a 12 dias aproximadamente), mas
visitas al meédico y los pacientes experimentan una mayor incidencia de

discapacidad a largo plazo. [28]

7. Infecciones Asociadas a Atencidn a la Salud (IAAS).

Una infeccion asociada con la atencion a la salud se define como una condicion
localizada o generalizada secundaria a la presencia de un agente infeccioso o su
toxina y que ademas no estaba presente o en un periodo de incubacién al
momento del ingreso hospitalario, que ocurrio 48 a 72 h posterior a su estancia

hospitalaria.[29]

Las IAAS son consecuencia directa de la atencion integral a pacientes
hospitalizados, relacionadas con multiples factores de riesgo; la adquisicion de
patdogenos hospitalarios dependen de las caracteristicas del huésped, el medio
ambiente y el agente (hongos, virus, parasitos, bacterias). Para ello se requiere de
un reservorio (huésped, personal hospitalario, ambiente y fémites); una fuente de
infeccion (medio, pacientes y personal); la transmision que puede ser directa o
indirecta, puede ser a través de aerosoles (tuberculosis pulmonar, varicela o
influenza);un vehiculo comun (soluciones y medicamentos contaminados) y el
contacto (manos del personal, equipo médico contaminado como es el

estetoscopio, la bata, la corbata, etcétera). [29, 30]

Las IAAS representan un problema de gran importancia clinica y epidemiologica
ya que, se incrementan las tasas de morbilidad y mortalidad; el costo social de
anos de vida, asi como de afos de vida saludables perdidos por muerte prematura
o vividos con discapacidades, lo cual se suma al incremento en los dias de

hospitalizacion y del gasto econémico. [30]
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

P. aeruginosa es un microorganismo oportunista que se asocia a Infecciones
Asociadas a Atencion la Salud (IAAS) que incrementan las tasas de mortalidad y

morbilidad.

Las consecuencias de estas infecciones implican el agravamiento del estado del
paciente, lo cual, provoca el prolongamiento de la estancia hospitalaria del
paciente, una discapacidad temporal, e inclusive hasta la muerte; el aumento de
los costos en los hospitales, y la falla terapéutica por la diseminacion de cepas
Multidrogorresistentes  (MDR), Extremodrogorresistentes (XDR) y Pan
Drogorresistente (PDR). El incremento de la resistencia es por transferencia

horizontal de genes entre cepas del mismo género o de géneros diferentes.

Segun la OMS, en México se calcula que 450.000 casos de infeccion se relacionan
con la atencion sanitaria, causando 32 muertes por cada 100.000 habitantes al

afno. El costo anual por IAAS se aproxima a 1,500 millones de pesos.

La importancia de detectar genes que codifican en enzimas que inactivan el
antibiético tales como B - lactamasas de Espectro extendido y transferasas nos
ayuda a tener una mejor vigilancia epidemiolégica para tomar medidas de control
en la dispersién del microorganismo debido al perfil de resistencia y elementos

genéticos moviles que posee.
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HIPOTESIS
La presencia de enzimas que inactivan el antibidtico se presentan en aislados

clinicos de P. aeruginosa resistentes a betalactamicos, fluoroquinolonas vy
aminoglucdsidos por lo que presentaran los genes Plages—s blageg_y blacry po,

blac,»p: 1 de codificacion plasmidica y cromosomal.
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OBJETIVOS:

Objetivo Generales
e Determinar la resistencia genotipicamente de aislados clinicos de

P.aeruginosa provenientes de hospitales de tercer nivel.

Objetivos particulares

e Determinar la frecuencia de los genes bPlaggs—s blapegy blacry o y

blac,,p. en cepas MDR, XDR, PDR de P. aeruginosa proveniente de

aislados clinicos.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Observacional, Prospectivo transversal, comparativo.

Universo de estudio:

e Poblacion: 148 aislados clinicos de P. aeruginosa MDR, XDR y PDR
provenientes de hospitales de tercer nivel (Hospital militar y Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional “La raza”) provenientes de orina,
sangre, LCR u otro tipo de secrecion en un periodo comprendido de 2018-
2019.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

e Aislados clinicos de P. aeruginosa que fueron resistentes a antibioticos
betalactamicos (cefalosporinas, penicilinas, carbapenemes), y

fluoroquinolonas (ciprofloxacino).

Criterios de exclusion:

e Aislados clinicos diferentes a P. aeruginosa
e Aislados clinicos de P. aeruginosa que fueron sensibles a antibidticos
betalactamicos (cefalosporinas, penicilinas, carbapenemes), y

fluoroquinolonas (ciprofloxacino)
Variables:

CMI de antibidticos: Cuantitativa continua.

Presencia de genes: cualitativa nominal.
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Metodologia
1. Diagrama general de trabajo

Aislados cllnicus #| Identificacion | | Pruehas Bioguimicas
de P aeruginosa :

b 1 J:—-—-- i -
t . Antibiograma por Pig————

VITEK

Extraccion de ADMy
plasmidos
i
¥

Mezcla para PCR

¥

PCR para determinar
genes de resistenda

v
Lectura de gel en rayos
v

L i

| Analisis Estadistico |

Figura 1. Diagrama general de trabajo.

2. ldentificacion de cepas.
La identificacion bioquimica de P. aeruginosa fue a través de pruebas bioquimicas
de catalasa (+), oxidasa (+), movilidad, produccion de N2, citrato (+), TSI (A/A) y la

produccion de pigmentos (fluoresceina y piocianina).

La identificacion de género y especie se realizé mediante el sistema automatizado

VITEK 2, asi como las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.
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En la resiembra de las cepas , se utilizo agar BHI (Brain-Heart Infusion), y TSA
(Agar Soya Tripticasa). Para comprobar la pureza de la cepa se sembro por estria
cruzada en 4 cuadrantes. Ya que la cepa esta pura se procedid a sembrar por
estria masiva en una placa para obtener biomasa suficiente para la extraccién de

ADN y plasmidos.

