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Un barco en el puerto esta seguro,

pero ningun barco ha sido construido para eso.

William G. T. Shedd
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1. Abreviaturas

AmpC........ Adenosin monofosfato ciclico
BLEE......... Betalactamasas de espectro extendido
CIM.......... Concentracion inhibitoria minima
DNA......... Acido desoxirribonucleico
HGR......... Hospital General Regional
IMSS......... Instituto Mexicano del Seguro Social
KPC.......... Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
LasB......... Enzima elastasa

MBL......... Metalo-pB-lactamasa

MDA......... Malondialdehido

MDR......... Multidrogorresistente

NADPH...... Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato

OprD......... Porina de la membrana externa de P. aeruginosa
PCR.......... Reaccion en cadena de la polimerasa
PDR.......... Androgo-resistente

SME......... Serratia marcescens enzimatica

XDR......... Extremadamente resistente
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2. Resumen

La emergencia de cepas hospitalarias de Pseudomonas aeruginosa multidrogo-resistentes es un
serio problema de salud que incrementa la mortalidad, sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos con padecimientos como; neumonia, bacteriemia, infecciones del tracto
urinario e infecciones quirdrgicas. La multidrogo-resistencia en las cepas ocurre principalmente
por la presencia de genes que codifican para la resistencia a los antibioticos. Las caracteristicas
moleculares de los genes de resistencia a los antibioticos en cepas hospitalarias de P. aeruginosa
en México han sido poco estudiadas, por lo que el proposito de este trabajo fue analizar la
distribuciéon de genes de resistencia a betalactdmicos, aminoglucosidos, tetraciclinas,
cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol y estreptomicina en cepas hospitalarias de P.
aeruginosa, y su relacion con el tipo de infeccion. Se analizd un grupo de cepas nosocomiales
de P. aeruginosa (n=100) aisladas de pacientes infectados del Hospital General Regional No. 72
del Instituto Mexicano del Seguro Social de la zona norte del Estado de México, municipio de
Tlalnepantla de Baz, entre 2019 y 2022. Las cepas de P. aeruginosa y los genes de resistencia a
los antibidticos fueron identificados mediante PCR y el fenotipo de resistencia a los antibidticos
por el método de Kirby-Bauer. La mayoria de las cepas se aislé de pacientes con infecciones en
vias urinarias (n=31), de heridas expuestas (n=14) y de infecciones en vias respiratorias (n=10).
El resistograma mostrd que los porcentajes de resistencia a los antibidticos mas elevados fueron
para carbenicilina (98/100), ampicilina y cefalotina (97/100), en cada caso, ciprofloxacino y
trimetoprim/sulfametoxazol ~ (96/100), cloranfenicol (91/100), en cada caso, cefotaxima
(89/100), y netilmicina (86/100). Los genes con mayor frecuencia entre las cepas fueron;
estreptomicina (aadAl; 93/100), sulfonamida (su/l; 76/100), quinolonas (gnr; 65/100),
trimetoprim (dfrAl; 52/100) y tetraciclina (tet4; 50/100), mientras que los genes con menor
frecuencia fueron; cloranfenicol (cmlA; 18/100 y catl; 11/100) y cefotaxima (CITM; 10/100). Se
identificaron 71 diferentes patrones de asociacion de los genes de resistencia a los antibidticos
entre las cepas. Los resultados mostraron una elevada frecuencia del genotipo de resistencia a los
antibioticos entre las cepas de P. aeruginosa, por lo que es importante mejorar los programas de

tratamiento médico en los hospitales.

8 de 48



3. Introduccion

3.1 Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, aerobica, con motilidad unipolar, por
la presencia de un flagelo polar en uno de los extremos permitiendo su movilidad en un solo
sentido. El nombre del género fue propuesto por Walter Migula en 1894 y significa "falsa
unidad"; proveniente del griego pseudo, que significa "falso", y del latin monas que significa
"unidad simple". Schroeter en 1872, caracteriz6 a la bacteria por presentar halos de crecimiento
con tonos azules-verdosos, como el cobre oxidado, dando asi nombre a la especie.
Posteriormente se descubrié que dicha coloracion se debe a la produccion de piocianina (Hugh y
Leifson 1964; Paz-Zarza et al, 2019). Entre los factores que favorecen el desarrollo de las
biopeliculas en P. aeruginosa, se encuentra la fermentacion de los azucares totales, azlicares
reductores, asi como la alta movilidad, que le confiere a la bacteria la capacidad para sobrevivir,

persistir y colonizar en el hospedero (Ochoa et al., 2013).

3.2 Infecciones causadas por P. aeruginosa.

P. aeruginosa es considerada una de las bacterias patdgenas oportunistas mas frecuentes que
ocasionan infecciones nosocomiales como neumonia, bacteriemia, infecciones del tracto urinario
e infecciones quirargicas, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos con heridas recientes o
abiertas. También afecta a plantas, siendo éstas portadoras de la bacteria e introduciéndolas en
hospitales (Botelho et al, 2019). Un estudio multicéntrico de resistencias bacterianas
nosocomiales en México durante el 2017, indicd que de 477 registros, 115 fueron positivos a P.
aeruginosa (Gutiérrez et al., 2017). En relacion a su mortalidad, se sabe que oscila entre
35%-70%, segun la localizacion de las infecciones, prondstico de la enfermedad de base,
gravedad clinica inicial y también el tratamiento antibidtico no adecuado, el cual muchas veces

favorece la resistencia bacteriana (Hernandez et al., 2018).

3.2.1 Viaurinaria y genital

Hay varias formas de que P. aeruginosa ingrese a la via urinaria, las principales son la actividad
sexual en lugares contaminados o sin proteccion (condon) entre persona infectada y persona
sana, enfermedades metabolicas y, en el caso de las infecciones intrahospitalarias, la infeccion de

la cateterizacion del tracto urinario, siendo éste el factor mas comun (Paz-Zarza et al., 2019).
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P aeruginosa posee la capacidad de adaptarse, sobrevivir y crecer bajo condiciones de
variabilidad de osmolaridad de la orina, siendo entre 200 y 300 mOsmol/l cuando incrementan su
patogenicidad, aumentan la resistencia a la fagocitosis y se correlacionan con la producciéon de
malondialdehido (MDA), siendo éste un marcador de dafio tisular a nivel renal y de vejiga

urinaria pues mide el estrés oxidativo celular (Mittal et al., 2009).

3.2.2 Heridas abiertas

P. aeruginosa es la principal bacteria causante de infeccion en heridas abiertas, dicha infeccion
ocurre a nivel intrahospitalario. Los pacientes con mayor indice de infecciéon son los que
presentan quemaduras o uso de catéter porque la piel ya no actiia como una barrera fisica eficaz
contra los agentes patogenos. La infeccion por P. aeruginosa se complica pues es una bacteria
que posee resistencia intrinseca a los antibidticos, provocando la pérdida de la extremidad

infectada o incluso la muerte del paciente (Gholami et al., 2016).

3.2.3 Via respiratoria - Neumosepsis

Las neumosepsis son infecciones que constituyen un problema de gran importancia econdmica y
social, ademas de ser un desafio para las instituciones de salud y el personal médico. Tiene gran
importancia clinica y epidemiologica, ya que condicionan altas tasas de mortalidad (Galarza,

2008).

Inician siendo neumonias de primer nivel, pero al provocar una inmunodeficiencia en el paciente
hospitalizado, lo hace susceptible a levaduras, hongos y bacterias, tales como la P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, entre otras, lo cual dificulta ain mas los
problemas para respirar, pero el principal problema de que P. aeruginosa se aloje en los
pulmones, es que puede causar bacteriemias (entrar al torrente sanguineo), extendiendo su

presencia a otros organos y causando otros diagnoésticos en el paciente, como insuficiencia renal

(Galarza, 2008).

