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ABSTRACT

The production of acquired B-lactamases by Pseudomonas aeruginosa, especially
the extended spectrum P-lactamases (ESBLs) and metallo B-lactamases (MBLs), is a
growing threat in hospitals world-wide. The aim of this work was to study the potential
presence of ESBLs and MBLs in 14 P. aeruginosa strains resistant to imipenem and
ceftazidime, which were isolated in a hospital of Mexico. Over 70% of the isolates showed
resistance to nearly all 21 antibiotics tested, including -lactams, aminoglycosides,
quinolones and tetracycline. Pulsed field gel electrophoresis revealed the presence of four
clonal types. Cloning and analysis by PCR and sequencing revealed the presence of genes
blay-a, blayiv-11blaces-s and blapxa.». Interestingly, all these genes were found alone or
simultaneously in the P. aeruginosa strains in five different ways: <blaggs.s>, < blaggs.s,
blayim-11>, < blaggs.s, blaviv-2, blayiv11>, <blaggs.s, blaoxa->> and < blaggs.s, blaviv-2,
blay-11, blaoxa2>. Class 1 integrons were detected; two of them harboring blaggs.s or
blaopxa-» cassettes, but none of them contained blavy. The blayv genes occurred only in
the chromosome, while blaggs.s was located on the chromosome and native plasmids. This
is the first report of clinical isolates of P. aeruginosa in North America carrying blacgs.s
and/or blayn.11, in addition to the simultaneous presence of blayn.» and the blapxa-». The
simultaneous production of multiple broad spectrum transferable f-lactamases in P.
aeruginosa, including different variants from the same family, determine a mayor detection
challenge for the clinical microbiology laboratory, and a remarkable epidemiological risk

of nosocomial spread of multidrug resistance determinants.
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INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is one of the most serious nosocomial problems, not only
because the severity of the infections that it can develop in hospitalized patients, but also
because of the difficulties that its treatment implies, since it is intrinsically resistant to a
wide range of antibiotics. In addition to chromosomal mutations (such as those leading to
AmpC overexpression, porins loss and/or efflux pumps overexpression), horizontal
acquisition of resistance genes in plasmids and transposons can increase its resistance to
essentially all reliable antipseudomonal antibiotics (20). Broad spectrum cephalosporins,
such as ceftazidime, and carbapenems are most widely used today to treat clinical
infections caused by P. aeruginosa. However, clinical isolates often show resistance to
them, not only because of the accumulation of the cited chromosomal mutations, but also
because they can horizontally acquire B-lactamases. Examples of them are the extended-
spectrum B-lactamases (ESBLs) (17) and the class B carbapenemases (also called metallo-
B-lactamases [MBLs]), that in combination, could virtually hydrolyze all B-lactams (38). Of
special interest are the GES B-lactamases, given that with few aminoacid changes, they
extend their spectrum from oxyimino cephalosporins (ESBLs hydrolyzing pattern), to also
carbapenems, as occurs with the -4, -5, and -6 subtypes (1), showing then carbapenemase
profile like the MBLs.

MBLs and ESBLs genes can be located on different genetic elements, such as
plasmids, transposons and/or integrons, which often also carry additional resistance genes.
So, the spread of B-lactamases is amplified by mobilization of resistance genes from the
chromosome to a plasmid and by the location of these genes in integrons, transposons,

prophages and genomic islands (29). Integrons are the main responsible for the
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accumulation and spread of resistance gene cassettes involved in the resistance of bacteria
to antibiotics (11).

The emergence and spread of B-lactamases producing strains are an important risk
represented by the conferred resistance to antibiotics of choice. Thus, strains of P.
aeruginosa producing acquired —lactamases such as GES-5 have caused outbreaks in
several hospitals in different regions of the world, as in China (39), South Africa (18),
Brazil (23) and Spain (37), although to date there is no formal description of its
identification in North America. In contrast, the VIM type MBLs were first described in
Europe in 1999 (19) and, since then, specific reports such as VIM-11 (22), VIM-13 (15) as
well as other VIM subtypes have been made around the world (2), reaching currently a
VIM group with 27 subtypes (nomenclature is in accordance with that provided by G.
Jacoby on the Lahey website [http://www.lahey.org/studies/other.asp#table1]). The
simultaneous presence of genes encoding MBLs and/or ESBLs have been described in
Escherichia coli, which encodes two different MBLs, specifically the genes blayy — blasiv
or blapp — blasiv (8); as well as coding for the MBLs blay.» and the ESBLSs blaggs.7 (9).
In P. aeruginosa there are reports of the coexistence in a single integron of the genes
blaoxa-10 - blayiv-z, blaoxa-10 - blanp-1 or blaoxa-10 - blapgr-1 (34), and blaggs.1- blaces.s,
blaoxa-» (37). Recently, in Mexico, blayn., was found alone in clinical E. coli isolates in
2007 (21) and simultaneously with blapp.i5in P. aeruginosa clinical isolates in 2010 (27),
additionally blayy-»3 subtype was identified in an Enterobacter cloacae isolate (GenBank
accession number GQ242167).

The aim of this study was to determine the diversity of B-lactamases in a group of

multidrug resistant (MDR) strains of P. aeruginosa involved in nosocomial infections in
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Mexico in 2004, demonstrating for the first time the presence of blaggs.s, blaym-11, as well
as previously reported blaym., and blapxa2; interestingly, this is the first report of the
presence of these genes simultaneously, including two types of blayp in some of P.

aeruginosa clones studied.

MATERIAL AND METHODS.

Biological material. Fourteen imipenem and ceftazidime resistant P. aeruginosa
isolates were studied (3). These isolates were obtained from cases of nosocomial infections
in the Intensive Care Service, Hospital of Infectious Diseases, “LLa Raza” National Medical
Center, Mexican Institute of Social Security (IMSS, for its initials in Spanish), from August
to November 2004. Bacteriological identification was performed with the BBL Crystal ®
system (Becton, Dickinson and Company, USA) and three strains were selected at random
to confirm identification at the molecular level, analyzing their 16S rDNA gene partial
sequence (results not shown).

Molecular typing and susceptibility to antibiotics. The clonal relationship of
isolates was studied by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) as described by Spencker et
al. (33). Genomic DNA was subjected to digestion with Spel. Macro restriction patterns of
DNA were interpreted under the criteria established by Tenover et al. (35).

Susceptibility to 21 antibiotics (amikacin, azlocillin, aztreonam, carbenicillin,
cefepime, cefoperazone, ceftazidime, ceftizoxime, ceftriaxone, ciprofloxacin, imipenem,
levofloxacin, meropenem, mezlocillin, netilmicin, norfloxacin, ofloxacin, piperacillin,

ticarcillin, ticarcillin/clavulanic acid, and tobramycin) was assessed by the disk diffusion
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method using filter paper discs and following the recommendations of the Clinical and
Laboratory Standard Institute (4).

MBLs phenotype was detected with the Etest metallo-B-lactamase strips (Etest
MBLs; AB Biodisk, Solna, Sweden) used according to the manufacturer's instructions.
ESBLs detection was performed with the double-disk synergy test (DDST) with
ceftazidime and amoxicillin/clavulanate with a 20 mm separation (13).

Detection, characterization and cloning of acquired B-lactamases. In order to
have a biochemical approximation to the potential acquired [-lactamases, crude protein
extracts were prepared by sonication for the determination of isoelectric focusing (IEF)
using Phast gels (pH gradient of 3 to 9) in a Phast System apparatus (Pharmacia AB,
Uppsala, Sweden). The extracts from four control strains of the collection of the Son Dureta
Hospital (Spain) were subjected in parallel to electrophoresis: IES (pI 7.6), 12D (pI 6.0 and
8.6), 2D2 (pI 5.4 and 8.0), and g5 (pI 8.2). For genetic characterization, PCR reactions were
performed using as template genomic DNA obtained with the DNeasy Tissue kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), as well as specific primer sequences previously reported to
identify genes of B-lactamases GIM, IMP, SIM, SPM and VIM (12, 25) , GES (37) and
OXA (31). Amplicons obtained by PCR and cloned DNA fragments were sequenced in the
ABI PRISM 3100 automated equipment ® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA).
Resulting sequences were then compared with those available at GenBank

(www.ncbi.nih.gov/BLAST).