Los aislados clinicos se conservaron en caldo BHI con 10 % de glicerol, a una

temperatura de -2 °C.

3. Identificar el origen de las muestras
El origen de las muestras se encuentra en el reporte de susceptibilidad a los
antimicrobianos, expedido por el sistema VITEK. Se ordenaron conforme a la

clave de la cepa con fines estadisticos.

4. ldentificar el origen de las salas de donde provienen los aislados
clinicos.

El origen de las salas donde provienen los aislados clinicos se encuentra en el

reporte de susceptibilidad a los antimicrobianos, expedido por el sistema VITEK.

Se ordenaron conforme a la clave de la cepa con fines estadisticos,

5. Determinacién de Resistencia
El Antibiograma se realizé en equipo automatizado VITEK 2 por medio de tarjetas
de susceptibilidad que contiene diferentes concentraciones de cada antibidtico,
obteniéndose la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) de manera exacta y

precisa, arrojando el resultado si es Sensible (S), Intermedia(l) o resistente (R)

6. Extraccion de DNA con el método de Tiocianato de Guanidina (TG
La extraccién de ADN se realiz6 mediante el método de Tiocianato de Guanidina
con algunas modificaciones para realizar la extraccion de ADN de P.aeruginosa.

Ver anexo.
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7. Extraccion de plasmidos
la extraccion de plasmidos se realizé mediante el método de lisis alcalina con
algunas modificaciones para realizar la extraccién de plasmidos de P.aeruginosa.

Ver anexo 2.

8. Detecciéon molecular de enzimas que modifican el antibiético.
La deteccion molecular de los genes que codifican para enzimas que modifican el
antibidtico se realiz6 por medio de PCR de punto final. Los iniciadores se
muestran en el cuadro 5 la mezcla de reaccion y las concentraciones de los
reactivos se indican en el cuadro 6. se muestra la mezcla de reaccion y en el
cuadro 7 se muestra el programa de amplificacién se refiere en el cuadro 7, las

condiciones de PCR, fueron estandarizadas.

Cuadro 8.1 Iniciadores para la identificacion de genes

blages s.blapgg 4 blacry » o, blac,,p,

Gen Nombre Secuencia b’ -3’ pb |[Tm [ Referencia
de primer oc

GES-5 | GES-1A ATGCGCTTCATTCACGCAC 846 |58 |[14,15
GES-1B CTATTTGTCCGTGCTCAGG 846 |58 |[14,15

PER PERA ATGAATGTCATTATAAAAGC 925 |52 |[17,18,19

PERD AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 925 |52 |[17,18,19
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Cuadro 8.1 Iniciadores para la identificacion de genes

blaggs s, blapgg_y blacry_y_, blac,yp.

Gen Nombre Secuencia b’ -3’ pb |[Tm [ Referencia

de primer °c

crpP PuM505 CAACATGATGAATTCTACCGGA (123 (70 |7
AAC

PuM505 GAGAAATGAAGCTTGCGTTGTT [123 |62 |7

CTM- | CTXM2 ATGATGACTCAGAGCATTCG 876 |50 |20,21
X.-2

CTXM2 TGGGTTACGATTTTCGCCGC 876 |50 |20,21,

Cuadro 8.2 Mezclas de reaccion para genes GES-5, PER, CTX-M-2 y CrpP

Las cantidades proporcionadas en la tabla establece volumen (yL) que se utilizd

en una reacciéon con un volumen final de 25 ulL, también se indica la

concentracion de cada reactivo.

Reactivo Concentraciéon Volumen (yL) para 1 reaccion
Regulador 10 x 2.5

MgCl> 25 mM 2.0 HL

dNTPs 10 mM 2.0 HL

Forward 64 mM 2.0 4L

Reverse 64 mM 2.0 AL
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Cuadro 8.2 Mezclas de reaccion para genes GES-5, PER,CTX-M-2 y CrpP

Taq polimerasa 5 U/HL 0.2 4L
DNA 0.1 mg/mL 2.0 HL
Agua -- 12.3 HL

Cuadro 8.3. Programas para amplificacion de PCR de genes
Las condiciones de PCR varian con relacion al gen (cuadro 6.3), también se indica

el numero de ciclos que se requiere para la amplificacion

GEN GES-5 CTX-M-2 PER-1 CrpP
Desnaturalizacion 93°c 96 °C 94 °C 95°C
inicial 3 min 5 min 5 min 5 min
Desnaturalizacion 93 °C 96 °C 95 °C 95°C
1 min 1 min 5 min 5 min
Amplificaciéon 58 °C 55°C 55 °C 50 °C
1 min 1 min 1 min 1 min
Terminacion 72 °C 72 °C 72 °C 72 °C
1 min 1 min 1 min 1 min
Ciclos 30 35 40 30

9. Analisis Estadistico:
La prueba de Mann-Whithey se empled para la comparacion de variables

tomando una significancia de p<0.05 con IC 95%.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad/Mes Febrero- Agosto- Octubre - | Diciembre
Marzo Septiembre | Noviembre

Elaboracion de escrito y
metodologia

Aislamiento e
identificacion de
aislados clinicos

Propagacion de
aislados clinicos

Conservacion

Extraccion de ADN

Cuantificacion de ADN

Amplificacion de genes
de resistencia

Electroforesis
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RESULTADOS

1. Clasificacion de Resistencia

En el Hospital Central Militar existe un mayor cantidad de cepas que son
posiblemente PDR con un porcentaje de 65 % mientras que en el hospital CMN La
Raza prevalecen mas las muestras que son XDR con un porcentaje de 60 %. Las
Las propables causas son la inadecuada administracion de antibioticos, lo que
genera una seleccion en bacterias resistentes, la transmision del microorganismo
por la inadecuada higiene de manos y por el uso de ventilador sin ser sanitizado

correctamente.