3.2.4 Torrente sanguineo - Bacteriemia

La bacteriemia es la presencia de bacterias viables en sangre, detectada mediante hemocultivo.
Se ha descrito la bacteriemia como la principal causante de infecciones asociadas a la atencion
de la salud con gran impacto en la morbimortalidad de la poblacion general, ya que se

encuentran entre las 7 principales causas de mortalidad, provocando un importante impacto
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econdmico para la atencion en salud. Entre el 3 y 5% de todas las infecciones bacterianas y entre
el 28 a 38% de las bacteriemias causadas por gérmenes Gram negativos el agente etiologico es P,

aeruginosa (Gutiérrez et al., 2017).

3.2.5 Via btica

La més comun en ésta area es la “otitis del nadador”, se caracteriza por enrojecimiento de la
entrada auditiva, provocado por diversas bacterias, pero P. aeruginosa ha sido identificada como
la bacteria predominante. Se adquiere por nadar en aguas recreacionales, asi como las piscinas
con una alta carga de bafiistas, cloracion inadecuada y elevada temperatura, que estimulan el

crecimiento de microorganismos (Jasso, 2028).

3.2.6 Periodontales

La periodontitis cronica es una patologia caracterizada por la destruccion de los tejidos de
soporte del diente. Existe evidencia cientifica de la presencia en bolsas periodontales de P,
aeruginosa, bacteria que altera la microbiota subgingival. Ha sido asociada al fracaso en el
tratamiento de la periodontitis, pérdida de piezas dentales y podria constituir un riesgo para la
salud general de los pacientes, pues recordemos que la bacteria puede ingresar al torrente

sanguineo y causar mayores complicaciones (Invernizzi-Mendoza y Corbeta, 2020).

3.2.7 Queratitis

La queratitis es una inflamacién de la cornea causada por residuos u objetos contaminados, que
mayormente son lentes de contacto, maquillaje y accesorios de belleza. P. aeruginosa en
especifico, causa una progresion rapida, ya que secreta proteasas y toxinas, como parte de su
metabolismo, las cuales abren sitios intercelulares que les permitird penetrar mas rapidamente al

estroma corneal, provocando una respuesta inflamatoria mas severa (Lliteras, 2008).

Las secuelas dependen de la evolucion previa al tratamiento. Cuando el paciente acude al inicio
de su sintomatologia, las lesiones son epiteliales y podran dejar leucomas muy superficiales y
tenues, sin embargo, ya instaladas, las lesiones son severas, y dejardn grandes leucomas

vascularizados con importante baja de la agudeza visual (Lliteras, 2008).

Sin tratamiento, en 24 horas las lesiones duplican su diametro, presentando un infiltrado difuso,

que abarca zonas amplias de estroma, secrecion abundante, ocasionalmente cursan con hipopion
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(material purulento en la cadmara anterior del 0jo), y se acompafian de reaccion ciliar (el iris se
pega a la cara anterior del cristalino), fotofobia, lagrimeo, asi como dolor y ardor intensos. El
tratamiento adecuado es con quinolonas que pudiesen combinarse con aminoglucésidos, en
especial tobramicina para lo cual son sensibles 90 a 95% de las cepas estudiadas, sin embargo,

generan una rapida resistencia a ellos (Lliteras, 2008).

3.2.8 Osea

La osteomielitis es una inflamacion de la médula 6sea y el hueso circundante, la infeccion por P,
aeruginosa es un acontecimiento poco frecuente, pues estd asociada a pisar material infectado,
pero también puede adquirirse en operaciones 6seas con material mal esterilizado. La bacteria
invade la médula 6sea, dificultando su tratamiento y provocando la pérdida de la extremidad

(Fick, 1993).

El sindrome de ufia verde, es una forma de cromoniquia (cambio de coloracion de las unas),
asociado a la piocianina que produce la P. aeruginosa, algunas veces en franjas transversales

(Jasso, 2028).

3.3 Factores de virulencia

La patogenicidad de P. aeruginosa esta mediada por factores de virulencia que incluyen toxinas,
enzimas extracelulares, sider6foros y sistemas de secrecion que incrementan la patogenicidad en
el hospedero. Un factor de virulencia importante es la biopelicula, que es una matriz compleja
que protege a la bacteria contra el sistema inmunoldgico y contra la accién de gran cantidad de
antimicrobianos; otro factor es la enzima elastasa (LasB) que apoya el proceso de infeccion y
colonizacion al dafiar el tejido y degradar las proteinas inmunes, mientras que la piocianina es un
activo redox azul que puede aceptar directamente electrones de agentes reductores como la
enzima Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato (NADPH) y el glutation reducido; finalmente,
la proteasa alcalina escinde varias proteinas y altera la respuesta inmune del hospedero

(Gonzélez-Olvera et al., 2019).

3.4 Resistencia a antibioticos.

Debido a los mecanismos de resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa que caracterizan al

patdgeno, las alternativas terapéuticas de las infecciones que produce se limitan sélo a algunos
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grupos de antibidticos. Sin embargo, la alta presion selectiva que ejercen los antimicrobianos en
ambientes hospitalarios ha generado una rapida propagacion y diseminaciéon mundial de clonas
de P aeruginosa multidrogorresistentes (MDR) (Botelho et al., 2019). La preocupacion
relacionada a esta bacteria ha sido destacada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
en febrero del 2017 incluy6 a P. aeruginosa resistente a carbapenémicos en la lista de patogenos
con prioridad critica, para los que se requiere nuevos antibioticos y que ha obligado a adoptar

estrategias de tratamientos mas agresivas (Guajardo-Lara et al., 2021; Zarate et al., 2021).

P aeruginosa puede adquirir resistencia a través de mutaciones cromosomicas y la adquisicion
de genes de resistencia a los antibioticos, éste microorganismo tiene uno de los genomas
bacterianos mas grandes y posee una variedad significativa de genes adquiridos por transferencia
horizontal, que a menudo se encuentran dentro de integrones y elementos genéticos moéviles
como transposones, secuencias de insercion, islas genomicas, fagos, plasmidos, elementos
integradores y elementos conjugativos (Botelho ef al., 2019). Hay cuatro mecanismos principales
de resistencia de P. aeruginosa a carbapenémicos: 1) Mutacion del gen que codifica la proteina
OprD, una porina de la membrana externa de P. aeruginosa, que reduce su expresion; 2)
sobreproducciéon de betalactamasa adenosin monofosfato ciclico (B-lactamasa AmpC); 3)
produccion de carbapenemasas; de estas se describen las clase A (Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa (KPC) y Serratia marcescens enzimatica (SME), metalo-f-lactamasa (MBL) y
oxacilinasas y; 4) sobreproduccion de bombas de expulsion que toman betalactdmicos como

sustrato (Ochs et al., 1999, Rostami et al., 2018; Yin et al., 2018 y Gémez et al, 2005).

1) Las porinas son proteinas transmembranales que se ubican en la membrana externa de las
bacterias y cumplen diversas funciones. OprD es una porina de membrana cuyo papel primitivo
es permitir la captacion pasiva de aminoacidos basicos a través de la membrana externa.
Ademas, es capaz de permitir la entrada de carbapenémicos, aunque no de otros B-lactadmicos.
Estas cepas mutantes muestran un aumento de la concentracion inhibitoria minima (CIM), lo que
las hace resistentes a carbapenémicos. Han demostrado un aumento de la CIM, que si bien no
demuestran resistencia, si revelan disminucion de la susceptibilidad. La resistencia exige dos
mecanismos de resistencia ya mencionados: la mutacion del gen que codifica la porina OprD y la
activacion de bombas de expulsion que toman betalactamicos como sustrato (Ochs et al., 1999 y

Gomez et al, 2005).

2) Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo B-lactdmico de los antibidticos, de
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esta manera destruyen el sitio activo del AB e impiden su actividad. Las betalactamasas se
caracterizan por su capacidad de inhibir determinados subgrupos de betalactdmicos, es por esto
que algunas subclasificaciones las denominan, penicilinasas, cefalosporinasas o carbapenemasas,
dependiendo de la familia de betalactamicos que tenga mayor susceptibilidad a ser atacadas por
la enzima. P. aeruginosa posee dos clases de betalactamasas: AmpC y las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE): AmpC, estd codificada en el cromosoma de la bacteria y tiene la
capacidad de ser inducida por los propios betalactamicos, especialmente cefalotina y ampicilina.
Cuando esto sucede, hay resistencia a penicilinas y cefalosporinas, el grado de resistencia
depende del grado de represion de la AmpC. Esta enzima, es inducida en cuestion de dias, por
tanto, antes del tratamiento, los betalactamicos parecen servir, pero clinicamente el paciente no
mejora y se descubre posteriormente la induccion completa de la enzima. Las BLEE son
codificadas por plasmidos, se adquieren mediante transporte de DNA extracromosomal y se

manifiestan también por resistencia a penicilinas y cefalosporinas (Goémez et al, 2005).

3) Las carbapenemasas son enzimas que confieren resistencia a carbapenémicos. Las
betalactamasas mas frecuentemente adquiridas por plasmidos son la PSE-1 y la PSE-4. Otras
BLEE incluyen la PER-1 que confiere franca resistencia a ceftazidima pero que pierde su poder
al adicionar clavulanato. TEM, SHV y OXA, son BLEE que generan resistencia a
monobactamicos, penicilinas, cefalosporinas, pero respetan carbapenémicos. Existen
metalo-betalactamasas que tienen la capacidad de hidrolizar las penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos pero no el aztreonam; estas son IMP y VIM recientemente descritas en Japon y

Europa (Yin et al., 2018 y Gomez et al, 2005).

4) Las bombas de expulsion son complejos enzimaticos de membrana, que expulsan de la célula
detergentes y sustancias anfipaticas que de otra manera destruirian la bacteria. Antes de la era de
los antibioticos, P. aeruginosa ya poseia estos complejos enzimaticos. Este complejo llamado
MexAB- OprM, se compone de una proteina bomba en la membrana citoplasmatica, una
proteina ligadora en el espacio peripldsmico y un canal de salida en la membrana externa. Tiene
la capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y contra un gradiente de concentracion,
betalactamicos, cloranfenicol, quinolonas, macrolidos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas y
trimetoprim. Estos sistemas de expulsion son los responsables de la "impermeabilidad" a la
mayoria de los antibidticos. Las bombas de expulsion, tienen también la capacidad de ser
inducidas por antibidticos, especialmente ciprofloxacina; ademas, los cambios mutacionales,

incluso de una sola base nucleotidica en el DNA cromosoémico de la bacteria, pueden
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sobreexpresar estas bombas. La sobreexpresion de MexAB-OprM, compromete la accion de
quinolonas, penicilinas, cefalosporinas e incluso meropenem pero no imipenem. La
sobreexpresion de otra bomba de expulsion, MexEF-OprN, confiere resistencia a quinolonas y
algunos betalactamicos, ésta ultima bomba tiene una importante particularidad debido a que su
expresion estd estrechamente relacionada con el gen mex T, que también estd involucrado en la

mutacion que origina la pérdida de la porina OprD (Goémez et al, 2005).
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4. Antecedentes

En 2022, Nasrin y colaboradores realizaron un estudio para identificar los serotipos de P
aeruginosa y la susceptibilidad ante 7 antibidticos. Analizaron mediante la prueba Kirby-Bauer y
PCR, 370 cepas aisladas de sangre y liquido cefalorraquideo de pacientes en 10 paises (no
incluido México) en 4 continentes. Del total de cepas, se destaco la resistencia a 3 familias de
antibioticos: betalactamicos (aztreonam: 56%, meropenem: 22%, piperacilina-tazobactam: 22%
y cefepime: 15%), quinolonas (levofloxacino: 42%) y aminoglucésidos (gentamicina: 14% y

amikacina: 6%); 27% de las cepas fueron MDR.

Guajardo-Lara y colaboradores en 2021, aislaron 330 cepas de P. aeruginosa provenientes de dos
hospitales de la Ciudad de Monterrey, México. No especifican el origen de las cepas, pero
mencionan que provienen de pacientes de cuidados intensivos. Las pruebas de susceptibilidad se
realizaron mediante el sistema automatico BD Phoenix, Kirby-Bauer y Xpert Carba-R-Cepheid.
Del total de cepas, el 14.2% (n=47) fue resistente a betalactamicos: ceftolozane-tazobactam en
un 76% vy ceftazidima-Avibactam en un 38% El 70% fueron clasificadas como XDR

(extensamente drogo-resistentes) y 21% como MDR.

Gonzélez-Olvera y colaboradores en 2019 reportaron los resultados de la evaluacion de la
resistencia a antibidticos de 92 cepas de P. aeruginosa que aislaron entre 2016 y 2017 de
urocultivos, sondas, secrecion de oido, vias respiratorias, heridas, hemocultivos, liquido
cefalorraquideo y cuero cabelludo de pacientes con enfermedades nosocomiales de 3 hospitales
publicos de Gomez Palacio, Durango, México. Ante 21 antibioticos, el 28% de las cepas fue
MDR y 23% XDR. Siendo el grupo de las quinolonas el medicamento con una resistencia
antimicrobiana mas alta (gatifloxacina: 42%) pero también la més baja (ciprofloxacina: 2%). El
segundo antibidtico al que se presenté mayor resistencia fue trimetoprim en un 40%, seguido por

nitrofurantoina en un 36%

Pedraza en 2020, analiz6 45 cepas procedentes de urocultivos, heridas quirtrgicas y secrecion
bronquial de pacientes hospitalizados en Pachuca, Hidalgo, México. El 56% de las cepas fue
MDR, siendo las cefalosporinas de 3* generacion (betalactdmicos) la familia con mayor

resistencia en un 64%, seguida por carbapenémicos en un 51% y quinolonas en un 33%

Ponce de Ledn en 2018 analizaron la resistencia a los antibidticos en 423 cepas de P. aeruginosa

aisladas de hemocultivos de sangre y orina provenientes de 14 hospitales de diferentes Estados
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de México: Jalisco, Nuevo Ledn, Durango, Guanajuato, Estado de México y Ciudad de México,
y encontraron que la resistencia mas elevada fue a antibidticos betalactdmicos: meropenem
(33%), cefepime (22%), ceftazidima (21%); seguida de ciprofloxacino (20%) de la familia de las
quinolonas, y continuando con antibidticos betalactdmicos: piperacilina-tazobactam (19%) y

ampicilina (15%).

En 2017, da Silva y colaboradores aislaron 100 cepas de P. aeruginosa a partir de secrecion
traqueal, urocultivo y hemocultivo, en 3 hospitales de Brasil. Mediante PCR identificaron la
resistencia al grupo de antibioticos de los betalactdmicos, buscando variantes del gen bla. Los
genes blagp;, blay,p, blay,, y blagpc no estuvieron presentes en ninguna cepa, solo blaggs se
presentd en un 4% (n=4). De éstas 4 cepas, reportaron que no solo presentaron resistencia a
betalactdmicos, sino también a 2 familias mas: betalactdmicos (meropenem e imipenem: 4%,
aztreonam: 3%, piperacilina-tazobactam y ceftazidima: 2%, cefotaxima y ceftriaxona: 1%);
aminoglucésidos (amikacina y gentamicina: 4%, tobramicina: 2%) y quinolonas (ciprofloxacino:

4%, norfloxacina: 2% y ofloxacina: 1%).