When the IEF assay showed bands with a pI corresponding to B-lactamases reported
in the literature but whose presence was not detected by PCR, cloning of the involved gene

was attempted. The cloning was done in E. coli XL1-Blue or E. coli DH5-a using the
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CaCl; method (30) with ligation reactions of pUCP24 and total DNAs digested with EcoRI
and BamHI. The transformants were selected on LB agar plates containing 5 pg/ml
gentamicin and 30 pg/ml ampicillin. Since the potential presence of multiple integrons
simultaneously in the same strain may interfere with PCR and sequencing experiments,
cloning was performed to isolate the different integrons and/or genetic regions containing
the different resistance genes. On the obtained transformants, the activity of ESBLs and
MBLs was analyzed as described before (DDST and Etest MBLs). The minimal inhibitory
concentration (MIC) to the antibiotics piperacillin, piperacillin/tazobactam, ceftazidime,
cefepime, imipenem, meropenem, gentamicin, tobramycin, amikacin, ciprofloxacin, and
colistin was performed with Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden).

Characterization of the involved integrons. The search for integrons of classes 1,
2, and 3 potentially containing the B-lactamase genes and/or other resistance determinants,
was carried out by PCR, using as target the conserved regions of genes coding for different
integrases (5, 12, 24). Subsequently, to identify the cassettes present in integrons, PCR
amplification was performed for the integron variable region located between the genes
intll and gacEA (12). The integrons amplified directly from the genomic DNA of P.
aeruginosa strains, and those identified from the recombinant pUC24 clones were finally
sequenced.

Characterization of genetic elements carrying the transferable B-lactamases.

Strains B203(B), 204(B1) and 208(D) were the only clones that proved to have
native plasmids. Electroporation of plasmids DNA in P. aeruginosa PAO1 was carried out
(32). The transformants were selected on LB agar plates added with ceftazidime at a

concentration of 16pg/ml. The analysis of resistance transfer in the transformed clones was
7
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tested by Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden) for piperacillin, piperacillin/tazobactam,
ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, gentamicin, tobramycin, amikacin and
ciprofloxacin, interpreting the results according to CLSI. B-lactamase phenotypic tests were
performed as previously described.

A series of hybridization analyses were performed to determine the location of the
genes encoding B-lactamases in the bacterial genome. Southern hybridization analyses were
carried out according to manufacturer's instructions (GE Healthcare, Little Chalfont, UK),
using as hybridization probes internal fragments of blaggs, or blayy, and genomic or
plasmid DNA obtained through Genopure Plasmid Maxi kit (Roche Diagnostics, USA)
from clinical strains and recombinant clones.

RESULTS

Molecular typing and susceptibility to antibiotics. PFGE analysis allowed
grouping the 14 multiresistant clinical isolates of P. aeruginosa in four clusters designated
A to D, containing from one to six isolates (Table 1). Eleven strains showed resistance to
nearly all (>20/21) antibiotics tested, and were distributed among the four PFGE clusters.
The three strains resistant to five and six antibiotics were grouped into A and C. Two
isolates (from cluster B and D) showed ESBLs phenotype by double-disk synergy test,
whereas MBL E-test yielded a positive result in seven strains (Table 1).

Characterization of acquired p-lactamases. Clones 212(A), 204(B), 206(C), and
208(D) were selected as representatives of each PFGE clonal type to detect the production
of B-lactamases by the IEF technique. Two bands with a pI of 5.8 and 8.2 were found,
which compared with those generated by control strains corresponded to GES-5 and OXA-

2 B-lactamases, respectively. The clone type 212 (A2) showed both bands, the 204 (B1)



184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

showed only 5.8, the 208 (D) depicted the 8.2, and 206 (C) produced no band. Because no
pl corresponding to MBLs could be observed, probably due to poor nitrocefin hydrolysis by
these enzymes in the regular IEF conditions, and the fact of positive results for MBLs
synergy test, specific MBLs genes amplification was performed. The search was positive
for MBLs gene blayyy for seven clones and each blayy fragment was sequenced directly or
from recombinant E.coli clones. The aminoacid sequence analysis result when compared to
VIM-2 revealed the presence of two VIM subtypes already reported: VIM-2 and VIM-11.
Interestingly, two P. aeruginosa strains showed simultaneously the presence of both VIM
subtypes. Moreover, blaggs.s was detected by PCR and sequencing in 11 clones, as well as
blaopxa-» that was present in four clones. The B-lactamases genes were located in all clonal
types (Table 1).

Characterization of the involved integrons. Only class 1 integrons carrying
different resistance genes were identified in six clones of P. aeruginosa; however blayp
was not detected in them. Most genes were associated with resistance to
aminoglycosides.The blaggs.s and blapxa.» genes detected in diverse integrons presented a
different arrangement (Figure 1).

Since the potential presence of multiple integrons simultaneously in the same strain
may interfere with PCR and sequencing experiments, cloning was attempted to isolate the
different integrons and/or genetic regions containing the different resistance genomic DNA
of clones type 173(A1), 212(A2), B203(B), 204(B1), 206(C), 210(C), and 208(D). Only
two recombinant clones were obtained, pUCB203B and pUC204B, which showed a
phenotype positive for ESBLs and negative for MBLs (Table 2). Recombinant plasmids

were used as templates for class 1 integron PCR search. After amplification and sequencing

9
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of pUC204B a class 1 integron was identified carrying genes intll, blaggs.s, aadAl, and
qgacAE] (Figure 1).

blacgs and blayyy, distribution in multidrug resistant strains of P. aeruginosa.
The recombinants derived from clones B203(B), 204(B1) and 208(D) showed positive for
ESBLs phenotype and negative for MBLs, in addition to confer resistance to ceftazidime,
susceptibility to imipenem and transfer of another resistance markers (Table 2).

To localize blaggs in the chromosome and/or plasmids transfer to P. aeruginosa
PAOI, a Southern hybridization assay was performed. Eleven clinical strains previously
positive by PCR to blaggs.s demonstrated a chromosomal location; in addition, strains
B203(B), 204 and 208 with the native plasmids showed a plasmidic location. On the other
hand, blayp was found to have chromosomal location in all the strains (results not shown).
DISCUSSION

In this study, we analyzed 14 strains of P. aeruginosa that were chosen for their
resistance to imipenem and ceftazidime. The susceptibility test of 21 antibiotics of the [-
lactam, aminoglycosides, quinolones, and tetracycline groups revealed that 11 strains were
resistant to all or almost all antibiotics, indicating that the hospital suffers from a selective
pressure on antibiotic use that leads to the increasing trend of resistance, as has been
indicated for other hospitals (28).

Typing of P. aeruginosa by PFGE lead to the identification of four different clones
circulating in the intensive care unit for a period of three months, showing the coexistence
of different strains in a short period, which is similar to reports of outbreaks by MDR P.

aeruginosa in other countries (6, 7).
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A plasmid containing a class 1 integron with a cassette containing the blaggs.s
sequence was isolated from the 204PA transformant clone type Additionally, in the same
clinical clone type source, 204(B1), a copy of this gene was found in the chromosome,
suggesting that blaggs.s could be found at first associated with a plasmid and then
integrated into the bacterial chromosome. To date, there are no reports on the presence of
blaggs.s in countries of Central and North America. It has been reported in Europe (37),
Asia (14), Africa (18) and South America (23), indicating expansion of the presence of this
gene to North America.