En ambos hospitales prevalece menos las cepas MDR; en el hospital Central
Militar estan en un porcentaje del 5% y en el Hospital CMN La Raza predomina en

un 17.33 %, como lo muestra el cuadro 1.1 y la grafica 1.1

Cuadro 1.1 Frecuencia de resistencia nivel de resistencia entre Hospital
Central Militar y Hospital General CMN La Raza de aislados clinicos de P.
aeruginosa .

Clasificacion | Hospital Central Militar | Hospital General CMN La Raza

MDR 3171 (5%) 13/77 (17.33%)
XDR 18/71 (30 %) 45/77 (60 %)
Posible PDR 39/71 (65%) 17/77 (22.67 %)
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Grafica 1.1 comparacion de nivel de resistencia entre Hospital Central Militar
y Hospital General CMN La Raza de aislados clinicos de P.aeruginosa .
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2. Origen de las muestras
En el cuadro 2.1 se observa que el tipo de muestra donde hubo un mayor
aislamiento fue en orina en el Hospital General CMN La Raza, mientras que en el
Hospital Central Militar fue el segundo tipo de aislamiento mas frecuente, después
de las muestras extraidas del aparato respiratorio, que en este caso, fue la que
mas prevaleci6. En ambos Hospitales quedan en tercer lugar las muestras
provenientes de torrente sanguineo (hemocultivos) y en menor medida de catéter.
Soélo en el Hospital General CMN La Raza se obtuvieron aislados de biopsia,

liquido cefalorraquideo (LCR) y por ascitis.

32



Cuadro 2.1 Sitios provenientes de aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa del Hospital Central Militar y Hospital General CMN La Raza.

Muestra Hospital Central Militar | Hospital General CMN
La Raza
Aparato Respiratorio 26(36.62%) 6(7.79 %)
Sangre 9(12.68%) 13(16.88%)
Orina 24(33.80%) 33(42.85%)
Herida 7(9.86%) 15(19.48%)
Catéter 1(1.41%) 2(2.59%)
Biopsia 0 4(5.19%)
LCR 0 3(3.90%)
Ascitis 0 1(1.30%)
Origen Desconocido 4(5.63%) 0
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Grafica 2.1 Comparacion de sitios provenientes de aislados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa del Hospital Central Militar y Hospital General
CMN La Raza.
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3. Lugares de aislamiento.

El aislamiento de P. aeruginosa, también se hizo de diferentes areas
hospitalarias o especialidades. En el Hospital Médico Militar prevalece mas en el
area de terapia intensiva con un porcentaje de 22.53 % mientras que en dénde

reside menos es en area de oncologia con un 1.41%

Cuadro 3. 1 Salas en donde fueron aisladas las muestras provenientes por P.
aeruginosa del Hospital Médico Militar.

Sala Numero Porcentaje
Infectologia 2/71 2.82
Otorrinologia y 2/71 2.82
Oftalmologia

Neurologia 3/71 4.22
Neumologia 2/71 2.82
Medicina de hombres 2/71 2.82
Urgencias 5/71 7.04
Urologia 3/71 4.22
Cirugia Cardiotoraxica 2/71 2.82
Terapia Intensiva 16/71 22.53
Inmunologia 2/71 2.82
Laboratorio 2/71 2.82
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Cuadro 3. 1 Salas en donde fueron aisladas las muestras provenientes por P.
aeruginosa del Hospital Médico Militar.

Sala Numero Porcentaje
Cardiologia 2/71 2.82
Cirugia de hombres 2/71 2.82
Oncologia quirurgica 1/71 1.41
Desconocido 25/71 35.21

En el Hospital General CMN La Raza, las areas donde reside P. aeruginosa estan
representadas en el cuadro 4. En el area donde mas prevalece es en urologia con
un 20.57 % mientras que en donde menos prevalece es en el area de cirugia
maxilofacial, hemodialisis y unidad de trasplante renal con un porcentaje de 1.40
%.

Cuadro 3.2 Salas en donde fueron aisladas las muestras provenientes por
P.aeruginosa del Hospital General CMN La Raza

Sala Numero | Porcentaje
Hematologia 6/77 7.80
Medicina Interna 4177 5.19
Neurologia 277 2.60
Cirugia General 7177 9.09
Neurocirugia o7 11.69
Reumatologia 277 2.60
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Cuadro 3.2 Salas en donde fueron aisladas las muestras provenientes por
P.aeruginosa del Hospital General CMN La Raza

Sala Numero | Porcentaje
Urologia 20/77 25.97
Cirugia Plastica y| 2077 2.82
Reconstructiva

Terapia Intensiva 8177 10.39
Unidad de trasplante renal 177 1.30
Hemodialisis 177 1.30
Angiologia 4/77 5.19
Gastroenterologia 277 2.60
Nefrologia 5177 6.49
Unidad Coronaria 277 2.60
Cirugia Maxilofacial 177 1.30

4. Antibiograma
Los resultados que arrojo el sistema VITEK para determinar los niveles de
resistencia en Pseudomonas aeruginosa se obtuvo para los distintos tipos de
betalactamicos, comenzando por las penicilinas, Hay una mayor distribucién de
cepas resistentes en el Hospital de especialidades CMNR la Raza (Hospital Il) que
en el Hospital Central Médico Militar(Hospital 1); predominando mas en la
piperacilina de 24/31.17 % contra 17/23.94% , teniendo ambos CMI de 128 pg/mL ;
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y ampicilina con 48/62.34 % contra 1/1.41% con un CMI| de 32 pg/mL

respectivamente.