Mun y colaboradores en 2018 aislaron 53 cepas de P. aeruginosa a partir de urocultivos, heridas
y hemocultivos, en un hospital en Malasia. Mediante tipificacion de secuencias multilocus,
identificaron genes de carbapenemasa betalactamicos: bla;p.;, blay,.2 y blayp,.,. El 6% de las
cepas fue  MDR, principalmente a los antibidticos  metalo-beta-lactdmicos:
piperacilina-tazobactam, meropenem y doripenem (carbapenémicos) y ceftazidima
(cefalosporinas); aminoglucosidos: gentamicina, netilmicina y amikacina; y quinolonas:

ciprofloxacina.

En 2017, Liu y colaboradores aislaron 892 cepas de P. aeruginosa en un hospital de Taiwan,
China, a partir de uro y hemocultivos; de las cuales el 10% fueron resistentes a ceftazidima,
meropenem, imipenem y doripenem (betalactdmicos). Se encontr6 la presencia de varios grupos

del gen bla, entre ellos blag.

Zarate y colaboradores en 2021, en Peru, aislaron 97 cepas de P. aeruginosa provenientes de
orina, heces, sangre y secrecion de heridas de pacientes en 3 hospitales. De las cuales, 7.2% fue

resistente a la colistina.
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5. Justificacion

La composiciéon del genotipo de resistencia a los antibidticos en cepas hospitalarias de P,
aeruginosa en México ha sido poco estudiada y tratada de manera poco eficaz, por lo que el
proposito de este trabajo fue analizar la distribucidon de genes de resistencia a betalactamicos,
aminoglucoésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol, quinolonas vy
estreptomicina en cepas nosocomiales de P. aeruginosa para poder prevenir, tratar y dar

seguimiento de manera mas eficiente por parte médica y paciente.
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6. Objetivos

6.1 General

e Analizar la distribucion de los genes de resistencia a los antibioticos en un grupo de cepas

hospitalarias de P. aeruginosa.

6.2 Particulares
e Determinar el fenotipo de resistencia a los antibidticos por el método de Kirby-Bauer.

e Determinar la frecuencia de los genes de resistencia a betalactimicos, aminoglucdsidos,
tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol y estreptomicina en cepas de P,

aeruginosa.

e Correlacionar la distribucion de los genes de resistencia a los antimicrobianos segln el

tipo de infeccion.

19 de 48



7. Material y métodos

7.1 Aislamiento e identificacion de P. aeruginosa.

Se analiz6 un grupo de cepas de P. aeruginosa previamente aisladas de pacientes con diferentes
infecciones (neumonia, bacteriemia, infecciones de vias respiratorias, del tracto urinario, catéter
y heridas quirargicas) del Hospital General Regional (HGR) No. 72 del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) de la zona norte del Edo. de México (Tlalnepantla), de agosto 2019 a
diciembre 2022. Adicionalmente se obtuvo informaciéon como edad, antecedentes de infecciones,
tratamiento previo con antibidticos, padecimiento actual o algin otro tipo de enfermedad. Las
muestras fueron tomadas mediante hisopos estériles, de las infecciones o del esputo de pacientes
infectados, se inocularon en agar de infusidon cerebro-corazén (BHI, MCD Lab., México) y se
incubaron a 37°C por 24 h. Al término las muestras se cultivaron en cajas con agar nutritivo
(MCD Lab., México) con 5% de sangre de carnero (BD) y en agar selectivo de cetrimida (MCD
Lab., México). Las muestras de orina y de sangre fueron sembradas directamente en agar
nutritivo con 5% de sangre de carnero y en agar selectivo de cetrimida. Las cepas de P
aeruginosa fueron identificadas bioquimicamente mediante el sistema automatizado Vitek 2
Compact. Finalmente las cepas fueron guardadas en caldo Luria-Bertani (LB; DIBICO, México)

con glicerol a 4°C.

7.2 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA bacteriano se realizé por el método de ebullicion, para lo cual las cepas
fueron crecidas en agar cetrimida por 24 h a 37°C. A partir del crecimiento bacteriano por medio
de un asa estéril se tomaron varias colonias y se depositaron en un tubo de 16 x 150 mm que
contenia 2 mL de agua desionizada. Se suspendieron las bacterias con ayuda de un Vortex
durante 20 seg. Posteriormente los tubos se llevaron a ebullicion durante 20 min, concluido el
tiempo se incubaron en hielo por 10 min (Paniagua et al., 2020). Al término, 1 mL de cada
muestra se colocd en un tubo Eppendorf estéril y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante que contenia el DNA bacteriano, se separo6 en otro tubo Eppendorf nuevo y estéril,

y se almacend a -20°C (Ooka et al., 2009).
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7.3 Determinacion de la resistencia a los antibioticos.

La susceptibilidad en las cepas de P. aeruginosa a los siguientes 12 antimicrobianos; ampicilina,
carbenicilina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona, cloranfenicol, nitrofurantoina, amikacina,
gentamicina, netilmicina, ciprofloxacino, y trimetoprim con sulfamethoxazol se realiz6 por el
método de difusion de disco de Kirby-Bauer (Bio-Rad, México). Para lo cual se tomaron 5
colonias de cada cepa crecida en agar EMB (Bioxon, México) y se inocularon sobre toda la
superficie de agar Mueller Hinton (MH; Bioxon, México). Al Término y por medio de una pinza
estéril se tomo un sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar, se coloco sobre el agar
MH Yy se incubaron a 37°C por 24 horas. El antimicrobiano se difundié formando un gradiente de
concentracion, que inhibid o permitid su crecimiento. Dependiendo del diametro del halo de
inhibiciéon de cada muestra (el cual se midi6 con un vernier) las cepas se clasificaron como
susceptibles o resistentes (Tabla 1). La cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, y Escherichia coli

ATCC 25922 fueron utilizadas como controles para la reproducibilidad del método.

Tabla 1. Criterios de clasificacion de la resistencia.

Didmetro aceptable
Antibiotico Contenido del disco de la zona de inhibicion (mm).
Amikacina 30 ug 18-26
Ampicillina 10 ng 27-31
Carbapenicilina 100 pg 18-24
Cefalotina 30 ug 15-21
Cefotaxima 30 ug 18-32
Ceftriaxona 30 ug 17-23
Cloranfenicol 30 ug 21-27
Gentamicina 10 ng 17-23
Netilmicina 30 pg 17-23
Nitrofurantoina 100 pg 17-23
Pefloxacin Sug 26-32
Trimethoprim + 1,25/23,75 pg 24-32
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sulfamethoxazol

7.4 1dentificacion de P. aeruginosa por PCR

La identificacion de P. aeruginosa se realizd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mediante la amplificacion del gen 16S rDNA (Kaszab et al., 2011). Para un volumen final de 20
pL por mezcla de reaccion, se agregaron en un tubo Eppendorf (1.7 mL) 12.5 pL de la Tag DNA
Polymerase Master Mix RED (Ampliqon), 1 pL del oligonucledtido forward (10 pmol;
GGGGGATCTTCGGACCTCA), 1 puL del oligonucledtido reverse (10 pmol;
TCCTTAGAGTGCCCACCCG) (Integrated DNA Technologies, USA), 3 uLL de DNA molde y
2.5 pL de agua libre de nucleasas. Las condiciones de PCR fueron las siguientes;
Desnaturalizacion inicial a 95°C x 2 min., seguido de 25 ciclos (94°C x 25 s, 58°C x40 sy 72°C
por 40 s) y una extension final de 72°C por 60 s. El tamafio del amplicon esperado fue de 956

pb. La cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 fue utilizada como control positivo.

