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RESUMEN

La emergencia de cepas hospitalarias de Pseudomonas aeruginosa hipervirulentas y
multidrogo-resistentes es un serio problema de salud que incrementa los indices de
mortalidad, sobre todo en los pacientes inmunocomprometidos. Los objetivos de este
estudio fueron determinar el fenotipo de resistencia a los antibidticos en cepas
hospitalarias de P. aeruginosa, asi como establecer molecularmente la frecuencia de los
genes que codifican para las proteinas de membrana externa (oprL y oprl), el gen malato
deshidrogenasa (mdh), y su asociacién con el integrén de clase 2 (Int2). Las cepas de P.
aeruginosa fueron identificadas por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) mediante amplificacion del gen 16rRNA. La determinacion de la susceptibilidad
y/o resistencia a los antibidticos en las cepas se realizé por el método de Kirby-Bauer.
Los genes oprL, oprl, mdh e int2 fueron identificadas por PCR. El 98% de las cepas fue
resistente a carbenicilina, 97% a la ampicilina, cefalotina y trimetoprim/sulfametoxazol,
en cada caso, 96% a nitrofurantoina, 91% a cloranfenicol, 89% a cefotaxima, 86% a
netilmicina, 53% a la amikacina, 51 % a norfloxacina, 50% a gentamicina y 49% a
ciprofloxacina. Los genes oprL y oprl fueron identificados en el 100% de las cepas,
mdh en el 95% vy el gen int2 en el 12%.

La elevada multidrogo-resistencia detectada en las cepas hospitalarias de P. aeruginosa,
asociada a la alta frecuencia de los marcadores de virulencia, son factores que favorecen
la mortalidad de los pacientes infectados, por lo que es importante mejorar los esquemas

de tratamiento médico contra este importante patégeno.



INTRODUCCION

El género de Pseudomonas fue descrito por primera vez en el siglo XIX por Walter
Migula, mientras que la especie aeruginosa fue descrito por Schrgeter en 1872,
haciendo alusion al color cobre oxidado, verde-azulado en ciertos medios de cultivo
(Paz et al., 2019). Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aerobia
facultativa, no formadora de esporas, tiene forma de bacilo, con aproximadamente 0.5
K de ancho y 1.5-5 p de largo (Figura 1) y presenta un flagelo polar. P. aeruginosa
presenta un gran ndmero de vias metabolicas y genes reguladores que le permite
adaptarse a diversas condiciones ambientales y carencias nutricionales (Wu et al.,
2015). Tiene la capacidad de crecer en temperaturas desde 20°C a 43°C. Se caracteriza
por formar parte de un grupo no fermentador y poder utilizar fuentes de carbono, acetato
y amoniaco, obteniendo energia mediante la oxidacion de azlcares (Paz et al., 2019;
Callico et al., 2004). Para la respiracion celular y su sobrevivencia bacteriana P.
aeruginosa, utiliza el enzima malato deshidrogenasa, favoreciendo su multiplicacion
(Minarik et al., 2002). Produce un pigmento Ilamado piocianina, no fluorescente, azul-
verdoso que tiene efectos citopaticos en células de mamiferos (Figura 2), ademas de
producir otro pigmento llamado pioverdina el cual actia como sideréforo, que presenta

una afinidad por la captacion de hierro (Fe**) (Ruiz, 2007).

Figura 1. P. aeruginosa observada al microscopio optico. Foto tomada en el laboratorio
de Analisis Clinicos, CUSI, FES lztacala.



Figura 2. Cepa de P. aeruginosa aislada de un paciente del Hospital General Regional
No. 72 (IMSS) en agar Cetrimida. Foto tomada en el laboratorio de Analisis Clinicos de
la CUSI, FES lztacala.

El genoma de P. aeruginosa contiene 6,26 mbp (que codifican 5,567 genes) (Lambert,
2002) y su complemento genético incluye de 10,000 a 40,000 genes adicionales. El
genoma de P. aeruginosa se recombina frecuentemente con genomas de cepas no
relacionadas, favoreciendo su diversidad (Parkins et al., 2018; Mielko et al., 2019). P.
aeruginosa presenta numerosas modificaciones genéticas en su genoma en donde
acumula una mediana de 3 SNP (polimorfismo de nucleétido Gnico) por afio, que varia
entre 0.5y 14 SNP por afio y deleciones (indels) que oscilan entre 0.4 y 2.7 indels por afio
(0.1 a 0.28 indels por SNP) (Camus et al., 2021). Su versatilidad adaptativa se ve
beneficiada por las islas genémicas y profagos que posee, que les da la capacidad de
establecerse in vivo (Camus et al., 2021).

Patogenicidad

P. aeruginosa es considerada una bacteria oportunista, y un patégeno importante a nivel
hospitalario, causantes de maltiples infecciones nosocomiales (Paz et al., 2019), entre las
que se encuentran bacteriemias, neumonias, infecciones del tracto urinario e infecciones
quirargicas, principalmente en los pacientes inmunocomprometidos por quemaduras,
VIH, cancer, portadores de catéteres, nebulizadores, humidificadores, cirugias de hueso,



trasplantes de 6rganos, fibrosis quistica (FQ) y/o enfermedades pulmonares (Panmanee et
al., 2008; Gross et al., 2014; Paz et al., 2019; Mielko et al., 2019; Bush et al., 2022). P.
aeruginosa es considerado como el quinto patégeno mas frecuente de las infecciones en
general a nivel mundial, la segunda causa de neumonia nosocomial, la tercera causa de
infecciones urinarias, el cuarto de infecciones de sitio quirargico y el séptimo responsable
de septicemias (Paz et al., 2019). También es la segunda bacteria aislada con mayor
frecuencia de las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS) de la Red de
Vigilancia Epidemiolédgica Hospitalaria (RHOVE), México (Direccion General de
Epidemiologia, 2023). Y es catalogada como una bacteria ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), debido a su gran resistencia a los
antibioticos de amplio espectro, complicando los tratamientos para combatir las
infecciones por este patdgeno (Pérez, 2020). P. aeruginosa ha sido descrita en la lista
prioritaria de los patogenos bacterianos de situacion "critica” por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) (Jurado et al., 2021).