La mezcla de penicilina con un inhibidor de p-lactamasas que fue utilizado en

ambos hospitales fueron sulbactam con ampicilina (SAM), piperacilina con
tazobactam (PTZ), y ticarcilina con acido clavulanico (TAC). En el Hospital | el
inhibidor que presentd mas resistencia fue PTZ con un 52/73.24 %y un CMI
predominante de 64 pug/mL , mientras que en el Hospital Il fue SAM con un
73/94.08 % con un CMI de 32 pg/mL mientras que Hospital | no hay cepas
sensibles. En el Hospital Il un 28/36.37 % son sensibles a PTZy 5/6.49 % a TAC
con CMI predominante de 8 pg/mL .

Las cefalosporinas es otro tipo de antibidtico betalactamico utilizado contra P.
aeruginosa. En el Hospital | tuvo un mayor numero de cepas resistentes a
cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion, a diferencia del Hospital || que es mayor la
cantidad de cepas sensibles. Ceftriaxona y cefazolina se utilizaron en el Hospital |
con CMI predominantes de 64 ug/mL , con un porcentaje de 3/4.33% y 5/7.04%
respectivamente. La cefalosporina de 3ra generacion que se utilizé en ambos
hospitales fue Ceftazidime; el porcentaje de cepas resistentes que prevalece es de
54/76.06 % con un CMI de 16 pg/mL en el Hospital | y de 19/24.67% en el
Hospital Il con un CMI de 64 pg/mL, mientras que, las muestras sensibles son
9/12.68 % con CMI predominante de 1 pg/mL 33/42.86% con CMI predominante
de 4 pg/mL. La cefalosporina de 4ta generacion, cefepime, es la que mayor
porcentaje de resistencia presenta en ambos hospitales, con una cantidad de
59/83.10 % y un CMI predominante de 16 pg/mL en el Hospital | y en el Hospital |l
fue de 44/57.14 %con un CMI predominante de 64 pg/mL contra las cepas
sensibles que prevalecieron en 12/9.91%con una CMI predominante de 8 pg/mLy
33/42.86% con un CMI predominante de 1 ug/mL respectivamente. Aztreonam es
un monobactamico utilizado s6lo en el Hospital Médico Militar, el cual tiene un
porcentaje de resistencia del 30/42.27% con un CMI de 16 ug/mL entre las cepas
y sensibilidad de 4/5.63% con un CMI de 8 ug/mL.
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Los carbapenémicos son los betalactamicos utilizados uUnicamente a nivel
hospitalario. meropenem e imipenem fueron administrados por ambos hospitales.
En ambos Hospitales se presentd mayor porcentaje de cepas de P.aeruginosa
resistentes para meropenem con 55/77.47% con una CMI predominante de para
Hospital | y 43/55.84% y una CMN predominante de 16 ug/mL para el Il El
porcentaje de cepas sensibles a meropenem en Hospital | es 13/18.31% con una
CMI predominante de 1 ug/mL para a ambos carbapenémicos y 33/38.96 % para
Hospital I, con una CMI predominante de 0.25 pg/mL para meropenemy 2 uyg/mL
para imipenem; siendo este el que tiene lugar a mas cepas sensibles a este grupo

de antibidticos.

En cuanto a los aminoglucdsidos, son un grupo de antibioticos bactericidas que
actuan sobre los ribosomas provocando la produccion de proteinas téxicas. La
gentamicina y tobramicina fueron utilizados en ambos hospitales, la amikacina
sélo en el Hospital central militar. El antibiético de este grupo que mas resistencia
presenté fue tobramicina en el Hospital | con un porcentaje 54/76.06% con una
CMI predominante de 8 ug/mL y en el Hospital Il fue gentamicina con un
porcentaje de 20/25.97% y un CMI predominante de 16 ug/m. En el Hospital |
presenta un mayor numero de cepas resistentes a este grupo, mientras que en el
hospital Il presenta una mayor cantidad de cepas sensibles, principalmente a
tobramicina con 35/ 45.45 % con un CMI de 1 pg/mL contra 22/30.98% con un
CMI predominante de 16 ug/mL de amikacina del Hospital I.

Por ultimo, las quinolonas es otro grupo de antibidticos utilizados que actuan
inhibiendo la sintesis de ADN. En ambos hospitales fueron utilizados
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino. En el Hospital | el antibiético que
prevalecid con resistencia fue ciprofloxacino con 57/80.21 %con una CMI
predominante de 2 ug/mL mientras que, en el Hospital Il prevaleci6 mas
moxifloxacino con 44/57.14% con un CMI de 8 pg/mL. En ambos hospitales tuvo

mayor cantidad de cepas sensibles con 12/16.90% y 30/38.96% respectivamente
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a ciprofloxacino, con un CMI de 1 pg/mL para el Hospital | y una CMI

predominante de 0.5 pg/mL para el Hospital Il

Cuadro 4.1 Comparacion de la cantidad de cepas resistentes y sensibles de

aislados clinicos de P. aeruginosa entre Hospital Central Militar y Hospital

CMN La Raza.

Antibiético/CMI Hospital Central Militar Hospital CMN La Raza
Betalactamicos Resistente | Sensible Resistente | Sensible
Penicilinas
Ampicilina 1(1.41%) 0 48(62.34%) 0
Piperacilina 17(23.94%) | 9(12.67%) | 24(31.17%) 0
Penicilinas + inhibidor
SAM 2(2.82%) 0 73(94.80%) 0
PTZ 52(73.24%) 0 6(7.79%) | 28(36.37%)
TAC 1(1.41%) 0 22(28.57%) | 5(6.49%)
Cefalosporinas
Cefepime 59(83.10%) | 12(19.91%) | 44(57.14%) | 33(42.86%)
Ceftazidime 54(76.06%) | 9(12.68%) | 19(24.67%) | 33(42.86%)
Ceftriaxona 3(4.22%) 0 0 0
Cefazolina 5(7.04%) 0 0 0
Cefezima 0 0 12(15.58%) | 12(15.58%)
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Cuadro 4.1 Comparacion de la cantidad de cepas resistentes y sensibles de
aislados clinicos de P. aeruginosa entre Hospital Central Militar y Hospital
CMN La Raza.