The VIM-2 MBLs was first described in P. aeruginosa in Europe by Poirel et al. in
2000 (25), and since then there have been reports in all regions of the world (16). In
Mexico, detection of the blayn., gene in strains of P. aeruginosa was not documented until
2010 (27). On the other hand, the VIM-11 MBLs has undergone a very different
distribution, since it was first described in Argentina by Pasteran et al. in 2005 (22), and to
date there is only one additional report of this type of MBLs in strains of P. aeruginosa
collected in India (2). Interestingly, in two out of seven strains, more than one blay
subtype or variant were observed, that included a blay.» and blayp.1; - To date, P.
aeruginosa strains co-producing two or more types of VIM B-lactamase have not been
reported. However, Glupczynski et al. (10) showed that BEL or PER ESBLs co-existed
with VIM carbapenemases in strains from Belgian hospitals.

The B-lactamase genes are mostly associated to class 1 integron that are plasmid or
chromosome located (26). This study did not detect blay genes linked to integrons and
plasmids; however, to rule out the presence of blayy genes in these elements it would be

necessary to determine the regions flanking these genes in the P. aeruginosa strains studied.
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Nevertheless, exceptionally, resistant cassettes could be found in absence of a transmissible
element as has been showed by Toleman et al. (36), who demonstrated the absence of a
transmissible element in the upstream or downstream regions of the blaspm.; gene.

The presence of bacteria carrying -lactamases that cause outbreaks in hospitals in
Mexico seems to be an emerging problem. However, there are no previous studies in this
country showing the simultaneous presence of genes blaoxa.2, blaggs.s, blayi.2, and blaym.
11. The isolates of this study were recovered in 2004, which is close to 2005 when Pasteran
et al. (22) recovered strains with gene blayp.1; in Argentina. The results indicate that the
bacteria carrying 3 -lactamases have been circulating in Mexico for several years and their
association with nosocomial infections makes it essential to control better the use of
antibiotics. Active surveillance is necessary to prevent the spread of clones carrying
integrons and resistance genes associated with plasmids. The proper use of antibiotics in
infection control will help in the fight against organisms producing carbapenemases.

This is the first study that reports the presence of blaggs.s in P. aeruginosa strains
from North America, in addition to the particular finding that several P. aeruginosa clinical
strains simultaneously produced blayn.2, and/or blayn.11. The coexistence of several and
variable beta-lactamases in a single clone is reported for the first time, adding further
complexity to the epidemiology of transferable resistance in P. aeruginosa. In addition, the
detection of two VIM variants through the approach followed, suggests the possibility that
this circumstance might be more common than thought, since the detection of a VIM
variant, may mask the presence of other additional -lactamases. It is important to highlight
the epidemiological risk posed by these strains, due to the potential spread of resistance

genes, especially when these strains have so many and diverse.
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TABLE 1. Phenotypic and genotypic characterization of multiresistant P. aeruginosa clinical isolates

Antibiotics
Strain (PFGE ESBLs ESBLs MBLs
Clinical isolates resistant / MBLs genotype
pattern) phenotype genotype phenotype
antibiotic resistance total

201(A) - GES5 - N.D.
201a(A) - GES-5 + VIM-11
211(A) AMK, AZL, AZT, CAR, - GES-5 + VIM-2 VIM-11
207(A2) CAZ, CEF, CIP, CTX, - GES-5 OXA-2 - N.D.
212(A2) CTZ, FEP, IMP, LEV, 21/21 - GES-5 OXA-2 + VIM-2
203(B) MER, MEZ, NET, NOR, - GES-5 + VIM-11
B203(B) OFX, PIP, TIC, + GES-5 + VIM-11
215(B) TIC/CLAVy TOB - GES-5 + VIM-11
210(C) - GES-5 - N.D.

AMK, AZL, CAR, CAZ,
204(B1) CEF, CIP, CTX, CTZ, + GES-5 OXA-2 - N.D.
208(D) FEP, IMP, LEV, MER, 20/21 + GES-5 OXA-2 + VIM-2 VIM-11

MEZ, NET, NOR, OFX,

PIP, TIC, TIC/CLAV y

TOB
214(C1) AMK, CTX, CTZ, IMP, 6/21 - N.D. - N.D.
NET, OFX
173(A1) CEF, CTX, IMP, NET, 5/21 - N.D. - N.D.
TOB

206(C) CEF, CTX, IMP, NET, 5/21 - N.D. - N.D.

TOB

AMK, amikacin; AZL, azlocillin; AZT, aztreonam; CAR, carbenicillin; CAZ, ceftazidime; CEF, cefoperazone, IPF,
ciprofloxacin, CTX, ceftizoxime, CTZ, cefriaxone, FEP, cefepime; IMP, imipenem; LEV, levofloxacin; MER, meropenem;
MEZ, mezlocillin; NET, netilmicin; NOR, norfloxacin, OFX, Ofloxacin, PIP, piperacillin; TIC, ticarcillin, TIC/CLAV, ticarcillin-
clavulanate, TOB, tobramycin. The highlighted text indicates strains representing each of the four clonal groups. N.D.= not

detected
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TABLE 2. Results of resistance to antibiotics and beta lactamase phenotype in the recombinant plasmids pUC204B and pUCB203B; and

native plasmids of strains B203(B), 204(B1) and 208(D).

MIC (ug/ml)?
Receiver Plasmid o7 FEP PIP PIPTZ IMP MER CIP COL GEN TOB AMK MBLs ESBLs
E. coli XL1-Blue No 05 025 1 1 0125 0016 0064 0064 025 038 075 - ;
pUC204B 12 05 4 1 0125 0012 0047 0064 12 05 1 ; N
pUCB203B 256 2 8 2 025 0094 0032 0064 8 3 4 i ‘
P. aeruginosa
PAO1 No 2 15 3 2 1 025 0094 15 2 075 3 - -
204PA 256 48 48 24 15 038 0125 2 4 32 64 - ‘
208PA 96 12 =256 128 1 05 0094 2 15 1 3 ) ‘
B203PA 256 24 256 256 15 038 0125 2 2 1 4 ; ‘

*MIC: CAZ, ceftazidime, FEP, cefepime; PIP, piperacillin, PIP-TZ, piperacillin-tazobactam; IMP, imipenem, MER, meropenem; CIP, ciprofloxacin; COL, colicistine; GEN, gentamicin, TOB,
tobramycin; AMK, amikacin were determined by Etest.

Note: cutoff values (pig / ml) for antibiotics: CAZ ® > 32; FEP ® > 32; PIP*> 128; PIP-TZ "> 128; IMP® >16; MEM * >16; CIP® > 4; COL*® >8; TOB ®>8; AMK" >64. GEN was the selection marker.
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FIGURE 1. Schematic representation of the class 1 integrons identified in strains of P.
aeruginosa. a) Organization of integrons in 173(Al), 212(A2), 206(C), and 210(C) showed
identity to: intll [integrase], aacA7 (GenBank accession number: AM988778) [resistant to
aminoglycosides], and gacAEI [codifying resistance to quaternary ammonium salts]; b)
Array of one integron in 204(B1) presented identity to genes: intll, aadA6 (GenBank
accession number: FJ752628), and gacAEI; c¢) Organization of the integron in 208(D)
presented gene sequences corresponding to: intll, aacA4 (GenBank accession number:
GQ202693), aadA7 (GenBank accession number: DQ899757), blaoxa, [resistant to
oxacillin], and gacAE1; d); Second integron in 204(B1) located in the recombinant plasmid

pUC204B presented gene sequences corresponding to: intll, blaggs.s, aadA, and gacAE].
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Resumen

RESUMEN

Un mecanismo comun de resistencia a los antibidticos B-lactamicos en
Pseudomonas aeruginosa es la produccidon de B-Lactamasas, las cuales muestran
una afinidad diferente a sustratos, especialmente las, B-lactamasas de espectro
extendido (BLEEs) “"ESBL" y las metalo-B-lactamasas (MBLs).