Factores de virulencia

Tiene diversos factores de virulencia que le permiten invadir al hospedero y ayudarle a
protegerse de los mecanismos de accion de los antibidticos, a través del flagelo y pili tipo
IV, que se encuentran en la superficie de la bacteria, las cuales son estructuras que le
permiten invadir al hospedero, les proporciona motilidad, favorecen la adhesion dentro
del organismo, lo que le permite colonizar diferentes superficies (Marqués, 2016; Jurado
et al., 2021). A demaés, posee genes de adhesion como, (pilA, ndvB) que codifican
proteinas de adhesidn, involucradas en la formacion de biopeliculas que protege a la
comunidad de la fagocitosis y contra la accion de los antibioticos (Paz et al., 2019; (Figura

3)).

Deteccion de quérum
La deteccion del quérum sensing (QS) es un sistema de comunicacion entre las células,
puede utilizar multiples vias de traduccion de sefiales para coordinar comportamientos

colectivos para beneficio de las colonias bacterias y su supervivencia y adaptacion (Thi et



al., 2020) El QS regula el ajuste metabdlico, tolerancia al estrés y la regulacion de
expresion de genes especificos, mediante la produccion secrecion y acumulacion de
moléculas de sefializacidén conocidas como (Als) (Thi et al., 2020; Coutifio et al., 2023;
Hernandez, 2022). En P. aeruginosa existen cuatro vias diferentes en los circuitos de QS,
Las, Rhl, 1QS y PQS. El sistema LasR y Lasl controla la produccion de elastasas, las
cuales generan dafio tisular del hospedero. Ademas de que intervienen la formacién de
biopeliculas mucoides y degradacion de proteinas de la barrera defensiva del hospedero
(Weiy Ma, 2013; Ldpez y Castafieda, 2022).
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Figura 3. Esquema de factores de virulencia de P. aeruginosa. (a) Formacion de
biopeliculas y la composicidén su matriz extracelular; (b ) Los principales sistemas de
deteccion de quérum (QS); (¢ ) Flagelinas en la estructura flagelar; (d) Sideréforo de
pioverdina como un sistema de absorcion de hierro; (e ) Pili tipo 4; (f) Lipopolisacarido
y proteinas de la membrana externa; (g ) El sistema de secrecion tipo 11l (T3SS) y sus
efectores principales; (h) El sistema de secrecion tipo VI (T6SS); (i) el sistema de
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secrecion tipo Il (T2SS) y los compuestos que libera al medio extracelular. (Jurado et al.,
2021).

Biopelicula de P. aeruginosa

Las biopeliculas de P. aeruginosa tienen un papel muy importante en la patogénesis, las
cuales se forman gracias al aumento de un compuesto “monofosfato de guanosina
dimérico bis-(3"-5)-ciclico (c-di-GMP)” que actia como segundo mensajero en la
traduccion de sefiales en las bacterias (Weiy Ma, 2013). Las biopeliculas de P. aeruginosa
son robustas y multifactoriales, resistentes a los antibidticos y a la respuesta del sistema
inmune del hospedero ocasionando infecciones crénicas por la biosintesis de adhesinas y
exopolisacaridos (EPS), y pueda pasar de crecimiento movil a vida sésil asociada (Jurado
et al., 2021). La formacion de biopeliculas le permite adherirse a la superficie del
hospedero. Las cepas compuestas por una matriz de polisacarido codificada por los
operones pel, psl y alg son los encargados de la biosintesis de polisacarido extracelular
importantes en las interacciones de célula-célulay superficie-celular durante la formacién
y el mantenimiento de la estructura de la biopelicula. Las bacterias que se encuentran
dentro de una biopelicula tienen la capacidad de escapar de las respuestas inmunes del
hospedero y resistir los tratamientos antimicrobianos hasta 1000 veces mas (Thi et al.,
2020).

Proteinas de membrana externa (OMP)

P. aeruginosa tiene una membrana externa de tipo bicapa asimétrica que le confiere la
capacidad de restringir la entrada de compuestos perjudiciales con una cara externa de
lipopolisacaridos con 300 proteinas (OMP) y una cara interna de fosfolipidos (Jurado et
al., 2021). Esta bacteria posee lipopolisacaridos (LPS) involucrados en el dafio tisular del
hospedero, ayudandole a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la
formacion de geles en las células epiteliales en vias respiratorias, aumentando la
permeabilidad paracelular epitelial de vias respiratorias, activando una cascada de
transduccion de sefiales que inicia la expresion de citocinas proinflamatorias: como: TNF-
a (Factor de Necrosis Tumoral alfa), IL-1(Interleucina 1) y el IFN-y (Interferén gamma)
(Remans et al., 2010).
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Los genes oprL y oprl que codifican para las proteinas de membrana externa, los cuales
tienen un papel importante en la invaginacion de la membrana externa durante la division
celular, le ayudan a mantener la integridad y estabilidad de la membrana externa de la
bacteria (Fajardi et al., 2016; Park et al., 2017; Elmouaden et al., 2019). El gen oprl
codifica la lipoproteina | de la membrana externa, mientras que el gen oprL codifica para
la proteina asociada a peptidoglucano y que se ha asociado especificamente para la
identificacion filogenética de las cepas de P. aeruginosa, ademas de que el gen oprL
contribuye a la proteccion de la bacteria frente al estrés oxidativo (Panmanee et al., 2008;
Remans et al., 2010; Newman et al., 2017; Panmanee et al., 2008).

Sistemas de secrecion

Tiene cinco sistemas de secrecion de proteinas, las cuales secretan toxinas y enzimas
hidroliticas, afectando al hospedero. Los sistemas de secrecion tipo 1y V (T1SS y T5SS)
son las vias simples y liberan productos al medio extracelular; el tipo I libera la alcalina
proteasa (apr) que interfiere con la activacion del complemento, el tipo 1l (T2SS), libera
una amplia diversidad de hemoproteinas. Y el mas virulento, ya que aumenta la gravedad
de la infeccion, es el tipo de secrecion tipo 111 (T3SS) el cual es usado para desactivar y
destruir el sistema inmunoldgico del hospedero conformado por cuatro genes de
exoenzimas; los genes efectores (exoT, exoY, exoS y exoU), la exotoxina A (toxA) y la
neuraminidasa (nanl) (Jurado et al., 2021). El gen exoU es una citotoxina que esta
asociada a lesiones pulmonares, sepsis y la mortalidad. La actividad de los genes que
codifican para las fosfolipasas (plcH y plcN) con actividad hemolitica y no hemolitica
provocan lisis de eritrocitos respectivamente, y fosfolipasa A2 que destruye la membrana
de la célula hospedero, ocasionando muerte celular (apoptosis) (Pefia et al., 2015).