Antibiético/CMI Hospital Central Militar Hospital CMN La Raza

Betalactamicos Resistente | Sensible Resistente | Sensible

Monobactamico

Aztreonam 30(42.25%) | 4(5.63%) 0 0
Carbapenemes

Imipenem 51(71.83%) | 13(18.31%) | 25(32.47%) | 30(38.96%)

Meropenem 55(77.47%) | 13(18.31%) | 43(55.84%) | 30(38.96%)

Aminoglucésidos

Gentamicina 51(71.83%) | 18(25.35%) | 20(25.97%) | 31(40.26%)

Amikacina 47(66.20%) | 22(30.98%) 0 0

Tobramicina 54(76.06%) | 16(22.53%) | 14(18.18%) | 35(45.45%)
Quinolonas

Ciprofloxacino 57(80.21%) | 12(16.90%) | 22(28.57%) | 30(38.96%)

Levofloxacino 53(74.61%) | 10(14.08%) | 26(33.77%) 0

Moxifloxacino 1(1.41%) 0 44(57.14%) | 29(37.66%)
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Grafica 4.1 Comparacién de la cantidad de cepas resistentes y sensibles de
aislados clinicos de P.aeruginosa entre Hospital Central Militar y Hospital
CMN La Raza.
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5.Amplificaciéon de los genes por el método de PCR

En el Hospital Central Médico hay un total de 55 cepas resistentes a
carbapenémicos, 25 son positivas al gen GES-5 correspondiendo al 45.45%
mientras que en el Hospital General CMN La Raza hay un total de 43 cepas
resistentes a carbapenémicos, 29 son positivas al gen GES-5 correspondiendo al
67.41%. En ambos hospitales no hay presencia de los genes CTX-MX-2, PER-1y
CrpP.
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Cuadro 5.1 Resultados de la presencia de los genes GES-5, CTX-M-2, PER-1

Y CrpP presentes en aislados clinicos de P.aeruginosa

Hospital Central Militar Hospital General CMN La | Total
Raza
GES-5 25/55 (45.45%) 29/43 (67.41%) 54
CTX-M-2 0 0 0
PER-1 0 0 0
CrpP 0 0 0

Figura 5.1 Estandarizacion del gen GES-5; donde se aprecia en cada carril, de izquierda a primera,
en el primero, el marcador de talla molecular, el segundo carril corresponde a una Temperatura de
58°C , el tercero a 57 °C y asi sucesivamente. El marcador de talla molecular que se utilizé es de
100 pby fue hecho en gel de agarosa al 1.5 %, utilizando bromuro de etidio y rayos UV para poder

visualizar el gel con un voltaje de 80 V durante 1 hora.
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7. Analisis estadistico
Se utiliz6 el modelo de Mann-Whitney, relacionando la CMI de meropenem e
imipenem relacionado con la presencia del gen GES-5, con una confianza del 95

% y una significancia mayor a 0.5, hay relacién entre las variables.

Cuadro 7. Estadistica de la resistencia de los carbapenémicos Imipenem y
Meropenem relacionado con CMI en el Hospital Central Militar y Hospital

General CMN La Raza, utilizando modelo de Mann-Whitney.

Carbapenémicos Hospital Central Militar Hospital General CMN La
Raza

Meropenem 0.732 0.263

Imipenem 0.041 0.731
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DISCUSION.

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno que en los ultimos afos se ha
convertido en una amenaza para la salud publica, principalmente para los
pacientes inmunocomprometidos de Unidades de Cuidados Intensivos [31]. Posee
resistencia adquirida por transferencia horizontal (via extrinseca); de la misma
manera la adquiere por medio de multiples determinantes cromosdmicos (via
intrinseca). Entre estos mecanismos se encuentra la hiperproduccion inducible de
cefalosporinasa AmpC, la produccién de bombas de eflujo y la reduccion de

porinas, provocando resistencia a distintos tipos de antibidticos [21,32, 33, 34, 35].

Los autores Kanayama, Telling, Schafer y Polotto coinciden en que las muestras
provenientes del aparato respiratorio son predominantes, al igual que en el
Hospital Central Militar (HCM) [31,32, 33,37].

Las muestras provenientes del tracto urinario son el segundo tipo que mas
predomina en HCM, coincidiendo con Polotto y Schéafer [33,34] y en el Centro

Médico Nacional (CMN) La Raza es la mas predominante.

También proviene de sangre, heridas, biopsias, liquido Cefalorraquideo (LCR),
catéter. P.aeruginosa es un patdégeno oportunista, como podemos observar el area
que ataca mas no sélo en México, si no en varias regiones del mundo es en el
aparato respiratorio, siendo la condicion mas comun la fibrosis quistica, seguido
infecciones en tracto urinario y bacteriemias por mala higiene al aplicar catéter [30].
En el HCM, la sala donde mas aislados hubo fue Terapia Intensiva con 22.53%,
coincidiendo con los resultados obtenidos de Kanayama con un porcentaje de
22%; Schafer 66.7% y Picao con 58.13%. [31, 33]

Los tipos de sala de cirugia donde se obtuvieron muestras en el HCM son de

cirugia para hombres y Cirugia cardiotoracica con 2.82% cada una, mientras que

en el CMN La Raza fue Cirugia General con 9.09%, Neurocirugia
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11.69%, Cirugia Plastica y reconstructiva con 2.60 %, y Cirugia Maxilofacial en
1.30 %. Kanayama menciona 2 salas, de las cuales obtuvo 13 y 17% de los
aislados clinicos, similar a la sala de neurocirugia y Cirugia General en La Raza y
Picao obtuvo el 2.33% de los aislados clinicos provenientes de salas de Cirugia en
un 2.33%, Similar a las salas de cirugia para hombres y cirugia cardiotoracica del
HCM y Cirugia Plastica y Maxilofacial del CMN La Raza. [31,34]. En el CMN La
Raza fue Urologia 25.97% donde se obtuvo mayor concentracion de los aislados
clinicos [31,33,34]. El autor Picao obtuvo el 2.33% de sus aislados clinicos en el

area de Hemodialisis, siendo el doble que del CMN La Raza con 1.30%.