La finalidad de este trabajo fue estudiar la presencia potencial de BLEEs y MBLs en
14 aislados clinicos de P. aeruginosa resistentes al imipenem y ceftazidima, que
fueron aislados en un Hospital de tercer nivel en México. Mas del 70% de los
aislados clinicos mostré un fenotipo de resistencia a casi todos los 21 antibiodticos

estudiados, incluyendo B-lactamicos, aminoglucédsidos, quinolonas y tetraciclinas.

El andlisis de macrorestriccidon por electroforesis en campos pulsados, mostraron la
presencia de cuatro patrones clonales. La clonacién y los analisis por PCR y
secuenciacién revelaron la presencia de los genes: blages-s, blayiv-2, blaviv-11 Y
blaoxa-2, asi como las variantes: blayim-11b, blavimiic Y blavivizp. Interesantemente
estos genes se encontraron solos o simultdneamente en cinco formas distintas:
<blages-s>, < blages-s, blaym-11>, < blaces-s, blaviv-2, blaviv-11>, <blaces-s, blaoxa-2>
y < blages-s, blayim-2, blayiv-11, blaoxa-> >. Ademas en seis aislados se detectaron
integrones clase 1, dos de ellos portando los casetes: blages-s 0 blapgxa-2, pero en
ninguno de ellos se asocid a blayiv. Los genes blayiv se localizaron solamente en el
cromosoma bacteriano, mientras que blages.s mostré una localizacion tanto

cromosdmica asi como en plasmidos nativos.

Este trabajo describe por primera vez, cepas de P. aeruginosa, portadoras de
blages-s y/o de blayimv-11, en Centro y Norteamérica, ademas de la presencia
simultdnea de blavim-> Y blaoxa-». Estos resultados destacan la amenaza creciente de
la multirrresistencia transferible en P. aeruginosa, la produccién simultédnea de
multiples B-Lactamasas de espectro extendido transferibles, incluyendo variantes
diferentes de la misma familia, lo que representa un desafio en la deteccion
oportuna en el laboratorio de microbiologia clinica, ademas del riesgo
epidemioldgico notable de diseminacidon de determinantes de multirresistencia en

los nosocomios.



Abstract

ABSTRACT

A common mechanism of resistance of Pseudomonas aeruginosa to B-lactam
antibiotics is the production of B-lactamases that show different substrate affinity,
especially extended spectrum B-lactamases (ESBL) and metallo B-lactamase (MBL).
The aim of this work was to study the potential presence of ESBL and MBL in 14 P.
aeruginosa strains resistant to imipenem and ceftazidime, which were isolated in a
hospital level third in Mexico. Over 70% of the isolates showed resistance to nearly all
21 antibiotics tested, including p-lactams, aminoglycosides, quinolones and
tetracycline. A macrorestriction analysis by pulse field gel electrophoresis revealed the
presence of four clonal types. Seven strains from different clonal types tested positive
with the Etest MB. Cloning and analysis by PCR and sequencing, revealed the presence
of blaggs.s, blayiv-2, blayiv-11, blavim-11p, blavim-11c and blayiv-13p and blacxa->. Interestingly,
all these genes were found alone or simultaneously in the P. aeruginosa strains in five
different ways: <blages.s>, < blages-s, blayiv-11>, < blages-s, blavim-2, blayim-11>, <blages-
5, blaoxa>> and < blages.s, blayim-2, blayiw-11, blaoxa-2>. In addition, in six strains class 1
integrons were detected, two of them harboring blages-s or blapxa-» cassettes, but none
of them contained blayiy. The blayiv genes occurred only in the chromosome, while
blages.s were located on the chromosome and native plasmids. This is the first report of
clinical isolates of P. aeruginosa in North America carrying blages.s and/or blayim-11, in
addition to the simultaneous presence of blayiv->» and the blapxa->. These results
highlight the growing threat of transferable multidrug resistance in P. aeruginosa. The
simultaneous production of multiple broad spectrum transferable B-lactamases,
including different variants from the same family, determine a mayor detection
challenge for the clinical microbiology laboratory, and a remarkable epidemiological

risk of nosocomial spread of multidrug resistance determinants.
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1. INTRODUCCION

1.1. Pseudomonas aeruginosa.
1.1.1. Generalidades.

Pseudomonas aeruginosa, es la especie del género Pseudomonas mas
importante con respecto al nUmero y tipo de infecciones causadas y a su
asociacion con la morbilidad y mortalidad (Kiska y Gilligan, 2003).

P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza
debido a su capacidad para sobrevivir y formar biocapas en ambientes
acuosos Yy superficies humedas. Los requerimientos nutricionales
minimos que presenta, asi como la tolerancia a una amplia variedad de
condiciones fisicas contribuyen a la diversidad ecolégica y a su papel
como patégeno oportunista. Ademas, representa un problema en los
hospitales al poderse encontrar en pomadas, jabones, fluidos bioldgicos,
gotas para ojos, en tinas de hidroterapia y equipo de terapia respiratoria
(Kiska y Gilligan, 2003). Aparte, el hecho de que P. aeruginosa presenta
resistencia intrinseca y adquirida a diversos agentes quimicos
empleados en la formulacibn de medicamentos, antisépticos vy
desinfectantes refiere un panorama complicado en el control
permitiendo la diseminacion de este microorganismo entre Ilos
individuos, lo que lleva con frecuencia a la presencia de brotes
epidémicos en los hospitales (Pollack y col., 2000; Aparicio, 2005).

Aproximadamente el 0.3% del genoma de Pseudomonas codifica para
proteinas involucradas en la resistencia a antibiéticos. El 10% del
genoma se encuentra organizado en islas de patogenicidad, en las
cuales se encuentran genes que codifican factores de virulencia e

integrones (Stover y col., 2000).
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1.1.2. Importancia clinica.
La infeccién por Pseudomonas en los tejidos sanos, no es frecuente;
sino cuando las defensas del huésped estdan comprometidas esta
bacteria puede infectar cualquier sitio anatdmico, lo que explicaria el
porque la mayoria de las infecciones son del tipo intrahospitalario
(Obritsch y col., 2005).
P. aeruginosa se adapta bien al ambiente del tracto respiratorio de
pacientes inmunosuprimidos con enfermedad broncopulmonar
obstructiva croénica, neumonia nosocomial con ventilacion asistida y
fibrosis quistica (Sadikot y col., 2005). La endocarditis es frecuente en
enfermos con complicaciones tras cirugia abierta de corazén. El
organismo se establece en el endocardio por la invasion directa a partir
de la corriente sanguinea. También es causa de infecciones oculares
altamente destructivas, originadas a partir de soluciones oftalmicas
contaminadas o tras quemaduras faciales, causando una infeccién
rapidamente destructiva, infecciones en el tracto urinario (Mesaros vy
col., 2007).
P. aeruginosa es la causa principal de infecciones nosocomiales en
pacientes que se encuentran en la unidad de terapia intensiva, ya que
permanecen en hospitalizacion por tiempos prolongados y reciben
tratamientos con antibidticos de amplio espectro (Bertrand y col.,
2001).

1.1.3. Patogénesis.
La forma en la cual P. aeruginosa causa dafio es el resultado de la
presentacién y la expresion de moléculas que interaccionan de manera
combinada en un hospedero susceptible. Los atributos de virulencia se
asocian con la organizacion estructural, el metabolismo excretor de
enzimas y toxinas que permiten la presentacion de cuadros clinicos
locales y sistémicos (Pollack y col., 2000; Kiska y Gilligan, 2003;
Aparicio, 2005).
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Un fendmeno adicional que se relaciona con la patogenicidad de P.
aeruginosa es la resistencia adquirida que presenta frente a diversos
antibidticos; y la cual se da como resultado de la adquisicidon de genes
gue confieren una resistencia variada a los antibidticos de eleccion
utilizados contra esta bacteria. La forma en que desarrolla resistencia a
diferentes agentes antimicrobianos es el resultado de cambios
cromosomales o por el intercambio de material genético via plasmidos,
transposones e integrones (Gillings y col., 2008).