Resistencia a los antibioticos

El primer antibidtico fue descrito por Alexander Fleming en 1928, por casualidad al
cultivar un hongo (Penicillium notatum), que no permitia el crecimiento bacteriano de
colonias de una bacteria patdgena (Staphylococcus aureus), debido a que este hongo
producia una sustancia que le permitia lisar a la bacteria, la cual llamé penicilina. Los
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antibioticos a los largo de la historia han sido un tratamiento para diversas infecciones que
causan gran mortalidad, por lo que desde los afios 40 ha ayudado a disminuir la mortalidad
y morbilidad de la gente, pensando que las enfermedades por microorganismos
desaparecerian, sin embargo rapidamente comenzaron los reportes de resistencia de los
antibioticos por parte de las bacterias, progresando de tal manera que la multidrogo-
resistencia de bacterias ocurre en los antibioticos de facil acceso (Tabla 1, Figura 4), hasta
los antibidticos de uso restrictivo en hospitales (Balda, y Palacios, 2022).

Familia Antibidticos | Mecanismo de accidn Referencia

B-lactamicos Ampicilina, Inhibicion de las fases Clavo y Martinez
Cefalotina, finales de la sintesis del | 2009.
Carbenicilina, peptidoglucano.
Cefotaxima.

Aminoglucosidos Netilmicina, Inhibicion de la sintesis
Amikacina proteica en la subunidad
Gentamicina. 30S del ribosoma.

Anfenicoles Cloranfenicol Inhibicién de la sintesis

proteica en la subunidad

50S.
Fluoroquinolonas Norfloxacina, Alteracion del metabolisma
Ciprofloxacina. | o la estructura de los acidos
nucleicos
Nitrofuranos Nitrofurantoina Interferir en la sintesis

proteica del ribosoma 30S
bloqueando el
reconocimiento del codon-

anticodon.

Sulfanomidas Trimetropim/Sulfa| Bloqueo de la sintesis d

metoxazol acido folico.

Tabla 1. Antibioticos y su mecanismo de accion.
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Figura 4. Antibiograma de P. aeruginosa por el método de Kirby- Bauer de 12
antibidticos. Tomada del laboratorio de Anélisis Clinicos, CUSI, FESI.

Mecanismo de resistencia a los antibidticos

P. aeruginosa posee sus mecanismos que le confieren resistencia a los antibioticos de
forma intrinseca y la facultad de adquirir de manera exdgena (adquirida) otros
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Mielko et al, 2019). Este patdégeno
puede desarrollar diferentes mecanismos de resistencia a los antimicrobianos gracias a su
genoma compuesto por una parte conservada llamada “core genome”, encargada de la
produccidn de los sistemas de transporte y la captacion de nutrientes mediante enzimas,
ademas de la gran cantidad de genes que codifican proteinas de la membrana externa,
genes que codifican proteinas de adhesion, motilidad y expulsién de los antibidticos, asi
como otros factores de virulencia. Posee también un “genoma accesorio” compuesto por
componentes extracromosomicos; como plasmidos y DNA insertado en el cromosoma
por locus, encargados de la diversidad genética y codificar proteinas para su adaptacion.
Este genoma es adquirido mediante mecanismos genéticos de transferencia horizontal,
conjuntamente con los genes que le confieren componentes extras en el desarrollo de
resistencias a los antibidticos (Luchorro, 2020).
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Entre los mecanismos de resistencia intrinsecos de P. aeruginosa, destacan los sistemas
de bombas de eflujo a multi-drogas, la baja permeabilidad de la membrana externa y las
enzimas AmpC que inactivan los antibioticos betalactamicos (Pang et al., 2019), mientras
que la resistencia adquirida ocurre por la transferencia horizontal de otros genes de
resistencia a los antibi6ticos mediante plasmidos, transposones e integrones (Khosravi et
al., 2017), que incluyen genes de resistencia a los aminoglucdsidos, betalactamasas de
espectro extendido (ESBL), y las metalobetalactamasas (MBL) (Amirkamali et al., 2017;
Liew et al., 2018). Las bacterias P. aeruginosa son consideradas como multidrogo-
resistentes cuando son resistentes de 1 a 3 familias de antibioticos y pandrogo-resistentes
(PDR) si son resistentes a todos los antibi6ticos listados (Jiménez et al., 2019).

Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo, también conocidas como “bombas de expulsion de multiples
farmacos” son proteinas transmembranales, donde extraen los farmacos, y tienen
diferentes tipos de accion (Carmona, 2022). Se clasifican en seis familias dependiendo
la homologia de la secuencia de los aminoacidos y estructuras secundarias. La primera
superfamilia (ABC), donde sus transportadores activos dependen de la captacion de
energia de hidrolisis de ATP; la familia de facilitadores principales (MFS); la familia
encargada de la expulsion de toxinas y diversos farmacos (MATE); la superfamilia de
resistencia de nodulacién y la divisién celular (RND); la familia pequefia de resistencia
a multiples farmacos (SMR), que presenta una pequefia extension de la familia de eflujo
de compuestos proteobacterianos (PACE). Las bombas de eflujo pueden transportar
toxinas y aumentar los factores de virulencia de la bacteria, ademas de facilitar la
comunicacion de una célula a otra célula la formacion de biopeliculas protectoras para
la bacteria (Carmona, 2022; Marchetti, et al., 2011).

Cambios de la permeabilidad en la membrana externa
Las bacterias llegan a generar cambios en su bicapa lipidica, provocando

modificaciones en la permeabilidad de la membrana, esto ocurre por cambios mediados

por las porinas que posee la bacteria (Hernandez, 2020). Las porinas son canales
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proteicos que regulan la entrada de moléculas hidrofilicas y transporte de agua a la
membrana externa (Bolivar et al., 2021). Estas modificaciones en la permeabilidad de
la membrana restringen o retardan la entrada a los antibidticos, como betalactamicos,
aminoglucosidos, tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas (Diaz, 2021). De las
diferentes porinas que se encuentran en P. aeruginosa es la (OprF), esta porina es la
maés abundante las cuales se encargan de la difusion de moléculas hidrofilicas, ademas
de que media la adhesion de las bacterias a las células del hospedero, puede participar
en la formacion de biopeliculas anaerobias debido a una regulacion de c-di-GMP
(Jurado et al., 2021). También posee la porina especifica OprD que no permite la
entrada de los carbapenems al espacio periplasmatico. Asi como otras porinas
especificas (OprB, OprP, OprO) especificas de glucosa, fosfato, polifosfato.
(Hernandez, 2020; Diaz, 2021).