7.5 Identificacion de los genes de resistencia a los antibidticos.

La secuencia de los oligonucledtidos y las condiciones de PCR para detectar los genes de
resistencia a los antibidticos en las cepas se realizd6 conforme a lo descrito previamente
(Momtaz et al., 2013; Tabla 2 y Tabla 3). Para un volumen final de 20 uL por mezcla de
reaccion, se agregaron en un tubo Eppendorf (1.7 mL) 12.5 uL de la Taqg DNA Polymerase
Master Mix RED (Ampliqon), 1 pL del oligonucledtido forward (10 pmol), 1 uL del
oligonucledtido reverse (10 pmol) (Integrated DNA Technologies, USA), 3 uL. de DNA molde y
2.5 puL de agua libre de nucleasas. Las condiciones de PCR fueron conforme a Momtaz y

colaboradores en 2013 (Tabla 2).

7.6 Electroforesis.

La visualizacion de los amplicones de PCR se realiz6 mediante electroforesis de agarosa al 2%
utilizando como colorante fluorescente el Midori Green (Nippon Genetics). Las condiciones de
corrimiento fueron: 120 Volts, 94 miliamperios, durante 30-40 min (Paniagua et al., 2016). Los

geles fueron visualizados en el sistema de Fotodocumentacion El Logic (Kodak).
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Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes de resistencia a antibioticos en las

cepas de E. coli uropatégena (Momtaz et al., 2013, Séenz et al., 2004 y Rafiq et al., 2019).

S ] ) ) Tamarios de los
Antibidtico Gen Secuencia del oligonucledtido (5” - 37) ‘
amplicones (pb)

(F) TCGCCTTGTGTATTATCTCCC
blaSHV 768
(R) CGCAGATAAATCACCACAATG

Betalactamicos
(F) TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
CITM 462
(R) TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
(F) CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC
cmlA 698
(R) CACCTTGCCTGCCCATCATTAG
Cloranfenicol

(F) AGTTCGTCAATGTACCTATAACC
catl 547
(R) TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC

(F) GCAGCGCAATGACATTCTTG
Estreptomicina aadAl 282
(R) ATCCTTCGGCGCGATTTTG

(F) CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
Gentamicina aac(3)-1V 286
(R) TCATCTCGTTCTCCGCTCAT

(F) ACTGCAAGTTCATTGAACAG
Quinolonas qrn 433
(R) GATCTAAACCGTCGAGTTCG

(F) TTCGGCATTCTGAATCTCAC
Sulfametoxazol sull 822
(R) ATGATCTAACCCTCGGTCTC

(F) GGTTCACTCGAACGACGTCA
tetA4 577
(R) CTGTCCGACAAGTTGCATGA

Tetraciclina

(F) CCTCAGCTTCTCAACGCGTG
tetB 634
(R) GCACCTTGCTGATGACTCTT

(F) GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC
Trimetoprim dfrAl 367
(R) GCACCTTGCTGATGACTCTT
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Tabla 3. Condiciones de amplificacion de genes de resistencia en PCR (Momtaz ef al., 2013).

Antibiotico Gen Condiciones de amplificacion
X blaSHV
Betalactamicos
CITM
Desnaturalizacion inicial de 15 min. a 95°C, 30 ciclos
Cllermn Eriesll Sl (desnaturalizacion por 30 seg. a 94°C, alineacion por 30 seg. a
Gzt 58°C y extension de 1 min. a 72°C). La extension se prolonga
Estreptomicina aadAl por 10 min. a 72°C y finalmente, se enfria por 4 min. a 12°C.
Sulfametoxazol sull
Desnaturalizacion inicial de 5 min. a 94°C, 30 ciclos
o (desnaturalizacion por 30 seg. a 94°C, alineacion por 30 seg. a
Gentamicina | aac(3)-1V _ ' _
50°C y extension de 1 min. a 72°C). La extension se prolonga
por 10 min. a 72°C y finalmente, se enfria por 4 min. a 12°C.
Desnaturalizacion inicial de 7 min. a 95°C, 30 ciclos
- tetA (desnaturalizacion por 30 seg. a 95°C, alineacion por 30 seg. a
Tetraciclina ) .
tetB 56°C y extension de 30 seg. a 72°C). La extension se prolonga
por 10 min. a 72°C y finalmente, se enfria por 4 min. a 12°C.
Trimetoprim dfrdl Desnaturalizacion inicial de 5 min. a 95°C, 30 ciclos
(desnaturalizacion por 30 seg. a 92°C, alineacion por 30 seg. a
Quinolonas grn 50°C y extension de 1 min. a 72°C). La extension se prolonga

por 10 min. a 72°C y finalmente, se enfria por 4 min. a 12°C.
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8. Resultados

8.1 Pacientes estudiados

Las cepas de P. aeruginosa fueron aisladas de pacientes del HGR No. 72 del IMSS de la zona
norte del Edo. de México (Tlalnepantla), con diversos tipos de infecciones (Figura 1). El origen
de las cepas con la mayor frecuencia fue de urocultivo (31/100), seguido de herida (14/100) y

secrecion bronquial (10/100). También se encontré6 un 29% (29/100) de cepas cuyo origen

clinico no fue posible identificar .
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Figura 1. Origen de las cepas de P. aeruginosa

8.2 Distribucion del género de los pacientes

El 46% (46/100) de las cepas fue aislada de mujeres y hombres, en cada caso; en el 8% (8/100)

de los pacientes no se logré determinar el género (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion del género de los pacientes analizados.

8.3 Edad de los pacientes aislados

La distribucion de edad de los pacientes se observa en la Figura 3. El rango de edad mas
abundante fue el de 41 a 60 afios con un 32% (32/100), seguido por el rango de 61 a 80 afios con
25% (25/100). El promedio de edad en las mujeres fue de 58 afios (rango: 41 a 60 afios) con un
minimo de 19 afios y un maximo de 92; y en los hombres de 52 afios (rango: 41 a 60 afios) con

un minimo de 1 afos y un maximo de 92.
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Figura 3. Distribucion de pacientes analizados por rango de edad.

26 de 48



8.4 Identificacion de P. aeruginosa

P aeruginosa se identifico por PCR convencional mediante amplificacion del gen /65 rDNA

(Figura 4).

Figura 4. Amplificacion por PCR del gen 765 rRNA (956 pb). Carril 1, control positivo (ATCC
27853). Carriles 2-4 y 6-7 cepas de P. aeruginosa. Carril 5 MWM (100 pb). Carril 8, control
negativo (sin DNA molde).

8.5 Deteccion del fenotipo de resistencia a los antibioticos en las cepas

El resistograma mostré que los porcentajes de resistencia a los antibidticos mas elevados fueron
para carbenicilina (98/100), ampicilina y cefalotina (97/100), en cada caso, ciprofloxacino y
trimetoprim/sulfametoxazol (96/100), cloranfenicol (91/100), en cada caso, cefotaxima (89/100)

y netilmicina (86/100; Figura 5 y Tabla 4).

Segiin el Consenso latinoamericano para definir, categorizar y notificar patogenos
multidrogo-resistentes (MDR), extensamente drogo-resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes
(PDR) de Jiménez y colaboradores en 2019, en este estudio se encontrd que el 15% (n=15) de las
cepas analizadas fueron MDR, 38% (n=38) XDR y 44% (n=44) PDR. Solo el 3% de las cepas
fueron resistentes a tUnicamente 2 antibioticos (carbenicilina y ampicilina; carbenicilina y

cefalotina; respectivamente).

27 de 48



Figura 5. Método de Kirby-Bauer en P. aeruginosa frente a 12 antibidticos

de 6 familias diferentes.

Tabla 4. Relacion entre la procedencia de la cepa y su resistencia a antibidticos.