1.2. Mecanismos de resistencia a los antibioticos.
Los antibidticos mas utilizados en la practica médica para el tratamiento
de infecciones ocasionadas por esta bacteria son B-lactamicos,
aminoglucdsidos y fluoroquinolonas (Walsh, 2003).
P. aeruginosa presenta resistencia intrinseca a un gran numero de
antibioticos debido a la baja permeabilidad de su membrana externa, la
expresion constitutiva de varios sistemas de eflujo y a la produccion de
enzimas que inactivan antibidticos. Ademas de la capacidad de
desarrollar o adquirir nuevos mecanismos de resistencia a antibidticos
(Mesaros y col., 2007).
Un cambio especifico en el sitio blanco, cambios en la permeabilidad de
la membrana por la accidn de componentes estructurales, la activacion
de un sistema de expulsion o bomba de eflujo y la inactivaciéon de un
antibiotico por modificacién a través de enzimas son considerados como
los principales mecanismos por los cuales P. aeruginosa resiste la accién

de agentes antimicrobianos (Lambert, 2002).
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1.3. B-Lactamasas.

Las B-Lactamasas son enzimas bacterianas capaces de hidrolizar el
enlace amida del anillo B-lactamico de las penicilinas, cefalosporinas y
otros antibioticos B-lactéamicos, dando lugar a compuestos sin actividad
antibacteriana. Este gran numero de enzimas ha llevado a establecer
diferentes clasificaciones atendiendo a diversas consideraciones. En la
actualidad se sigue la clasificacidon establecida por Bush y colaboradores
(1995).

La clasificacién actual se basa en caracteristicas funcionales de estas
enzimas, hasta el momento se reconocen cerca de 200 variantes, las
cuales conforman 4 grupos. Las B-Lactamasas de espectro extendido
([ESBLs] por sus siglas en inglés Extended Spectrum B-Lactamases) y
que en espanol son: BLEEs del grupo 1 incluyen a todas las [-
Lactamasas que hidrolizan cefalosporinas, no son inhibidas por el acido
clavulanico y estan presentes en microorganismos Gram negativos,
incluyendo a P. aeruginosa. El grupo 2 es el mas numeroso y acoge a las
B-Lactamasas inhibidas por el acido clavulanico y que presentan un
residuo de serina en su sitio activo, llamadas serin-B-Lactamasas . El
grupo 3 estd conformado por enzimas que requieren Zn%* para su
accién, por lo que se les refiere como metalo-B-Lactamasas , y no son
inhibidas por el acido clavulanico e hidrolizan carbapenemes. El grupo 4
relne aquellas enzimas que no encajan en los grupos anteriores (Bush vy
col., 1995).

1.3.1. BLEEs ("ESBLs").

La definicién clasica de las ESBLs incluye solo las B-Lactamasas del
grupo funcional 2be y la clase molecular A de Ambler, en las cudles se
encuentran las variantes derivadas de TEM-1, TEM-2, SHV-1 y K1
(KOXY) de Klebsiella oxytoca. La segunda definicidn es mas amplia e
incluye tanto a las B-Lactamasas clasicas como a los tipos: CTX, GES,

VEB, AmpC, OXA (pero no carbapenemasas). Finalmente, la tercera
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definicion incluye a las ESBLs clase A; las miscelaneas las cuales han
sido subdivididas en clase C que son mediadas por plasmidos; las de
clase D y las CARB que son B-Lactamasas con actividad hidrolitica
contra carbapenemes. Sin embargo, estas tres definiciones despiertan el
debate sobre la pregunta de “¢éCual de las enzimas del tipo AmpC-
ESBLs, OXA-ESBLs, y/o carbapenemasas podrian ser incluidas en la
categoria de ESBLs?” Por lo que la falta de una definicién consenso para
las ESBLs podria tener tres causas: dificultades en la deteccidén de las
ESBLs; fracaso en la terapia contra infecciones causadas por patdégenos
productores de ESBLs y favorecer la seleccidn de cepas resistentes a los
antibioticos utilizados contra las bacterias portadoras de ESBLs. Por lo
tanto, es necesario el acuerdo general en la definicion exacta de ESBLs
(Lee y col., 2010).

Las carbapenemasas tipo GES se han localizado en diferentes especies
bacterianas incluyendo P. aeruginosa, distribuidas a nivel mundial. GES-
5 es responsable de la resistencia a B-lactamicos y se ha encontrado en
integrones clase I (Wang y col., 2006).

1.3.2. Metalo-p-Lactamasas.

Las metalo-B-Lactamasas presentan un alto grado de hidrdlisis hacia los
carbapenemes y una actividad nula contra monobactames (aztreonam).
A la fecha, en P. aeruginosa, se han demostrado ocho tipos diferentes:
IMP, VIM, SPM, GIM, AIM, SIM, KHM y DIM (Lee y col., 2005; Walsh y
col., 2005; Gupta, 2008; Picao y col., 2008; Sekiguchi y col., 2008;
Poirel y col., 2010).

Los genes que codifican para estas enzimas se encuentran con
frecuencia en el cromosoma bacteriano; sin embargo, se ha descrito la
diseminacién de genes que codifican metalo-B-Lactamasas a través de
elementos genéticos como transposones, bacteriéfagos, plasmidos e

integrones (Ito y col., 1995; Iyobe y col., 1996; Toleman y col., 2004;
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Poirel y col., 2006; Bing y col., 2007; Sacha y col., 2007; Sacha y col.,
2008).

1.3.3. Epidemiologia de las metalo-B-Lactamasas.

Las metalo-B-Lactamasas  se han encontrado en enterobacterias,
Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp. principalmente (Livermore y
col., 2001; Walsh y col., 2005).

En K. pneumoniae se han identificado los genes blamg, en plasmidos
conjugativos, lo que representa una fuente potencial de diseminacién de
la resistencia hacia carbapenemes en enterobacterias (Osano y col.,
1994; Luzarro y col., 2004).

El primer hallazgo de genes que codificaban para metalo-B-Lactamasas
fue descrito en Aeromonas hydrophila en Japén en la década de 1980,
estas enzimas generaron resistencia a carbapenemes y los genes que
las codifican se localizaron en el cromosoma bacteriano (Massidda y
Rossolini 1991). En 1991 se detectd a IMP-1, la cual se encontré
codificada en plasmidos de P. aeruginosa (Watanabe y col., 1991). Ya se
han reportado cepas productoras de metalo-B-Lactamasas en otras
partes del mundo como, Hong Kong (Chu y col., 2001), Taiwan (Yan y
col., 2001) Europa (Toleman y col., 2003), América Latina incluyendo
México (Costa y col., 2002; Garza y col., 2008) y Estados Unidos
(Toleman y col., 2004).

La familia VIM fue reportada inicialmente en paises de Europa, (Lauretti
y col., 1999; Poirel y col., 2000) posteriormente se reportd en Asia (Yan
y col., 2001), asi como, en Estados Unidos (Lee y col., 2002; Iyobe y
col., 1996). En América Latina se encontré blayiv en cepas de P.
aeruginosa (Pasteran y col., 2005), recientemente se detectd en cepas
de A. hydrophila en Hungria (Balazs y col., 2008).