Enzimas B-lactamasas inactivadoras de los antibidticos

Las enzimas Amp-C son enzimas serin-betalactamasas producidas por bacterias Gram
negativas no fermentadoras como P. aeruginosa, con espectro de accién hidrolitica las
cuales tienen la capacidad de inhibir el &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam,
evitando el rompimiento de la pared bacteriana (Rivera et al., 2022). EI gen ampC
codifica para estas enzimas y ademas esta relacionado con el reciclaje del
peptidoglicano (Figura 5). Los betalactdmicos inducen una produccién de la enzima
AmpC, ocasionando un incremento en la concentracion citoplasmatica de los productos
1,6 amp. Las cepas productoras de AmpC, con ayuda del sistema represor y las
mutaciones asociadas al gen ampR y ampD dan origen a una hiperproduccion, conocido
como derrepresion. Esta derrepresion puede ser total o parcial, donde los que presentan
una derrepresion parcial expresan un incremento moderado del AmpC, mientras que los
que presentan un derrepesion total expresan niveles altos de AmpC, por tanto, cepas
con AmpC natural cromosomico inducible como P. aeruginosa pierden el fenotipo de
induccidn y la producen constitutivamente (Rojas y Del Valle, 2009). Las cepas con
derrepresion o hiperproductoras de AmpC presentan resistencia a todas las penicilinas,

las combinaciones inhibidoras de [-lactamasas, cefalosporinas de 1ra, 2da y 3ra

16



generacion, cefamicinas y monobactamicos (Rojas y Del Valle, 2009; Lepe y Martinez
2022). Mientras que las cepas con mecanismos de pérdidas de porinas, beta lactamasas
de espectro extendido (BLEE), y carbapenemasas, entre otros, pueden presentar
resistencia a las cefalosporinas de 4ta generacion y a los carbapenémicos. (Rojas y Del
Valle, 2009).
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Figura 5. Sistema de expresion y represion del gen ampC (Rojas y Del Valle, 2009).

Integrones

Los integrones son genes ubicados en los plasmidos y transposones, responsables de la
captura y expresion de genes exdgenos; estos plasmidos adquiridos por transferencia
horizontal de genes, por medio de los mecanismos de transformacion, transduccion y/o
conjugaciéon (Sabbagh et al., 2021) asociados a la resistencia de los antibioticos,
permitiéndoles ir evolucionando (Menacho, 2022). Existen varios tipos de integrones int
que estan asociados a cassettes de los genes de resistencia a los antibioticos, entre ellos
estan genes (intl1, intl2 e intl3) estos elementos constan de tres componentes esenciales,
el intl que codifica para el gen de la integrasa (Figura 6), y le permite la expresion de
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casetes génicos insertados, como attl que codifica para el sitio de union y la regién
promotora, que le ayuda a la integracion de los casetes (Ruiz, 2007; Yalda et al., 2021).
Poseen dos segmentos conservados, 5°-CS y 3°-CS separados por una regién variable
donde se encuentran los sitios de casetes de genes. Los integrones clase 2 estan incluidos
en la familia de transposones Tn7 y sus derivados (Tn1825, Tn1826 y Tn4132). Se han
identificado sesenta casetes géenicos asociados a la resistencia de antibioticos (Ruiz, 2007).
El integron clase 2 (int2) codifica una resistencia a Trimetoprim/Sulfametoxazol,
Estreptomicina, Betalactamicos Aminoglucoésidos y Cloranfenicol (Sabaté y Prats, 2002;
Ruiz, 2007).
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Cassette insertado

| I
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Segmento conservado 57 Segmento conservado 37
Figura 6. Estructura general de los integrones clase 1. Las flechas indican la orientacion
de latranscripcion de P, P1, P2y la orientacion y posicion de los promotores (Ruiz, 2007).
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JUSTIFICACION

En México ha sido muy escasa la investigacion del analisis molecular de la virulencia y
de la resistencia antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa, por lo que el presente
estudio transversal contribuira en establecer la frecuencia de los genes que codifican para
las proteinas de membrana externa, y el gen del enzima malato deshidrogenasa asociados
al integron clase 2 en P. aeruginosa de origen hospitalario.
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ANTECEDENTES

Alcantar y colaboradores en el 2023 analizaron 115 cepas aisladas de pacientes con
diferentes diagndsticos, como bacteriemias nosocomiales, enfermedades respiratorias,
diferentes infecciones causadas por bacterias del grupo ESKAPE (como P. aeruginosa)
en el Hospital General de México (HGM) Dr. Eduardo Liceaga desde 2020 hasta enero
del 2021, con una incidencia del 23% de P. aeruginosa, y con una tasa de mortalidad
del 42% (11/26) en pacientes sin COVID-19 y 44% (8/18) en pacientes con COVID-
19.

En el 2018 Castarieda describié que los porcentajes mas elevados de resistencia a los
antibioticos encontrados en un grupo de 158 cepas de P. aeruginosa relacionados al
grupo ST309, procedentes de tres hospitales de la Ciudad de México, y asociados a
septicemias neonatales, fibrosis quistica y enfermedades nosocomiales, fueron para
Piperacilina /tazobactam (AUG) 90%, ceftriaxona (CRO) 88% Yy tigeciclina (TGC)
88.6% y Trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) 89.2%.

Chand y cols. en el afio 2021 analizaron 87 cepas aisladas de pacientes del Hospital
Publico del Nepal procedentes de muestras de orina, pacientes ambulatorios, de edades
de 60 a 79 afos (n=36; 41.3%), con mayor incidencia en hombres (n=56; 64.3%) que
en mujeres (n=31; 35.6%); de los cuales el 43.6% (n=38) de las cepas fueron
multidrogo-resistentes (MDR), con una frecuencia para oprL del 100%, mientras que el
95.4% de las cepas fue portadora del gen toxA.

Yalda y colaboradores en el 2021 estudiaron en el Hospital Nemazee del Suroeste de
Iran 75 cepas de P. aeruginosa pertenecientes a pacientes con infecciones del tracto
urinario, infeccion del tracto respiratorio, infeccion ocular, infeccion del torrente
sanguineo, infeccidn de piel, infeccion abdominal y tejidos blandos de los cuales el 20%
(15/75) de las cepas fue positiva para los integrones de clase 2, 64% de frecuencia del
integron clase 1.

En el afio 2017, Ullah y cols. analizaron 54 cepas de P. aeruginosa productores de 3-
lactamasas aisladas en Pakistan, en muestras de pus, sangre, orina, esputo y heridas.
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Estos autores detectaron en las cepas una frecuencia del 40.7% (n= 22) del gen oprl y
el 29.6% (n= 16) del gen oprL.