No. de % de
Familia Antibidtico Origen de las cepas
cepas Resistencia
Catéter, herida,
) Ceftriaxona ex. faringeo, hemocultivo,
Betalactamicos 51 . ) 51%
(CRO) puncion, sec. bronquial,
sec. Otica, urocultivo.
o Catéter, herida, hemocultivo,
_ ) Gentamicina ‘ )
Aminoglucosidos 51 puncion, sec. bronquial, 51%
(GEN) _
urocultivo, ex. faringeo.
Catéter, herida, hemocultivo,
: Nitrofurantoina puncion, sec. bronquial,
Nitrofuranos 52 ] ] 52%
(NIT) sec. otica, urocultivo,
ex. faringeo.
Amikacina Catéter, herida, hemocultivo,
53 ' ) 53%
(AMK) puncion, sec. bronquial,
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Aminoglucosidos urocultivo, ex. faringeo.
Catéter, herida, hemocultivo,
Netilmicina puncidn, sec. bronquial,
86 . . 86%
(NET) sec. otica, urocultivo,
ex. faringeo.
Catéter, herida, ex. faringeo,
) ex. vaginal, hemocultivo,
) Cefotaxima ' ‘
Betalactamicos 89 lig. peritoneal, puncion, 89%
(CTX) .
sec. bronquial,
sec. otica, urocultivo.
Catéter, herida, ex. faringeo,
‘ ex. vaginal, hemocultivo,
) Cloranfenicol ‘ ‘
Anfenicoles (CR) 91 lig. peritoneal, puncion, 91%
R
sec. bronquial,
sec. Otica, urocultivo.
Catéter, herida, ex. faringeo,
_ _ ex. vaginal, hemocultivo,
_ Ciprofloxacino . .
Quinolonas (CIP) 96 lig. peritoneal, puncion, 96%
sec. bronquial,
sec. Otica, urocultivo.
Catéter, herida, ex. faringeo,
Trimetoprim con ex. vaginal, hemocultivo,
Trimetoprim-S | sulfametoxazol 96 lig. peritoneal, puncion, 96%
(STX) sec. bronquial,
sec. Otica, urocultivo.
Catéter, herida, ex. faringeo,
L ex. vaginal, hemocultivo,
Ampicilina ' .
97 lig. peritoneal, puncion, 97%
(AMP)

Betalactamicos

sec. bronquial,

sec. Otica, urocultivo.
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Catéter, herida, ex. faringeo,

‘ ex. vaginal, hemocultivo,
Cefalotina

97 lig. peritoneal, puncion, 97%
(CF)

sec. bronquial,

sec. Otica, urocultivo.

Catéter, herida, ex. faringeo,

o ex. vaginal, hemocultivo,
Carbenicilina

98 lig. peritoneal, puncion, 98%
(CB) )

sec. bronquial,

sec. Otica, urocultivo.

8.6 Deteccion de los genes de resistencia a los antibidticos en las cepas

Los genes con mayor frecuencia entre las cepas fueron; estreptomicina (aadAl; 93/100),
sulfonamida (sull; 76/100), quinolonas (gnr; 65/100), trimetoprim (dfrA1; 52/100) y tetraciclina
(tetd; 50/100) (Figuras 7-17) , mientras que los genes con menor frecuencia fueron; cloranfenicol
(cmlA; 18/100 y catl; 11/100) y cefotaxima (CITM; 10/100). Los 11 genes se identificaron por

PCR convencional en las cepas de P. aeruginosa.
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Figura 6 . Frecuencia de los genes de resistencia a los antibioticos en las cepas.
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Figura 7. Amplificaciéon por PCR del gen aadAl (282 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-9, 11, y 13-19 cepas positivas al gen. Carril 10 MWM
(100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde). 1

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 8. Amplificacion por PCR del gen sul/l (822 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-9 y 11-19 cepas positivas al gen. Carril 10 MWM (100
pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 9. Amplificacion por PCR del gen grn (433 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-9, 11-13 y 15-19 cepas positivas al gen. Carril 10

MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 10. Amplificacion por PCR del gen dfrAl (367 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-9, 11-13 y 15-17 cepas positivas al gen. Carril 10

MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

Figura 11. Amplificacion por PCR del gen tet(4) (577 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-4, 7, 9, 11 y 15-18 cepas positivas al gen. Carril 10

MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 12. Amplificacion por PCR del gen fet(B) (634 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-4, 6-9, 11-19 cepas positivas al gen. Carril 10 MWM
(100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 13. Amplificacion por PCR del gen aac(3)IV (286 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2-9 y 11-19 cepas positivas al gen. Carril 10 MWM (100
pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 14. Amplificacion por PCR del gen blagy, (768 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 6, 7, 9, 11, 18 y 19. cepas positivas al gen. Carril 10

MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

8 9 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 15. Amplificacion por PCR del gen cmlA4 (698 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 3, 4, 8, 12, 14, 15, 18 y 19 cepas positivas al gen. Carril

10 MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 16. Amplificaciéon por PCR del gen cat (547 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2, 4, 5, 11,17 y 18 cepas positivas al gen. Carril 10

MWM (100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 17. Amplificacion por PCR del gen CITM (462 pb). Carril 1, control positivo (cepa del
cepario del laboratorio clinico). Carriles 2, 5, 6, 13 y 19 cepas positivas al gen. Carril 10 MWM
(100 pb). Carril 20, control negativo (sin DNA molde).

8.7 Patrones de asociacion de los genes de resistencia a los antibioticos

En este estudio se identificaron 72 diferentes patrones de asociacion de los genes que codifican
para resistencia a betalactamicos, aminoglucosidos, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim,
sulfametoxazol y estreptomicina en las cepas de P. aeruginosa (Tabla 5). El patron con mas
frecuencia entre las cepas fue aadAl/aac(3)IV/sull/dfrA1l/qrn en un 6%, donde todas las cepas
provenian de urocultivos; aadAl/sull/qrn en un 5%, donde dos cepas provenian de urocultivo,
dos de cultivo de herida y de la otra se desconoce; aadAl/aac(3)IV/sull en un 4%, donde todas
las cepas se aislaron de urocultivos. Finalmente, en un 3% se identificaron los patrones:
aadAl/dfrAl, provenientes de cepas de urocultivo, exudado vaginal y una desconocida;

aadAl/tet(A)/qrn, todas las cepas aisladas de cultivo de herida; aadAl/sull/dfrAl/qrn, cepas
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aisladas

de cultivo de  herida, exudado

faringeo 'y

una

desconocida;

y

aadAl/sull/blag,,/tet(4)/dfrAl/qrn, cepas provenientes de cultivo de secrecion bronquial,

exudado faringeo y una desconocida (Tabla 5).

Tabla 5. Patrones de asociacion de genes resistentes a antibioticos.

No. de Origen de las | No.de
Porcentaje
patron | Patron de asociacion de genes de antibioticos |cepas cepas
aadA l/aac(3)1V/sull/blag,/CITM/
1 Urocultivo 1 1
catl/tet(A)/tet(B)/dfrA 1l
aadAl/aac(3)1V/sull/blag,,/CITM/
2 Urocultivo 1 1
catl/tet(A)/dfrAl/qrn
aadA l/aac(3)1V/sull/blag,,/CITM/
3 Urocultivo 1 1
cmlA/tet(B)/qrn
aadAl/aac(3)1V/sull/blagy/catl/
4 Desconocido 1 1
tet(A)/dfrAl/qrn
aadAl/aac(3)1V/sull/blag,,/cmlA/
5 Cult. Herida 1 1
tet(A)/qrn
6 aadAl/aac(3)1V/sull/blag,/cmlA/qrn Desconocido 1 1
aadAl/aac(3)1V/sull/blagy,/tet(A)/ _
7 Urocultivo 1 1
tet(B)/dfrA1/qrn
aadAl/aac(3)1V/sull/blag,,/tet(4)/
8 Desconocido 1 1
dfrAl/qrn
9 aadAl/aac(3)1V/sull/blagy,/tet(A)/qrn Cult. Herida 1 1
10 aadAl/aac(3)1V/sull/blagy,/qrn Urocultivo 1 1
aadAl/aac(3)1V/sull/CITM/tet(A)
11 Urocultivo 1 1
/tet(B)/dfrA1/qrn
12 aadAl/aac(3)1V/sull/CITM/tet(A)/dfrA1/qrn Catéter 1 1
13 aadAl/aac(3)1V/sull/catl Urocultivo 1 1
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aadAl/aac(3)1V/sull/catl/cmlA/tet(4)/