La familia SPM fue identificada en P. aeruginosa aislada de un paciente

pediatrico en el Instituto de Oncologia en Brasil (Toleman y col., 2002).
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Posteriormente se describié la diseminacion de este tipo de enzimas en
cuatro hospitales de zonas diferentes en ese pais (Gales y col., 2003).
La familia de metalo-B-Lactamasas tipo GIM, fue detectada en Alemania
(Castanheira y col., 2004).
La familia de metalo-B-Lactamasas SIM fue detectada en Brasil (Picao y
col., 2008). Recientemente se reportd a AIM en Australia (Gupta, 2008)
y a KHM en Japdén (Sekiguchi y col., 2008), la DIM en la India (Poirel y
col., 2010).

1.4. Elementos genéticos involucrados en la diseminacion

de genes de resistencia.

1.4.1 Plasmidos.

Son moléculas extracromosdmicas de DNA circular de doble cadena, de
1 a 200 Kb, se replican independientemente del cromosoma bacteriano,
pero dependen de las proteinas de su hospedero, tienen un origen de
replicacién (ori) (Craig y col., 2002).
Existen plasmidos conjugativos, que pueden ser transferidos por si
mismos, presentan los genes tra que codifican para proteinas necesarias
en el proceso de conjugacion. Por otro lado, existen los plasmidos
moviles que dependen de plasmidos conjugativos; requieren de
plasmidos que si lo pueden hacer. Son de menor tamafio que los
plasmidos transferibles, esto se debe a que solo necesitan de uno o dos
genes mob, que codifican para proteinas de transferencia, es decir;
toman ventaja de la maquinaria de transferencia dada por los otros
plasmidos (Craig y col., 2002; Nosova Yy col., 2005; Sacha y col., 2007).
Los plasmidos movilizados por conjugacion, pueden ser portadores de
una amplia variedad de determinantes genéticos, como resistencia,
energia, metabolismo, virulencia y diseminacion, favoreciendo |la
sobrevivencia de la célula hospedadora en un ambiente adverso,
proporcionandole una ventaja competitiva frente a  otros

microorganismos (Frost & Koraimann, 2009).
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Desde el punto de vista de Salud Publica, los plasmidos portadores de
determinantes de resistencia, con capacidad conjugativa o de
movilizacién, son las estructuras extracromosomales de mayor
relevancia epidemioldgica, por su capacidad de promover la
diseminacién horizontal de un gran numero de genes de resistencia,
contribuyendo al incremento de las poblaciones bacterianas resistentes
y promoviendo la aparicion de cepas patdgenas multirresistentes
(Narvaez y col., 2005).
1.4.2 Transposones.

Los transposones son segmentos de DNA que pueden moverse en
diferentes sitios del DNA dentro de la misma célula o incluso a otra
célula, pudiendo llevar genes de resistencia a los antibidticos, y cuando
se combinan con eventos de conjugacién representan los principales
vehiculos diseminadores de dichos genes. Poseen al menos un gen que
codifica para una transposasa, enzima que cataliza la reaccién de
transposicion, flanqueados por secuencias de insercidn, compuestas de
15 a 25 pb conocidas como repetidos invertidos (IR) (Lewin, 2008). El
movimiento no es totalmente al azar, existen sitios preferentes en una
molécula de DNA en la cual se insertard el elemento genético
transponible. Su existencia fue propuesta por Mc Clintock (1951 a 1957)
en el maiz, sin embargo, su existencia no se demostré hasta mucho mas
tarde en bacterias. Los transposones no se pueden auto-replicar, por lo
que no existen de manera auténoma (a excepcidon algunos genes
transponibles en los fagos) y por tanto, para ser replicados deben ser
parte de algun otro replicon. El mecanismo de transposicion es mediado
por recombinacién sitio-especifica es decir; la transposicidon requiere
poca o ninguna homologia entre la localizacién actual y el nuevo sitio.
En muchas instancias la transposicion del elemento genético
transponible resulta en la remocion del elemento de su sitio original y su

insercién en un nuevo sitio. Sin embargo, en algunos casos el evento de
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transposicion se acompafan de una duplicacion del elemento genético
transponible. Una copia permanece en el sitio original y la otra se
transpone en el nuevo sitio (Lewin, 2008).
Los transposones conjugativos son segmentos de DNA que son se
encuentran localizados normalmente en el cromosoma bacteriano, pero
pueden abandonarlo y transferirse por ellos mismos de la célula
donadora al cromosoma de la célula receptora, ademas ya se han
descrito estos elementos genéticos en plasmidos (Salyers y col., 1995;
Mullany y col., 2002).
Los pasos que involucran la transposicion asi como la transferencia son:
la escision y formacion de un intermediario circular covalentemente
cerrado, el cual puede integrarse en cualquier lugar dentro de la misma
célula o transferirse e integrarse por si mismo por conjugaciéon a otra
célula (Scott, 1992). El mecanismo de transposicién de estos elementos
genéticos es similar a los transposones no conjugativos en el sentido
que ellos se cortan y luego se integran de un lugar del DNA a otro,
dentro de los transposones mas estudiados estdan Tn5 y Tn10 (Ahmed,
2009; Scott, 1992).

1.4.3 Integrones.
La fluidez del genoma asi como los rearreglos genéticos, permiten a las
bacterias responder rapidamente a nuevas condiciones ambientales. La
naturaleza dindmica de su genoma, puede ser atribuida a la capacidad
de las bacterias de intercambiar informacién por sistemas de
transferencia genética via horizontal, como conjugacion, transduccion,
transformacién y a procesos de recombinacion, que integran, eliminan o
translocan genes. Un ejemplo del impacto de esos procesos es la
diseminacion de la resistencia bacteriana a los antibioticos (Rosewarne y
col., 2010).
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Debido al avance tecnoldgico y a la aplicacién de la biologia molecular,
se ha demostrado que algunos genes de resistencia a los antibidticos, en
bacterias patdgenas Gram negativas, se localizan en sitios genéticos los
cuales presentan secuencias flanqueantes similares o idénticas,
sugiriendo un mecanismo especifico que puede favorecer la

diseminacion genética (Recchia y Sherratt, 2002).

Los integrones son unidades genéticas que se descubrieron en la década
de 1980, cuando el estudio molecular de algunos genes de resistencia
reveld la existencia de una secuencia comun en la regién 5’ que contenia
un promotor y un gen codificante de una integrasa, similar a la descrita
en bacteriéfagos, constatandose que estas secuencias formaban parte
de una zona conservada (5’) de una estructura genética, a la cual se le
llamé integrén (In) (Stokes y col., 1989; Sabaté y Guillem 2002).

Los integrones son definidos como una unidad genética capaz de
capturar genes, presentes en elementos llamados casetes, mediante un

mecanismo de recombinacidén sitio especifica (Hall y Collis 1995).

Un integrén esta conformado por un gen intl, que codifica para una
integrasa (Int) sitio especifica de la familia de las tirosina recombinasas,
un sitio adyacente de recombinacion attl, en el cual los casetes son
integrados, un promotor P, para la expresion de int y un promotor Pc,
para la expresién de los genes que se encuentran en los casetes, ya que
por lo general estos genes no tienen promotor (Recchia y Sherratt,
2002; Recchia y Hall., 1995) (Figura 1).
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Pc
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Figura 1: Representacion esquematica de la estructura comin de un
integron clase I . Esta presente el gen intl, que codifica para la integrasa Int,
la cual se transcribe a partir del promotor P;,;. La recombinacion sitio especifica
de los casetes se lleva a cabo entre los sitios attC y attl. Los genes en los
casetes son transcritos a partir del promotor Pc. P, es un promotor mas fuerte.
(Adaptada de Davis y Waldor, 2002).

1.4.3.1. Casetes génicos.

Los casetes por lo general incluyen un solo gen y en la posicion 3’
presentan un sitio de recombinacion especifica, conocido como attC, o
también denominada elemento de 59 bases, a través del cual se lleva a

cabo el reconocimiento y movilizacién (Figura 1); en un integron pueden
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recombinarse varios casetes (Recchia y Sherratt, 2002; Fluit y Schmitz
2004).