En diferentes hospitales de Teheran, Iran en el afio 2016 Goudarzi y cols. aislaron 140
cepas de P. aeruginosa, de las cuales el 59.3% (n=83) fueron hombres y el 40.7%
(n=57) mujeres. La edad media fue de 48.9 afios. Entre las 140 cepas aisladas, el 65%
(n=91) fueron multidrogo-resistentes, y los integrones de clase 1y 2 fueron detectados
en el 70% de las cepas (n=98). El gen dominante fue el integrén de clase 1 con el 67.3%
(n=66) de las cepas, seguido del integrén de clase 2 (int-2) con el 32.7% (n=32),
mientras que la coexistencia de los integrones de clase 1 y 2 fue detectada en el 12.2%
(n=12) aislamientos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la frecuencia de los genes que codifican para las proteinas de membrana
externa, y el gen de malato deshidrogenasa, asociados al integron clase 2 en cepas de P.
aeruginosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

° Determinar la frecuencia de P. aeruginosa asociada con el origen clinico de los
pacientes estudiados.

° Determinar la resistencia a los antibiéticos por el método de Kirby-Bauer.
° Identificar la prevalencia de los genes oprL, oprl y mdh.
° Determinar la frecuencia del integrén clase 2 (Int-2) en las cepas.

22



METODOLOGIA

Obtencion de las cepas de pacientes con diferentes procesos infecciosos

Se analizaron 100 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes del Hospital General
Regional No. 72 (IMSS) con diversos diagnosticos y de distintos procesos infecciosos,
como urocultivos, heridas quirargicas, hemocultivos, secrecion bronquial, etc. Las cepas
se sembraron en el medio agar cetrimida para el aislamiento selectivo de P. aeruginosa y
se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Extraccion de DNA bacteriano

A partir del crecimiento de cada una de las cepas en agar cetrimida por 24 h, se tomaron
por medio de un asa estéril varias colonias y se depositaron en un tubo de rosca de 16 x
150 con 2 mL de agua desionizada estéril, las bacterias se resuspendieron mediante la
agitacion en un vortex durante 20 seg, posteriormente los tubos se llevaran a ebullicién
durante 20 min, e inmediatamente se incubaron en hielo por 10 minutos. El sobrenadante
se depositd en un tubo Eppendorf nuevo y estéril y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10
min. El sobrenadante que contiene el DNA bacteriano se depositd en un tubo Eppendorf,
se etiquetaron y se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion para realizar la PCR
(Paniagua et al., 2020).

Determinacion de la Resistencia a los Antibiéticos

La resistencia a los antibidticos en las cepas de P. aeruginosa se realizd por el método de
Kirby-Bauer. Para lo cual cada una de las cepas fueron sembradas mediante hisopos
estériles en la totalidad del Agar Mueller-Hinton (MH) y se les coloc un sensidisco con
los 12 antibidticos para evaluar; Ampicilina, Carbenicilina, Cefalotina, Cefotaxima,
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Nitrofurantoina, Amikacina, Gentamicina, Netilmicina,
Norfloxacina y Trimetoprim/Sulfametoxazol; las cajas se incubaron a 37°C por 24 h.
Finalmente se determind la sensibilidad del antibiético midiendo los halos de inhibicion
con un vernier. Las cepas se clasificaron como susceptibles y/o resistentes de acuerdo
con los criterios establecidos por el fabricante (Multibac 1.D., México; Tabla 2).
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Sensible = en
mm)

Antibidtico Concentracion (mcg) Resistente (Halo <
en mm)

AM 10 - -
100 = -
30 14 18
30 14 23
5 15 21
10 12 17
300 14 17
30 14 17
10 12 15
30 12 15
30 12 18
25 10 16

Tabla 2. Criterios de susceptibilidad de los antibidticos.

Identificacion de P. aeruginosa por PCR punto final

Las cepas de P. aeruginosa fueron identificadas por PCR de punto final mediante la
amplificacion del gen 16S rDNA (Tabla 7; Kaszab et al., 2011). El volumen final por
mezcla de reaccion fue de 15 pl; 6 pL de Master Mix RED (AMPLIQON); 1pL del
oligonucledtido forward (10 pmol); 1 uL del oligonucle6tido reverse (10 pmol; Tabla
1)), 4uL de H20 libre de nucleasas; y 3 uL de DNA molde. Como control positivo se
utilizé la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. Las condiciones de amplificacion se
observan en la (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones para la ampliacion del gen 16S rDNA.
Al B A2 C D E
PCR 95°C; 2:00 min 25ciclos 94°C;25s 58°C;40s 72°C;40s 72°C; 1:00 min

Al: Desnaturalizacién inicial; B: Ciclos; Al: Segunda desnaturalizacién; C: Alineacion;
D: Extension; E: Extension final (Kaszab et al., 2011).
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Deteccion de los genes de membrana externa por PCR de punto final

La deteccion de los genes que codifican para las proteinas de membrana externa; oprl
y oprL (Tabla 7) se realiz6 por PCR de punto final (Gholami et al., 2016). El volumen
final por mezcla de reaccion fue de 15 pl; 6 uL de Master Mix RED (AMPLIQON);
1uL del oligonucledtido forward (10 pmol); 1 pL del oligonucledtido reverse
(especificos en cada gen), 4pL de H20 libre de nucleasas; y 3 uL de DNA molde. Las
condiciones de amplificacion se observan en la (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones para la ampliacién de los genes oprL y oprl.
Al B A2 C D E
PCR 94°C; 4:00 min 35ciclos 94°C;45s 57°C; 1:00 min 72°C; 1:00 min 72°C;30s

Al: Desnaturalizacion inicial; B: Ciclos; Al: Segunda desnaturalizacion; C: Alineacion;
D: Extension; E: Extension final (Gholami et al., 2016).

Deteccion por PCR de punto final del gen asociado a la resistencia en P. aeruginosa

La deteccion del gen de resistencia (integron de clase 2; Tabla 7) de P. aeruginosa fue
identificado por PCR de punto final conforme a lo descrito previamente (Yalda et al.,
2021). El volumen final por mezcla de reaccion fue de 15 ul; 6 uL de Master Mix RED
(AMPLIQON); 1uL del oligonucleotido forward (10 pmol); 1 pL del oligonucleétido
reverse (especificos en cada gen), 4uL de H2O libre de nucleasas; y 3 pL de DNA molde.
Las condiciones de amplificacion se observan en las (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones para la ampliacion del gen Int2.
Al B A2 C D E
PCR 94°C; 5:00 min 30 ciclos 94°C; 60s 57°C; 1:00 min 72°C; 2:00 min 72°C; 10:00 min
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Al: Desnaturalizacion inicial; B: Ciclos; Al: Segunda desnaturalizacion; C: Alineacion;
D: Extension; E: Extension final (Yalda et al., 2021).