14 dfid Lgrn Desconocido
15 aadAl/aac(3)1V/sull/cmlA/tet(A)/tet(B) Urocultivo
16 aadAl/aac(3)IV/sull/cmlA/tet(A)/ Urocultivo
tet(B)/dfrAl
17 aadAl/aac(3)1V/sull/tet(A) Urocultivo
18 aadAl/aac(3)1V/sull/tet(4)/qrn Desconocido
19 aadAl/aac(3)1V/sull/dfrAl Urocultivo
20 aadAl/aac(3)IV/CITM/tet(A)/dfrAl Urocultivo
21 aadAl/aac(3)1V/dfrAl/qrn Desconocido
22 aadAl/sull Desconocido
23 aadAl/sull/blag,,/CITM/tet(A)/dfrA1/qrn Desconocido
24 aadA l/sull/blag,,/CITM/tet(A)/qrn Desconocido
55 aadAl/sull/blag,,/catl/tet(4)/tet(B)/ Desconocido
dfrdl/qrn
y aadAl/sul ]d ;i)j: j[;qunmlA/tet(B)/ Sec bronquial
27 aadAl/sull/blag,,/cmlA/dfrAl/qrn Liq.peritoneal
28 aadAl/sull/blag,,/tet(A) Hemocultivo
20 aadAl/sull/blag,,/tet(A)/tet(B)/ Cult. Herida
dfrAl/qrn
30 aadAl/sull/catl/cmlA/tet(B)/dfrAl/qrn Desconocido
31 aadAl/sull/catl/dfrAl/qrn Sec.bronquial
32 aadA l/sull/cmlA/tet(A)/tet(B)/qrn Sec.bronquial
33 aadA l/sull/cmlA/tet(A)/dfrAl Desconocido
34 aadA l/sull/cmlA/tet(B)/dfrA1/qrn Catéter
35 aadAl/sull/cmlA/dfrAl/qrn Urocultivo
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36 aadAl/sull/cmlA/qrn Desconocido
37 aadAl/sull/tet(A) Ex. faringeo
38 aadAl/sull/tet(A)/tet(B) Sec.bronquial
39 aadA l/sull/tet(A)/tet(B)/dfrAl Urocultivo
40 aadAl/sull/tet(A)/tet(B)/dfrAl/qrn Cult. Herida
41 aadAl/sull/tet(A)/tet(B)/qrn Urocultivo
42 aadAl/sull/tet(B) Ex. faringeo
43 aadAl/sull/tet(B)/qrn Cult. Herida
44 aadAl/sull/dfrAl Sec.bronquial
45 aadAl/blag,, Urocultivo
46 aadAl/blag,,/CITM Urocultivo
47 aadA 1/CITM/catl/tet(A)/tet(B)/dfrAl Hemocultivo
48 aadAl/tet(A)/tet(B) Urocultivo
49 aadAl/tet(A)/tet(B)/qrn Cult. Herida
50 aadAl/tet(A)/dfrAl Sec.bronquial
51 aadAl/dfrAl/qrn Catéter
52 sull/cmlA/tet(A)/dfrAl Urocultivo
53 sull/tet(A) Desconocido
54 tet(A)/tet(B) Sec.bronquial
55 tet(A)/dfrAl/qrn Desconocido
56 tet(B) Urocultivo
57 dfrAl Urocultivo
58 dfrAl/qrn Puncion
5 add ] Hemocultivo,
urocultivo
60 aadAl/aac(3)1V/sull/tet(4)/tet(B)/qrn Hemocultivo
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61 aadAl/aac(3)1V/sull/tet(4)/dfrAl/qrn Sec. otica
62 aadAl/sull/catl/qrn Urocultivo
Cult. Herida,
63 aadAl/sull/cmlA/tet(A)/dfrAl/qrn )
sec. otica
64 aadA l/sull/tet(A)/qrn Urocultivo
65 aadAl/qrn Sec.bronquial
Sec.bronquial
66 aadAl/sull/blagy/tet(A)/dfrAl/qrn
ex. faringeo
Cult. Herida,
67 aadAl/sull/dfrA1/qrn
ex. faringeo
68 aadAl/tet(A)/qrn Cult. Herida
Urocultivo,
69 aadAl/dfrAl _
ex. vaginal
70 aadAl/aac(3)1V/sull Urocultivo
Urocultivo,
71 aadAl/sull/qrn
cult. herida
72 aadAl/aac(3)1V/sull/dfrA1/qrn Urocultivo
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9. Discusion

9.1 Pacientes estudiados

En éste estudio se analizaron 100 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con diversos tipos
de infecciones (neumonia, bacteriemia, infecciones de vias respiratorias, del tracto urinario,
catéter y heridas quirargicas), del Hospital General Regional (HGR) No. 72 del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) de la zona norte del Edo. de México (Tlalnepantla).

Los mayor parte de las cepas aisladas en el presente estudio provind de adultos entre 40 y 80
afios, principalmente de pacientes con infeccion en vias urinarias (31%), heridas quirargicas
(14%) y secrecion bronquial (10%). Estos datos son semejantes a los descritos por
Gonzalez-Olvera et al., (2019) en un amplio estudio realizado en Durango, México, donde se
encontro que la mayoria de las cepas de P. aeruginosa estudiadas fueron aisladas de pacientes
con infecciones en herida (33%), infeccion en vias urinarias (30%) y secrecion bronquial
(12%); también son semejantes con lo reportado por Pedraza en 2020 en un estudio
desarrollado en Hidalgo, México, donde los principales diagnosticos de los pacientes infectados
(n=45) por P. aeruginosa fueron los de infecciones en vias urinarias (29%), heridas quirurgicas
(27%) y secrecion bronquial (20%). De manera similar, Zarate et al., (2021), en Peru analiz6 97
cepas de P. aeruginosa, donde también predominaron las cepas provenientes de pacientes con
infeccion en vias urinarias (17%), heridas quirtrgicas (11%) y secrecion bronquial (4%). En el
mismo afio, Costa-Junior et al, (2021) en Brasil, analizaron 64 cepas de P. aeruginosa
provenientes de secrecion bronquial (29%), infeccidn en vias urinarias (12%) y heridas

quirargicas (6%).

El hecho de que en éste estudio los pacientes con infecciones en vias urinarias, heridas
quirargicas y secrecion bronquial hayan sido los mas frecuentes puede deberse a que la mayor
parte de éste grupo fueron pacientes mayores, de una edad promedio entre 40 y 80 afios, muchos
de estos pacientes estaban inmunocomprometidos por algunas otras patologias como diabetes,
neumonia, peritonitis, gota, abscesos e insuficiencia renal y probablemente consumian tabaco y/o
alcohol de manera frecuente. En un estudio realizado en México se reportd que de los 45
pacientes infectados con P. aeruginosa, el 39% padecian comorbilidades como insuficiencia
renal con procedimiento de didlisis (Pedraza, 2020). Se ha descrito en un estudio realizado en
Inglaterra por Monso et al., (2003) que de 90 cepas aisladas de secrecion bronquial de pacientes

con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), 13% fueron positivas a P. aeruginosa y
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en la entrevista clinica, los pacientes declararon tabaquismo, alcoholismo, y pérdida de las
indicaciones en la toma del medicamento prescrito. Asi mismo, Murphy et al., (2008) en Estados
Unidos, analizaron cultivos de secrecion bronquial de 126 pacientes también con EPOC, de los
cuales 39 fueron positivos a P. aeruginosa. También, da Silva (2017) realiz6 en Brasil un amplio
estudio donde aislé 100 cepas de P. aeruginosa, y reportd que el 33% provenian de pacientes

inmunocomprometidos por cancer.