La resistencia adquirida por medio de transferencia horizontalmente son las
betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y carbapenemasa.Los genes que
codifican las BLEE y las carbapenemasas se encuentran generalmente en los
integrones de clase 1 junto con los determinantes de la resistencia a los

aminoglucdsidos. [35]

La presencia de la bomba MexAB-OprM juega un papel en la reduccién de la

susceptibilidad de los betalactamicos y las fluoroquinolonas [35].

Las cefalosporinas mas empleadas por ambos Hospitales fueron Cefepime y
Ceftazidime, teniendo mayor porcentaje de resistencia en el HCM (83.01 %y 76.06
%), al igual que en los estudios realizados por Kanayama, Polotto y Rafie [31,37,
38]. La resistencia de ceftazidime (26.67%) fue mas baja en el CMN La Raza,

coincidiendo con Telling obteniendo un 26.1%.[32].

GES-5 es una BLEE y carbapenemasa del tipo A segun la clasificacion de Ambler.
Con respecto a las BLEE de tipo GES, aunque estas enzimas no se consideran -
lactamasas primarias en P. aeruginosa , la adquisicion en condiciones de presion
antimicrobiana puede ser beneficiosa [39]. GES-5 se encontr6é en el HCM en un
45.45 % mientras que en el CMN La Raza se encuentra en un 67.41 %. Polotto

obtuvo 1% del gen GES-5 entre los aislados, pero obtuvo mas de CTX-M-2 (9.6
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%).CTX-M-2 y PER -1 son BLEE de Clasificacién segun Ambler [40]. Aunque su
perfil de resistencia sea similar, en este estudio no se encontré ningun aislado
clinico que posea este gen [37]. Rafiee obtuvo 21.6 % de PER-1, pero en este
estudio tampoco se encuentra este gen en los aislados clinicos de ambos
Hospitales. Mientras tanto, en 2 publicaciones de Telling obtuvo el 1% de GES [32]
Y 3% [40] en Estonia.En ambos casos, lo que se puede inferir es que el gen GES -
5 tiene una pequena influencia en la resistencia a las cefalosporinas , ya que en
los estudios de los autores citados se encuentran enzimas diferentes, como por
ejemplo ; Telling encontré6 en sus aislados OXA-2 y OXA 101. (28, 37). Otro
mecanismo que presenta P.aeruginosa son las bombas de eflujo; del tipo MexXY

para cefepime y los aminoglucosidos [35].

Los carbapenémicos presentaron un alto porcentaje de resistencia en el HCM con
Imipenem 71.83 %, Meropenem 77.47 % coincidiendo con los resultados de los
estudios de Rafiee y Polotto [37,38]. Estadisticamente, con una significancia
mayor 0.05, La presencia del gen GES-5 influye en la resistencia de Meropenem,
pero no de Imipenem. El 45.45 % de los aislados clinicos de este Hospital
contiene este gen. En el CMN La Raza mostré Imipenem 32.47 %, Meropenem
55.84 %, coincidiendo con los estudios realizados por Telling, Kanayama y
Shahbazzadeh [36, 39, 40]. A diferencia del Hospital CMN La Raza, en ambos
carbapenémicos el gen influye en la resistencia; y presenta un 67.41 %. Otros tipo
de enzima que podrian estar presentes son las MBL. Las que se han reportado en
P.aeruginosa son: IMP, VIM, SPM, GIM, NDM, GIM. La reportada en México es
VIM en el periodo de 2005 - 2010. [42]

La presencia de AmpC influye en la susceptibilidad reducida de Imipenem ya que
la estabilidad hidrolitica de este antibidtico se ve afectada hasta cierto punto por su
alta potencia inductora . La inactivacion de la porina oprD impulsa la resistencia a
imipenem y reduce la susceptibilidad de meropenem. La combinacion de
sobreexpresion de MexAB-OprM e inactivacion de OprD es una de las principales

causas de resistencia al meropenem entre las cepas clinicas[32,34,35,37, 41].
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La resistencia a las penicilinas (Ampicilina y Piperacilina), En el CMN La Raza
obtuvo una gran porcentaje (62.43%) mientras que en el HCM (1.41%) en la
resistencia a la ampicilina fue baja. En Piperacilina ambos son de 31.17% vy
23.94% respectivamente; el autor Khan et al obtuvo un porcentaje de resistencia
similar (21%),de los aislados Australianos [45], al igual que Shabazzadeh que
obtuvo 19.8 %. [40]

En los inhibidores de betalactamasas, la combinacién de Sulbactam y Amoxicilina
fue la mas resistente en el CMN La Raza, mientras que en el HCM |la combinacion
que presentd mayor porcentaje de resistencia fue Piperacilina con Tazobactam,
(73.24 %), coincidiendo con Polotto con un 80% y Raffie con 88% [37,38].

Picao se aproximo en el nivel de resistencia a Aztreonam del HCM. [34].

En cuanto a los aminoglucésidos, el HCM obtuvo Gentamicina 71.83 %, Amikacina
66.20 %, Tobramicina 76.06 %, un porcentaje alto, que coincide con Polotto [33] a
comparaciéon con el CMN La Raza Gentamicina 25.97 %, Tobramicina 18.18 %

que coincide con Kanayama, Telling y Tobramicina con Khan [36, 43, 45].