Electroforesis en gel de agarosa y lectura de amplicones de genes

Después de la amplificacion del DNA se realizo la electroforesis en geles de agarosa.
Para lo cual se colocaron 5 pL de los amplicones en cada pozo del gel de agarosa al 2%,
tefiido con 4 pL de colorante fluorescente ‘Midori Green Green Advance DNA Stain’
que permite la observacion de las bandas con luz ultravioleta. Los geles se colocaron
dentro de la camara de electroforesis en buffer Tris-borato (TBE) 1X que conduce la
corriente eléctrica desde la carga negativa a la positiva. Las condiciones fueron de 120
volts, 94 miliampers, durante 40 min. Posteriormente, los geles se visualizaron en el
sistema de fotodocumentacion Kodak.

Deteccion del gen que codifica la enzima malato deshidrogenasa mediante PCR
en tiempo real

El gen del enzima malato deshidrogenasa (mdh; Tabla 8) en las cepas se identificd por
PCR en tiempo real utilizando el equipo Corvette (Rotor Gene). El volumen final por
mezcla de reaccion fue de 13 pl; 6 pL de Master SYBR GREEN (Qiagen); 1uL del
oligonucledtido forward (10 pmol);1 pL del oligonucleétido reverse (especificos en cada
gen), 4 pL de H20 libre de nucleasas; y 1 pL de DNA molde. Las condiciones de
amplificacion se observan en la (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones para la ampliacion del gen mdh.
Al B A2 C
RT-PCR 95°C:; 2:00 min 40 ciclos 95°C: 55 60°C; 10s

Al: Activacion de la Hot Start; B: Ciclos; Al: Segunda desnaturalizacion; C:
Alineacion/Extension final.
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Secuencia del gen Tamafio de amplicon

5-3 (bp)
16S rDNA-F GGGGGATCTTCGGACCTCA
16S rDNA-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG

oprL-F ATGGAAATGCTGAAATTCGGC

oprL-R CTTCTTCAGCTCGACGCGACG

oprl-F ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCT
oprI-R CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG

Int2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT
Int2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

Tabla 7. Secuencia de genes de virulencia y del integron clase 2 en las cepas.

Secuencia del gen
5-3

mdh-F AATGACGCTGGACGAGGTCC
mdh-R CCTGTTCGATGCCTTC

Tabla 8. Secuencia del gen malato deshidrogenasa (mdh).

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se hizo mediante el programa de Microsoft Office Versién 10.0.
Se estimo la prueba de chi cuadrado (y?) para analizar asociacion significativa entre el

integrén clase 2 (Int2) y niveles de multidrogo-resistencia (p < 0.05).
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RESULTADOS

Pacientes y diagndsticos clinicos

Se analizaron 100 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes del Hospital General
Regional No. 72 (IMSS) con diversos diagnosticos y de distintos procesos infecciosos,
dentro de los cuales el mas frecuente fueron las infecciones de vias urinarias (IVU) con
el 16%, sepsis (10%), neumonia (7%) y absceso con el (5%) (Figura 7). Se encontro
que el 47% de los pacientes fueron hombres, 46% mujeres, y el 7% fueron pacientes sin
identificar (Figura 8). Por otro lado, el rango de edad con mayor frecuencia fue de 51-
60 afios (23%) y 71-70 afos (13 %) ; (Figura 9).

Otros 30
Ulcera sacra 1
B 1
TEP 1
Trastorno de ansiedad 1
Sepsis =1 ] 10

Rinofaringitis 1

Prolapso uterino 1
Pie diabético 2

Peritonitis 1

Neumonia 1~
IVU = ] 16
Insuficiencia renal
Infeccidn sitio de salida:
Infeccion respiratoria
Infeccion de tejidos blandos
Infeccién de herida quirdrgica
Infeccion catéter
Gota
Fournier

Diagnosticos

Dialisis

Diabetes
Dehisciencia
Crisis convulsiva
Shock séptico
Celulitis
Absceso

No. de pacientes

Figura 7. Distribucion de los diagnosticos de los pacientes analizados.

IVU= Infeccidon de vias urinarias, EVC= Enfermedad Vascular Cerebral, ERC=
Enfermedad Cronica Renal, FOD= Fiebre de origen desconocido,
TEP=Tromboebolismo pulmonar, TB= Tuberculosis.
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I N/A

Figura 8. Distribucién de los pacientes analizados por género.
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No. de pacientes

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-9091-100
Rango de edad

Figura 9. Distribucién del nimero de pacientes por rango de edad y género.
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Identificacion de P. aeruginosa mediante PCR de punto final

Las 100 cepas analizadas fueron identificadas molecularmente por PCR punto final
mediante la amplificacion de gen 16S rRNA (956 pb; Figura 10).

1500 pb
1000 pb

900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 10. Deteccion de P. aeruginosa mediante la amplificacion del gen rRNA (956
pb) por PCR. Carril 1, control positivo (P. aeruginosa ATCC 27853); Carriles 2- 4y
6-7 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes; carril 5 marcador de peso molecular
(100 bp); carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Resistencia a los antibioticos

El 98% de las cepas fue resistente a carbenicilina, 97% a la ampicilina, cefalotina y
trimetoprim/sulfametoxazol, en cada caso, 96% a nitrofurantoina, 91% a cloranfenicol,
89% a cefotaxima, 86% a netilmicina, 53% a la amikacina, 51 % a norfloxacina, 50% a
gentamicina y 49% a ciprofloxacina (Figura 11). En cuanto a la susceptibilidad a los
antibioticos, se observo mayor frecuencia de sensibilidad a ciprofloxacina con 51% y
Gentamicina con 50%.

Se detect6 que el 97% de las cepas fue multidrogo-resistente (MDR; resistentes a mas
de tres antibidticos de familias distintas), y 3% no MDR (Figura 12).
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Figura 11. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de las cepas analizadas a los

antibioticos.
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Figura 12. Distribucién de las cepas por nivel de multirresistencia.
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Deteccidn de los genes de virulencia y del integrén de clase 2

El cien por ciento de las cepas fue portador de los genes oprL (Tabla 9; Figura 13) y
oprl (Figura 14), el 95% (n=95) del gen mdh (Figura 16) y el 12% de de int2 (Figura
15).