De acuerdo con Pedraza (2020), la permanencia hospitalaria, sobre todo en el area de cuidados
intensivos, influye en el desarrollo de enfermedades nosocomiales y en la complicacion del
diagnostico inicial por contaminacion cruzada con otras bacterias. De esta manera P. aeruginosa
es uno de los patdgenos mas peligrosos, por ser una bacteria oportunista y dificil de tratar debido
a la elevada resistencia propia de la especie a gran cantidad de antibioticos; por lo que es
recomendable realizar estudios antes de administrar algun antibidtico, para de esta manera
prescribir el tratamiento médico adecuado, que favorezca la recuperacion del paciente y la
prevencion de complicaciones como resultado de la multidrogo-resistencia de P. aeruginosa a
antimicrobianos de amplio espectro. El éxito del tratamiento médico depende de la prescripcion
correcta del antimicrobiano y en especial de la disciplina del paciente, por ejemplo Monso et
al., (2003) en un estudio realizado en 13 pacientes con EPOC infectados con P. aeruginosa en
pulmones, describié que la mayoria de ellos, no tomaron el medicamento prescrito de la forma

indicada.

9.2 Fenotipo de resistencia a los antibidticos

En este estudio se describié que la familias de antibidticos a los que las cepas presentaron una
mayor resistencia fueron a las quinolonas (96%), trimetoprim (96%), los betalactamicos (86%) y
los aminoglucosidos (63%), ésto discrepa de lo reportado por Ponce de Ledn (2018) en México,
donde analizaron 423 cepas de P. aeruginosa de pacientes infectados, y encontraron una
resistencia del 20% a quinolonas y del 22% a antibidticos betalactdmicos. Un afio después,
también en Meéxico (Gonzédlez-Olvera et al, 2019), en el cual se analizaron 92 cepas
hospitalarias de P. aeruginosa, describieron una resistencia del 40% a trimetoprim, 22% a
quinolonas, del 14% a betalactdmicos y del 13% a aminoglucésidos. También, en 2020 en
Meéxico, Pedraza reportd a partir de un estudio donde analizé 45 cepas de P. aeruginosa, que el
33% de las cepas fue resistente a quinolonas, el 55% a antibidticos betalactamicos y el 31% a

aminoglucésidos. En 2021, en México se analizaron 330 cepas de P. aeruginosa, y reportaron
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una resistencia del 51% a betalactdmicos (Guajardo-Lara et al, 2021). En los estudios
mencionados se encuentra una diferencia de casi el 50% en comparacion con el presente estudio,
ésto puede deberse a que P. aeruginosa es un bacteria con una gran cantidad de mecanismos de
resistencia a los antibidticos, como lo describe Mandsberg ef al., (2009), donde menciona que P.
aeruginosa es capaz de sobreexpresar la produccion de bombas de flujo, de betalactamasas y de

enzimas que inactivan los antibioticos.

En este estudio la mayoria de las cepas de P aeruginosa analizadas fue PDR
(pandrogo-resistentes; 44%) y XDR (extensamente drogo-resistentes; 38%), principalmente a
las familias de antibidticos betalactamicos, quinolonas, trimetoprim y sulfonamidas, anfenicoles
(cloranfenicol) y aminoglucosidos (netilmicina), lo que puede deberse a que en el sector salud de
nuestro pais, estos son los antibidticos que se utilizan con relativa frecuencia para tratar las
infecciones contra bacterias Gram-negativas, lo que ha conducido con el tiempo a la seleccion de
cepas multidrogo-resistentes. Se ha descrito que la resistencia a los antibidticos en P
aeruginosa se ha incrementado considerablemente, lo que ha complicado la recuperacion de los

pacientes (Monso et al., 2003).

9.3 Frecuencia de los genes de resistencia a los antibioticos

Los genes de resistencia a antibidticos con mayor frecuencia detectados entre las cepas fueron
aadAl (aminoglucosidos) en un 93%, sull (sulfametoxazol) en un 76% y gnr (quinolonas) en un
65%. La frecuencia del gen aadAl detectada en las cepas en este estudio coincide con lo
descrito en China, en 98 cepas de P. aeruginosa, donde el 78% de las cepas fue portadora de
aadAl, mientras que los genes caty bla se encontraron en menor porcentaje (Gu et al., 2007).
De manera similar en Espaia, se analizaron 60 cepas de P. aeruginosa y se encontré la presencia
del gen sull en un 67%, también reportaron la presencia del gen aac(3)la en menor porcentaje
(Estep et al., 2016), lo cual coincide con el presente estudio, sin embargo, la frecuencia de la

variante del gen aadAlh fue menor con respecto a la descrita en el presente estudio.

Por otro lado, la elevada frecuencia del gen grn (76%) reportada en este estudio es superior al
23%, descrita en Pakistan, en un estudio realizado en 83 cepas de P. aeruginosa provenientes de
pacientes quemados (Rafiq ef al, 2019). Esta discrepancia de porcentajes puede deberse a la
alta movilidad genética de este gen, el cual es transmitido de manera horizontal mediante

plasmidos.
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Uno de los genes de resistencia con menor frecuencia en las cepas estudiadas en este trabajo fue
blag;, (betalactimico) en un 23%, lo cual coincide con lo descrito en un estudio realizado en
Brasil en 2021 en 64 cepas de P. aeruginosa, donde la frecuencia del gen bla, y de sus 5

variantes, fue del 19% (Costa-Junior ef al., 2021).

P aeruginosa tiene uno de los genomas bacterianos mas grandes y posee una variedad
significativa de genes de resistencia a antibioticos adquiridos por transferencia horizontal, que la
selecciona como una especie multidrogo-resistente (MDR). En este estudio se detectaron entre
las cepas 72 patrones diferentes de asociacion de los genes de resistencia a los antibidticos,
dentro de los cuales los patrones con mayor numero de cepas fueron el no. 72
(aadAl/aac(3)IV/sull/dfrA1/qrn) con seis cepas, seguido por el No. 71 (aadAl/sull/qrn) con
cinco cepas y por el no. 70 (aadAl/aac(3)IV/sull) con cuatro cepas (tabla 5). La elevada
frecuencia de los diferentes patrones del genotipo de resistencia antimicrobiana detectada en las
cepas en este estudio pone de manifiesto la dificultad de los médicos para tratar las infecciones
hospitalarias contra este importante patdgeno, por lo que es importante mejorar los esquemas de

tratamiento que ayuden a mejorar la salud de los pacientes.

Debido a la elevada MDR que posee P. aeruginosa, varios grupos de investigadores han
desarrollado vacunas para prevenir infecciones por P. aeruginosa dirigidas a lipopolisacaridos
(LPS), flagelos, alginatos, proteinas de la membrana externa (OMP) y proteinas del sistema de

secrecion tipo IIT (T3SS), con el proposito de disminuir las tasas de morbilidad y de mortalidad.

42 de 48



10. Conclusiones

1

En este estudio P. aeruginosa fue asociado con mayor frecuencia a las infecciones en

vias urinarias.

La mayoria de las cepas fue multidrogo-resistente, principalmente a los betalactdmicos,

quinolonas, sulfonamida/trimetoprim, cloranfenicol y netilmicina.
Se encontrdé una amplia distribucion del genotipo de resistencia a los antimicrobianos
entre las cepas, siendo los mas frecuentes los que codifican para resistencia a

estreptomicina (aadA 1), sulfonamida (sul/l) y quinolonas (gnr).

Se detectaron diferentes patrones de asociacion del genotipo de resistencia a los

antibioticos, principalmente entre las cepas causantes de infecciones de las vias urinarias.
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