Ademas de la presencia de la bomba de eflujo MexXY [35], la resistencia por
medio horizontal se encuentra por medio del integrén de clase 1, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio ya que GES-5 puede estar
en plasmidos e integrones. Las mas comunes son las acetiltransferasas de clase
AAC (3) que pertenece a gentamicina y AAC (6) que pertenece a amikacina y
tobramicina, en las cuales se ha reportado también resistencia con
ciprofloxacino .[35, 47] vy nucleotidil transferasa ANT (2°) (amikacina vy
tobramicina). [32,41,45].

Finalmente la resistencia en las Quinolonas Ciprofloxacino y Levofloxacino

también fue mas alta en el HCM a comparacion del CMN La Raza, con porcentaje

48



de ciprofloxacina 80.21 %, Levofloxacino 76.61 %, los cuales coinciden con
Polotto, Khan Rafiee [37,38,45] contra 28.57% para Ciprofloxacino y 33.77% para
Levofloxacino que coincide con Kanayama y Telling del CMN La Raza [32, 38]. En
ambos Hospitales no se encontré el gen CrpP, que proviene de plasmidos y
codifica una fosfotransferasa que inactiva la actividad de las quinolonas. Se ha
reportado por Chavez-Jacobo que las quinolonas pueden adquirir resistencia
horizontal por medio de transferencia de plasmidos que acarrean el gen CrpP [27].
Las cepas que pertenecen al HCM y CMN La Raza no contienen este gen, lo que
sugiere que la resistencia podria provenir intrinsecamente , por medio de

determinantes Qnr.

Surge con frecuencia mutaciones en ADN girasas (GyrA y GyrB) y topoisomerasas
de tipo IV (ParC y ParE). También influye la sobreexpresion [32,35, 41,44,45].

En el estudio de Fornou encontr6 bombas de eflujo de multiples farmacos
involucrados en la proteina de fusion de membrana ( mecX ), el transportador de
membrana ( mexD ), la proteina de la membrana externa ( oprJ y oprN ) y el
regulador transcripcional ( nfxB)). Tambien esta involucrado el sistema de bomba
MexC-MexD-OprJ. [44]

Khan ademas de CrpP, encontré gnr VC1 aislamientos indios pero no australianos.

Este gen de resistencia a las fluoroquinolonas se ha informado en aislamientos de

quemaduras y se ha identificado como transportado en un integrén [44 1.

49


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/membrane-fusion-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/outer-membrane-protein

CONCLUSION:

La resistencia de los aislados clinicos de P.aeruginosa a -
lactamicos, aminoglucoésidos y quinolonas; no es mediada solamente
por enzimas, sino también posee otros mecanismos como la pérdida

de porinas, bombas de eflujo y mutaciones en el sitio blanco.

La resistencia que se encontré mediada por enzimas fue adquirida por

transferencia horizontal, mediada por plasmidos.
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ANEXOS:

ANEXO 1: METODOLOGIA: Extraccion de DNA con el método de Tiocianato
de Guanidina (TG)

1.

Sembrar por estria masiva un in6culo de P.aeruginosa en un medio

enriquecido (Agar soya Tripticasa) en media caja petri.

2. Incubar por24 ha 37°C

3. Colectar en 1.0 mL de solucion salina 0.85% la cepa de P.aeruginosa en un

S

®

tubo Ependorff de 3.0 mL.
Calentar el tubo a la temperatura de ebullicion durante 7 min.
Adicionar 1 mL de solucién de lisis.

incubar a una temperatura de 60 - 65 °C durante 2 h

Adicionar 500 #L de TG y 25 &L de sarcosinato de sodio 5%. Mezclar por
inversion a temperatura ambiente durante 5 min.

Transcurridos los 5 minutos se colocan los tubos en hielo por 5 min.

Se adicionan 250 #L de acetato de amonio. Se mezcla por inversién a

temperatura ambiente durante 5 min.

10. Repetir paso 8.

11.Se adicionan 500 #L de una mezcla de cloroformo/ alcohol isoamilico 24:1

12. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min

13. Recuperar la fase acuosa.

14.Repetir 2 veces mas paso 12y 13

15. Adicionar 200 HL de isopropanol frio e incubar durante toda la noche.

16. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min.

17.Decantar

18.Lavar la pastilla 2 veces con etanol al 70%.

19. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min.

20.Secar al aire durante 2 h.

21.Disolver la pastilla en 1004L de agua inyectable.

22. Calentar a 60°C durante 25 minutos.
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ANEXO 2: Metodologia: Extraccidon de plasmidos

1. Cosechar crecimiento de un cultivo de 24 h.
Transferir 2 mL de medio LB con antibidtico.
Incubar toda la noche a 37°C con agitacion constante.
Centrifugar 12000 rpm durante 2 min.
Conservar el remanente de cultivo a 4°C.

Homogeneizar el medio con aspiracion.

S L R

Resuspender el paquete en 100 #L de solucion fria y asegurarse de la

solucion total (usar vortex) .

8. Agregar 200 “L de solucion Il (en frio incubar 5 min). Invertir y mezclar 5

veces (sin usar vortex) rapidamente.

9. Agregar 150 HL de solucién Il fria.

10.Cerrar el tubo y resuspender 10 s para dispensar la solucion 1.
11.Colocar en hielo 5 min

12. Centrifugar 10000 rpm durante 10 min.

13. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo

14.Centrifugar 12000 rpm durante 2 min a 4°C.

15. Transferir el sobrenadante en un tubo nuevo.

16. Precipitar el ADN con isopropanol frio. Incubar toda la noche a 4°C.
17.Centrifugar 12000 rpm durante 2 min a 4°C.

18.Remover el sobrenadante.

19.Agregar 150HL de etanol al 70% a 4°C: Remover el sobrenadante y secar el
DNA durante 10 min

20.Disolver el DNA con 50 ML de agua inyectable.
21.Congelar el DNA a 2 °C.