Los casetes por lo general no presentan promotores y los genes
presentes se transcriben utilizando el promotor del integron, dando
lugar a un RNA mensajero policistronico, por lo que habrd una
disminucion de la transcripcidén en los genes mas distantes al sitio
promotor (Collis y Hall 1995). Pueden ser ensamblados en serie y estar
sujetos a reacomodo o rearreglo en un integrén o en un plasmido
conjugativo, para posteriormente ser diseminados a través de las

poblaciones bacterianas (Recchia y Sherratt, 2002).

Se han identificado mas de 60 genes de resistencia asociados a casetes,
dentro de los cuales destacan genes que codifican para la resistencia a
aminoglucdsidos, B-lactamicos, cloranfenicol, trimetoprim, eritromicina,
una gran variedad de desinfectantes, antisépticos, etc., (Recchia vy
Sherratt, 2002; Bing y col., 2007; Pitout y col., 2007).

1.4.3.2 Sitio att.

El sitio de recombinacion attIl del integrén clase 1, consiste de dos
secuencias repetidas en donde se une la integrasa (Int) y dos sitios de
union adicionales llamados sitio fuerte y débil, DR1 y DR2
respectivamente. El sitio attI1 estd conformado por 65 pares de bases
(figura 2), las cuales incluyen dos regiones correspondientes a los
lugares de unién fuerte y débil de la integrasa, asi como un lugar de
recombinacion, en el cual los genes capturados son integrados
(Partridge y col., 2000; Mazel 2006).

12
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5'GCTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAACAAAGTTRRRY NNN 3
3'CGAAACTACAATACCTCGTCGTTGCTACAATGCGTCGTCCCGTCAGCGGGATTTTGTTTCAAYYYRNNN 5

intI1 DR2 DR1

Y

Figura 2: Secuencia del sitio attl de integrones clase 1. Se muestra en letras
azules la secuencia conservada de 7pb, presentes en el sitio core. Las flechas
negras intensas indican el sitio principal de recombinacién, las flechas negras
delgadas indican el segundo posible lugar de recombinaciéon y de unién de la
recombinasa. DR1 y DR2 son las regiones accesorias repetidas de los sitios de
unidn a recombinasas que contienen las secuencias consenso de unidon a DNA. L
y R representan los sitios de unién de la recombinasa en el sito core de
recombinacion. Tomada de: may y col., 1995.

La regidn attC, es el sitio de recombinacion que contienen los casetes
encontrados en integrones de multirresistencia de clase 1, 2 y 3 (Hall y
col., 1994). Se le ha referido histéricamente como el elemento de 59
pares de bases, aunque exista una variacion en longitud desde 57 a 141
pb (Figura 3). Esta region se encuentra formada por cuatro sitios
principales llamados R, R”, L' y L". Los sitios R’ y R” son parte de la
secuencia consenso RH. Los sitios L' y L” forman parte de la secuencia

consenso LH (Hall y col., 1999).
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|

GCCTAAGAATTCATTCAAGCCCACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAATLAGGTGTTAGGC | NNN 3’
AAGTAAGTTCEHGGTGCGGCGAAGCGCCGCGECGAATTAGTCCACAATCCG| NNN 5

Ll LII RI RI’
LH RH T

Figura 3. Representacion esquematica del sitio attC. Las flechas negras
gruesas indican la principal posicién de recombinacion. Las flechas negras
delgadas indican la posicién de recombinacién alternativa. Los recuadros
en azul y rosa representan las secuencias conservadas de 7pb de repetidos
invertidos. Tomada de:may y col., 1995.

1.4.3.3 Integrasa.

5" GCQ
3' CG(

La recombinacion entre los sitios attC y attl es llevada a cabo por una
integrasa (Int), la cual pertenece a la familia de las recombinasas, ya
que presenta los dos motivos consenso RHRY encontrados en la
integrasa del fago A y en otras recombinasas (Nunes y col., 1998). Las
integrasas de los integrones clase 1, 2 y 3 se denotan Intl 1-3.
Mientras que la integrasa 4 se denota VchIntIA, puesto que se encontré

en Vibrio cholerae (Rowe-Magnus y col., 2001).
1.4.3.4. Clasificacion de los integrones.

Los integrones pueden ser divididos en dos grupos principales: los
integrones de resistencia (IR) y superintegrones (SI). Los IR se
encuentran habitualmente formando parte de transposones, plasmidos
y/o en el cromosoma bacteriano; ademas de presentar una mayor
proporcién de genes de resistencia a antibiéticos, mientras que los SI se
localizan en el cromosoma de ciertas bacterias y contienen genes
asociados a multiples funciones adaptativas (Rowe-Magnus y Mazael
2002; Fluit y Schmitz 2004; Mazel 2006).
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Se han descrito mas de 30 SI, en los cromosomas de bacterias como
Xanthomonas, Pseudomonas y Vibrio; al parecer son el origen de los IR

(Rowe-Magnus y Mazael 2002).

La clasificacion de los integrones (IR), se basa en la secuencia de la
integrasa, las cuales presentan de un 48 a un 50% de identidad
(Partridge y col., 2000). Se conocen nueve clases. Los integrones de las
clases 1, 2 y 3 presentan casetes de resistencia a antibiéticos (Diconza
& Gutkind, 2010), los de las clases 4, 5, 6 y 7 contienen casetes que no
codifican para la resistencia a los antibidticos (Clark y col., 1995), el
integron de la clase 8 no presenta ningln casete (Nield y col., 2001); el
de la clase 9 contiene un soOlo casete de resistencia a antibioticos
(Hochhut y col., 2001).

Los integrones de la clase 1 son los que se encuentran con mayor
frecuencia en las cepas aisladas de casos clinicos. Se caracterizan por
tener una secuencia conservada que tiene el gen codificante de la
integrasa en el extremo 5’ (5'-CS) y la gran mayoria presentan una
secuencia conservada en el extremo 3’ (3'-CS), ademas de presentar el
gen que confiere resistencia a compuestos cuaternarios de amonio
(gacEAl) y un gen de resistencia a sulfonamidas (su/l). La longitud de
la secuencia conservada (3'-CS) es variable, lo que se puede constatar
en los integrones Inl, In2, In3, In4, In5 e In0 (Hall y col., 1994;
Toleman y col., 2007). Una gran variedad de integrones de la clase 1 se

han localizado en elementos transponibles (Toleman y col., 2003).

Los integrones de la clase 2 presentan en el segmento conservado (5'-
CS) una estructura similar a los integrones de la clase 1 y se encuentran
en el transposon Tn7 (Radstrom y col., 1994) y en derivados de éste,
tales como Tn1825, Th1826 y Th4132 (Tietze y col., 1987; Young y col.,
1994).
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Se han descrito integrones de la clase 3 en P. aeruginosa, Serratia
marcescens, P. putida y K. pneumoniae, en Japon. La estructura de
estos integrones es similar a la estructura de los integrones de la clase 2
(Arakawa y col., 1995; Senda y col., 1996).

Los integrones se han diseminado ampliamente entre las especies de la
familia Enterobacteriaceae (White y col., 2001), V. cholerae (Rowe-

Magnus y col., 2001) y P. aeruginosa (Roser y col., 1999).

Los integrones identificados en diversos serotipos, son compatibles con
la presencia de elementos genéticos diseminados mundialmente y
ademas se asocian a fenotipos particulares de resistencia a antibioticos
(Fluit, 2005).