Funcion del gen Gen

Identificacion a nivel especie rDNA 100

Proteinas de membrana externa oprL 100
oprl 100

Captura de sitios de cassetes de genes asociados a la int2 12

resistencia a los antibioticos

Respiracion celular. Favorece la multiplicacion mdh 95

bacteriana.

Tabla 9. Prevalencia de los genes estudiados.

1500 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

504

200 pb

100 pb

Figura 13. Deteccion del gen oprL (504 pb) por PCR. Carriles 1-3 y 5-6 cepas de P.
aeruginosa aisladas de pacientes infectados; carril 4, marcador de peso molecular (100
pb); carril 7, control positivo (cepa 4 del cepario del laboratorio); carril 8, control
negativo (sin DNA molde).
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Figura 14. Deteccidn del gen oprl (204 pb) por PCR. Carriles 1-3 y 5-6 cepas de P.
aeruginosa; carril 4, marcador de peso molecular (100 pb); carril 7, control positivo
(cepa 4 del cepario del laboratorio); carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 15. Deteccion del gen int2 (789 pb) por PCR. Carriles 1-3 y 5-6 cepas
positivas de P. aeruginosa; carril 4, marcador de peso molecular (100 pb); carril 7,
control positivo (cepa 4 del cepario del laboratorio); carril 8, control negativo (sin DNA
molde).
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Figura 16. Deteccion del gen mdh por PCR en tiempo real. La lectura se realizo en
el canal verde. Control positivo; P. aeruginosa ATCC 27853, NTC; control no

templado.

Distribucion de de los genes de virulencia e integron clase 2 asociados a los
diferentes diagndsticos clinicos

Los genes que codifican proteinas de membrana externa oprL y oprl se encontraron
asociados a todos los diagndsticos (Tabla 10), mientras que el gen de la enzima malato
deshidrogenasa no se asocid con el diagndstico de celulitis. En el caso del gen del

integron clase 2 no se encontro diferencias significativas asociadas a los diagnosticos.
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oprL oprl mdh int2
5 (100) 5(100) | 4(80) | 2(20)
1 (100) 1 (100) 0 0
2 (100) 2 (100) | 2(100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
3(100) 3(100) | 3(100) 2
(66.6)
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
2 (100) 2(100) | 1(50) | 1(50)
2 (100) 2 (100) | 1(100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1(100) @ 1 (100)
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
2 (100) 2 (100) | 2(100) | 1(50)
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
16 (100) 16 16 (100) 3
(100) (18.7)
7 (100) 7 (100) | 7 (100) 0
1 (100) 1(100) | 1(100) 0
2 (100) 2 (100) | 2(100) 0
1 (100) 1(100) | 1(100) 0
1 (100) 1(100) | 1 (100) 0
10 (100) 10 10 (100) | 1 (10)
(100)
1 (100) 1(100) | 1(100) @ 1 (100)
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1(100) | 1(100) | 1(100) | o0

1(100) | 1(100) 1 (100)

1(100) | 1(100) | 1(100)

30 (100) 30 28 | 1(3.33)
(100) | (93.3)

Tabla 10. Frecuencia de genes de virulencia e integron clase 2 en las cepas de P.

aeruginosa asociados a los diagndsticos.
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DISCUSION

Pacientes estudiados

En este estudio se analizaron 100 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes del
Hospital General Regional No. 72 (IMSS) con distintos diagndsticos y procesos
infecciosos, como infecciones de vias urinarias (16%), sepsis (10%), neumonia (7%),
absceso (5%), entre otros, siendo el porcentaje entre  hombres (47%) y mujeres (46%)
muy semejante, principalmente en el rango de edad de 51-60 afios. En México se ha
descrito que entre las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS)
ocasionadas principalmente por P. aeruginosa se encuentran la neumonia, infeccion de
vias urinarias, infeccion incisional profunda e infecciones del torrente sanguineo
(RHOVE, 2023). La frecuencia de las infecciones asociadas a P. aeruginosa
encontradas en este estudio entre hombres y mujeres coincide con el estudio realizado
en Nepal, donde se presentd una mayor incidencia en hombres (n=56; 64.3%), que en
mujeres (n=31; 35.6%), con mayor prevalencia en el rango de edad de 60 a 79 afios (n=
36; 41.3%) (Yamuna et al., 2021). Sin embargo, en otro estudio realizado en Marruecos,
se describié una mayor prevalencia en mujeres (145/225), que en hombres (110 /255),
con un rango de edad mas alto en el grupo de 40 a 49 (n=65) y 50 a 59 afios (n=63),
mientras que el grupo de 60 a 69 afios tuvo una frecuencia menor (n=42); Muddassir et
al., 2021). Los resultados también coinciden con lo reportado por Verea y cols, donde
el 60% (n=115) de las infecciones nosocomiales fueron en mayores de 60 afios (Verea
et al., 2019).

La elevada frecuencia de P. aeruginosa encontrada en este estudio coincide con la
descrita recientemente en México en un estudio realizado en el Hospital de
Traumatologia y Ortopedia, del IMSS de la Ciudad de Puebla (Alejandro et al., 2021),
donde P. aeruginosa fue el cuarto patdgeno mas frecuente, con una frecuencia del 10%
de un total de 844 muestras de pacientes infectados, principalmente en pacientes de
edad avanzada, lo cual puede deberse a la comorbilidad afiadida, como diabetes

mellitus, vejiga neurogénica, entre otras.
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Multidrogo-resistencia