SOLUCIONES:

Solucion 1:25 mM de dextrosa, 10 mM de tris pH 8 y 1mM EDTA.
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Solucién 1I: 10 M Hidroxido de potasio, 0.5% de SDS (Dodecil sulfonato de sodio)

Solucién llI: Acetato de potasio 10 M y acido acético 5 M

ANEXO 3: Resultados

Cuadro anexo 3.1 Nivel de resistencia por cconcentracion mminima
Inhibitoria (CMI) hacia varios antibiéticos en aislados clinicos de

P.aeruginosa del Hospital Central Militar.

Antibidtico Resistente Sensible
Betalactamicos CMI (yg/mL) ( CMI (yg/mL)
Penicilinas: 128 =64 =32 <16 - -
Ampicilina 0 0 0 0 - -
Piperacilina 1 8 8 9 - -

Penicilinas + inhibidor 128 =64 232 <16 - -

SAM 0 1 1 0 - -
PTZ 3 46 3 0 - -
TAC 1 0 0 15

Cefalosporinas 264 232 =216 >8 >4 =1
Cefepime 6 1 52 8 3 1
Ceftazidime 0 0 54 1 3 5
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Cuadro anexo 3.1 Nivel de resistencia por cconcentracion mminima
Inhibitoria (CMI) hacia varios antibiéticos en aislados clinicos de

P.aeruginosa del Hospital Central Militar.

Antibiético Resistente Sensible
Betalactamicos CMI (yg/mL) ( CMI (yg/mL)

Ceftriaxona 1 1 1 0 0 0
Cefazolina 4 1 0 0 0 0
Monobactamico =16 - - <8 - -
Aztreonam 30 - - 4 - -
Carbapenemes 216 =28 4 2 <1
Imipenem 2 49 0 1 12 -
Meropenem 5 49 1 3 10 -
Aminoglucésidos >64 >32 >16/8 | <16/8 <4 <2/1
Gentamicina 0 2 5/44 0 16 2/0
Amikacina 4 43 0 19/3 0 0
Tobramicina 0 2 7/45 0 13 0/3
Quinolonas >8 >4 >2 <2 <1 0.5
Ciprofloxacino

0 4 53 0 11 1
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Levofloxacino

Moxifloxacino

Cuadro anexo 3.2. Nivel de resistencia por concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) hacia varios antibiéticos en aislados clinicos de P.aeruginosa Hospital

de especialidades CMN La raza

Antibiético/CMI Resistente Sensible
Betalactamicos CMI (yg/mL) CMI (yg/mL)
Penicilinas 128 =64 =32 <16 - -
Ampicilina 0 0 48 0 -
Piperacilina 24 0 0 0 - -
Penicilinas +| 128 =64 =32 <16 8 <4
inhibidor
SAM 0 0 73 0 0 0
PTZ 0 3 3 2 21 5
TAC 20 1 1 2 3 0
Cefalosporinas 264 =32 216 =8 24 2/21
Cefepime 35 1 8 7 6 6/14
Ceftazidime 12 0 7 5 17 417
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Cuadro anexo 3.2 Nivel de resistencia por concentracion minima inhibitoria
(CMI) hacia varios antibiéticos en aislados clinicos de P.aeruginosa Hospital

EspecialidadesCMN La raza.

Antibiético/CMI Resistente Sensible
Betalactamicos CMI (yg/mL) CMI (yg/mL)
Cefezima 12 0 0 0 12 0/0
Monobactamico 216 - - <8 - -
Aztreonam 0 - - 0 - -
Carbapenemes 216 =8 4 2 <1 <0.5/0.25
R 22 3 0 23 7 0
-Meropenem

30 3 10 3 10 4/13
Aminoglucésidos 216 8 - 4 2 <1
Gentamicina 12 8 5/44 3 2 26
Tobramicina 12 2 -/- 0 0 35
Quinolonas =8 24 22 <2 <1 <0.5/0.25
Ciprofloxacino 0 19 3 0 3 13/14
Levofloxacino 24 2 0 0 0 0
Moxifloxacino 42 2 0 15 8 3/3
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AMP: Ampicilina

AMK: Amikacina.

ATM: Aztreonam.

ARNr: Acido Ribonucleico ribosomal
BLEE: Betalactamasa de Espectro Extendido.
CAZ: Ceftazidime.

CEF: Cefixima.

CFZ: Cefazolina.

CIP: Ciprofloxacino.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.
CMN: Centro Médico Nacional.

CRO: Cefotaxima.

CTX: Cefotaxime.

EDTA: Etilendiamino Tetraacetato.
ETA: Exotoxina A.

FEP: Cefepime.

GEN: Gentamicina.

GES: Guyana Extended Spectrum.
IAAS: Infecciones Asociadas a Atencién a la Salud.
IMP: Imipenem

ITU: Infecciones de Tracto Urinario.
IVU: Infeccion de Vias Urinarias.

LCR: Liquido Cefalorraquideo.

LVX: Levoflixacino.

MDR: Multidrogorresistente.

MEM: Meropenem.

MOX: Moxifloxacino.

OXA: Oxacilina.

PCR: Polymerase Chain Reaction : Reaccién de Cadena de la Polimerasa
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PDR: Pan drogorresistente.

PER: Pseudomonas Extended Resistance.
PIP: Piperacilina.

PTZ: Piperacilina con tazobactam

SAM: Sulbactam con Amoxicilina.

SHV: Sulfhidric terminal variant.

TAC: Ticarcilina con acido clavulanico.
TEM: Temereira.

TOB: Tobramicina.

TSI: Triple Sugar Iron: Triple Azucar con Hierro
UV: Ultravioleta

VIM: Verona Integron Metalobetalactamasa.
VITEK:

XDR: Extremodrogorresistente.
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