La mayoria de las cepas de P. aeruginosa (97%) estudiadas fue multidrogo-resistentes
(MDR), principalmente a carbenicilina (98%), ampicilina (97%), cefalotina (97%),
trimetoprim-sulfametoxazol (97%) y nitrofurantoina (96%). Mientras que a los
farmacos donde se presenté mayor sensibilidad fue a ciprofloxacina con 51% y
gentamicina con 50%. Estos porcentajes son semejantes con lo descrito previamente
en un estudio sobre la evolucion de la resistencia a los antibidticos durante los afios
20215-2019 (Solo6rzano y Parrales, 2021), donde se encontr6 que el 40% de las cepas
fue multidrogo-resistente y también coincide con un estudio realizado en 8 cepas
provenientes de pacientes con infecciones en el tracto urinario, donde todas las cepas
fueron resistentes (100%) a trimetoprim-sulfametaxazol, un 87.5% a ciprofloxacino y
cefepime, en cada caso, un 75% a amikacina y un 62.5% a ceftazidima, (Cansaya,
2023). Recientemente Ghazaei (2022) realiz6 otro estudio donde mostré elevada
resistencia de las cepas para ampicilina (99.4%), nitrofurantoina (92.8%) y trimetoprim-
sulfametaxazol (96.2%). Mientras que Abdulla y Almuttairi observaron en 131 cepas
nosocomiales de P. aeruginosa una resistencia del 100% para ampicilina y cefotaxima,
en cada caso, del 83.9% para gentamicina, 79.3% para amikacina y 73.2% para
ciprofloxacina (Abdulla y Almuttairi, 2023). La elevada multidrogo-resistencia
encontrada en las cepas puede deberse a que P. aeruginosa posee mecanismos de
resistencia intrinseca a farmacos de tipo betalactdmicos, ademas de que son de los
antibidticos mas recetados y de facil acceso, mientras que ciprofloxacina y gentamicina,
que pertenecen a la familia de fluoroquinolonas y aminoglucoésidos, respectivamente,
son de acceso restringido y prescrito Unicamente en un entorno intrahospitalario. La
elevada multidrogo-resistencia a los antibioticos encontrada en este estudio es superior
a la descrita en un hospital de tercer nivel en Espaia, donde del total de cepas de P.
aeruginosa (n=78) analizadas, el 33.3% fue resistente a las cefalosporinas, 50% a

quinolonas, 24.4% a carbapenémicos y 23.1% a amikacina (Gonzélez et al., 2020).
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Frecuencia de genes de virulencia

En este estudio se analizaron cuatro genes asociados a la virulencia de P. aeruginosa,
dentro de los cuales se detectd una frecuencia del 100% (n=100) para los genes que
codifican proteinas de la membrana externa (oprL y oprl), lo cual coincide con un
realizado sobre la deteccién de genes de resistencia a los antibidticos y de genes de
virulencia en cepas clinicas de P. aeruginosa, donde todas las cepas fueron portadoras
de oprL y oprl (Nitz et al., 2021). Los genes de lipoproteina oprl y oprL son
frecuentemente utilizados para la deteccion de la especie de Pseudomonas aeruginosa
(Barba et al., 2012; Gholami et al., 2016). Se ha descrito que OprL es la segunda
lipoproteina en P. aeruginosa que ayuda a mantener la estructura de la célula y la
protege el estrés oxidativo (Ghazaei, 2022). Recientemente se realizé un estudio en
Ardabil, Iran, donde la prevalencia de oprL fue del 80.7% (52/60) en cepas de P.

aeruginosa de origen sanguineo y urinario (Ghazaei, 2022).

En este estudio se encontrd que el porcentaje del gen malato deshidrogenasa (mdh) en
las cepas de P. aeruginosa fue del 95% (n= 95), lo que evidencia la capacidad para la
multiplicacion y sobrevivencia de las cepas durante los procesos infecciosos, debido a
que se ha descrito que la enzima malato deshidrogenasa participa en la respiracion
celular de la bacteria, participando en la Gltima reaccion del ciclo de Krebs, enlazada a
la formacion de ATP, donde la reaccion de la enzima (MDH) es favorecida en la
formacion de malato y se piensa que impulsa el ciclo para la formacion de oxalacetato
al facilitar la transferencia de oxalacetato de la MDH a la citrato sintasa (Minarik et al.,
2002). Sin embargo, a pesar de que el gen mdh es considerado un gen central en la en
la respiracion celular bacteriana, el hecho de no encontrarlo en el 5% de las cepas, puede
deberse a que probablemente existe alguna mutacion en algin nucle6tido del gen o
existe alguna degradacion cromosomica donde se encontraba el gen, por lo que los

oligonucledtidos utilizados en este ensayo de PCR no lograron amplificar el gen.
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Frecuencia del integrén de clase 2

El gen int2 fue detectado de manera global en el 12% (n=12) de las cepas, de las
cuales el 8% (n=8) se asoci6 con cepas PDR y 4% (n=4) con cepas MDR, siendo 5
cepas relacionadas con IVU (n=3), absceso (n=1) y sepsis (n=1). El porcentaje del gen
int2 detectado en este trabajo es superior al descrito en cepas (n=103) aisladas de
infecciones en Ardabil, Iran donde el porcentaje fue del 0% (Khademi et al., 2021) y
también al descrito en un estudio realizado en Egipto, donde se analizaron 192 cepas de
P. aeruginosa (Abd-Elmonsef y Maxwell, 2022), sin embargo, se han descrito
porcentajes del 25% para int2 en cepas aisladas de pacientes en Irak (Raheem et al.,
2022). Recientemente en el afio 2023 se encontrd una prevalencia del 3.8% (n=5) del
integron de clase 2 en un grupo de cepas nosocomiales de P. aeruginosa (n=131)
(Abdulla y Almuttairi, 2023).

La baja frecuencia del integron de clase 2 detectada en las cepas de P. aeruginosa
estudiadas puede deberse a que probablemente a que en ocasiones es interrumpido el
gen intl2 de forma prematura por los codones de terminacion (TAA), desactivando la
sintesis de proteinas de 178 aminoacidos. Por lo tanto, los integrones de clase 2 suelen
no ser funcionales ya que la integracion y escision de los casetes génicos es dependiente
de otro tipo de integrasa. A menudo el integron clase 2 se encuentra en organismos con
presencia también de un integron de clase 1, la integrasa de estos genes puede realizar
esa funcion. De igual forma las mutaciones en sus codones finales pueden provocar
reactividad a los aminoécidos de los integrones de clase 2, provocando la activacion del
gen de la integrasa. (Ruiz, 2007; Di Conza y Gutkind, 2010; Sabbagh 2021) por lo que
seria conveniente secuenciar el gen (int2) en todas las cepas de P. aeruginosa

estudiadas.
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CONCLUSIONES

1. El diagnéstico con mayor frecuencia en los pacientes infectados por P.
aeruginosa fue infeccién de vias urinarias (IVU), principalmente en hombres
mayores de cincuenta afios.

La mayoria de las cepas de P. aeruginosa fue multidrogo-resistente.

Los genes oprL y oprl fueron identificados en todas las cepas.

El gen mdh fue detectado en la mayoria de las cepas.

Se detectd una baja frecuencia del integron de clase 2 en las cepas.

o a0 bk~ WD

La elevada frecuencia de los genes de virulencia asociada a la multidrogo-
resistencia en las cepas podria incrementar la agudeza y cronicidad de las

infecciones de los pacientes.
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