La presencia de IR en plasmidos conjugativos y/o transposones
diseminados mundialmente y descritos con anterioridad a la era
antibiotica, podria explicar su rapida dispersion en las Ultimas décadas.
De hecho, la baja diversidad y gran estabilidad temporal de la estructura
de los integrones de clase 1 y 2 en aislados clinicos resistentes a
antibidticos de las Uultimas dos décadas, apoyaria la hipdtesis de
episodios de seleccién de un pequefio niumero de unidades de captura
génica ocurrida en el medio hospitalario como consecuencia del uso de
antibidticos (Machado y col., 2005). Aunque no se pueda excluir que la
adquisicién de ciertos integrones proporcione ventajas adaptativas no
relacionadas con la resistencia. No debemos perder de vista que
también existe una gran heterogeneidad genética y gendmica en los
integrones, tanto en casetes correspondientes a un mismo gen (blaoxa-1-
32, blaimp-1-13, aadAi-17 0 dfrAi-17) como en la organizacién de integrones
gue albergan casetes idénticos habiéndose descrito incluso la presencia
de un mismos casete, dfrAl, en integrones de diferentes clases (Fluit y
Schmitz 2004; Rowe-Magnus y Mazael 2002; Toleman y col., 2003).
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Ademas se han aislado integrones no asociados a la resistencia a
antibidticos en zonas no sometidas a presion selectiva aparente (Michael
y col., 2004; Nield y col., 2001).

Rowe-Magnus y colaboradores (2002), demostraron la presencia de
integrones en microorganismos ancestrales de diferentes géneros,
corroborando asi que estos elementos moviles son estructuras antiguas

que han ido evolucionando conjuntamente con el genoma bacteriano.
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2.0. ANTECEDENTES

P. aeruginosa es uno de los principales microorganismos causantes de
infecciones intrahospitalarias cuyo tratamiento no resulta facil por la
creciente resistencia a los antibidticos de ultima opcidn terapéutica,
como los carbapenemes. En el trabajo de tesis de maestria que realicé,
se demostré6 el fendmeno de panrresistencia asi como la
multirresistencia de un grupo de cepas de P. aeruginosa de origen
intrahospitalario, a antibidticos de diferentes familias, como B-
lactdmicos, incluyendo el imipenem, aminoglucdsidos, quinolonas vy
tetraciclinas (Castillo y col., 2006). Ademas se reveld por métodos
fenotipicos la expresion de MBLs y por PCR y secuenciacion se obtuvo
una region del gen blayiv en una de las cepas. La identificacion cada vez
mas frecuente de genes de resistencia asociados con MBL, como causa
de brotes de infecciones intrahospitalarias ocasionados por bacterias de
origen clinico, se ha atribuido a la transferencia horizontal de
informacion genética que codifica para la resistencia a antimicrobianos,
entre los elementos genéticos involucrados en este proceso destacan los

integrones.
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3.0. JUSTIFICACION

La diseminacion de genes de resistencia a los antibidticos entre las
bacterias, incluida P. aeruginosa, es un problema de salud publica muy
serio. Los genes de resistencia estan localizados en el cromosoma
bacteriano o en elementos mdviles como son los fagos, plasmidos vy
transposones, los cuales estan involucrados en la transferencia
horizontal de material genético entre diferentes especies bacterianas. En
décadas recientes se ha descrito un sistema de captura de informacién
genética que integra casetes de resistencia, llamado integrén. Esta
unidad genética no es movil por si misma y puede estar localizada en el
cromosoma bacteriano, en plasmidos o en transposones por lo que su
movilidad estd asociada a plasmidos conjugativos que presentan un
intervalo amplio de hospederos y a transposones que pueden
transferirse entre las bacterias. La caracterizacidon de los integrones en
bacterias de origen hospitalario es una herramienta epidemioldgica
valiosa que permite entender la evolucién y repercusion de los
elementos genéticos asociados a la multirresistencia, asi como la
distribucién de los casetes génicos de resistencia; asi mismo la
identificacion de p-Lactamasas del los tipos: MBL y BLEEs que
representan uno de los principales mecanismos de resistencia a
antibidticos de Ultima opcion terapéutica en el tratamiento de
infecciones ocasionadas por P. aeruginosa, permitirda contribuir a
establecer programas de control y manejo de antibidticos en los

hospitales.
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4.0. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Caracterizar B-Lactamasas e integrones en cepas de P. aeruginosa de

origen intrahospitalario que son resistentes al imipenem.

4.2. Objetivos particulares.

e Determinar la relacion clonal de las cepas en estudio.

e Detectar por los métodos fenotipicos de sinergismo y punto
isoeléctrico a las B-Lactamasas de espectro extendido (BLEEs) y a
las metalo B-Lactamasas (MBLs).

e Detectar y caracterizar por PCR, secuenciacion vy analisis
bioinformatico BLEEs, MBLs e integrones.

e Determinar la localizacion cromosomal o en plasmidos de BLEEs,

MBLs e integrones.
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5.0. MATERIAL Y METODOS

En este estudio se utilizaron procedimientos fenotipicos y genotipicos
para caracterizar el mecanismo de resistencia mediado por -
Lactamasas en cepas de P. aeruginosa de origen intrahospitalario. El

esquema general de trabajo se presenta en la figura 4.

Catorce aislados de
Pseudomonas aeruginosa

resistentes al imipenem. Analisis bioinformatico en
el diseio de iniciadores y

de los previamente
reportados Utiles para
amplificar regiones
especificas de integrones y
B-Lactamasas.

Caracterizacion fenotipica
de B-lactamasas:
Sinergismo BLEEs
Sinergismo MBLs

Punto isoeléctrico

Caracterizacion molecular de
cepas de P. aeruginosa por PFGE

e MBLs,
de DNA

Caracterizacion de integrones que
portan genes por:
Transformacion de P. aeruginosa ..,
PAO1 con plasmidos nativos Secuenciacion de
Plasmidos recombinantes con los fragmentos
fragmentos de DNA cromosomal amplificados
digerido

Localizacién cromosomal o
plasmidica de B-Lactamasas
por hibridacién tipo Southern

Analisis e integracion de los resultados

Figura 4. Esquema general de trabajo.
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5.1. Material Bioldgico.
5.1.1. Aislados clinicos de P. aeruginosa.

Los 14 aislados clinicos de P. aeruginosa que se usaron en este estudio
se seleccionaron con base en el fenotipo de resistencia al imipenem.
Estos aislados provienen de una coleccién de 24 cepas, las cuales,
fueron proporcionadas por la QBP Lourdes Osorio Carranza del Hospital
de Infectologia del Centro Médico Nacional la Raza del IMSS. Estos
aislados clinicos se obtuvieron en el 2004 a partir de procesos diversos
como causa de infeccion intrahospitalaria, y en un estudio previo de
Castillo-Vera y colaboradores en el 2006, se demostraron perfiles
variados de resistencia a 21 antibidticos (amikacina, azlocilina,
aztreonam, carbenicilina, cefepime, cefoperazona, ceftazidima,
ceftizoxima, ceftriazone, ciprofloxacina, imipenem, Ilevofloxacina,
meropenem, mezclocilina, netilmicina, norfloxacina, ofloxacina,
piperacilina, ticarcilina, ticarcilina/acido-clavulanico y tobramicina), que
representan diferentes familias de antimicrobianos utilizados en el

tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa.
5.1.2. Cepas de referencia.

E. coli DH5a, cuyas caracteristicas genéticas son las siguientes: F~,
@80d/acZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rK",
mK*), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl (Bethesda Research

Laboratories, Bethesda, Md.) se utilizd en los experimentos de clonacion

E. coli XL1Blue, con las siguientes caracteristicas genéticas: endA1l
gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F'[ ::Tn10 proAB* lacI®
A(lacz)M15] hsdR17(rke mg*) y resistente al &cido nalidixico vy
tetraciclina, se utilizd en los experimentos de transformacién y se

extrajo de la coleccidn de cepas del Laboratorio de Investigacion del
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Hospital Universitario Son Dureta, el cual estd bajo la direccion del Dr.

Antonio Oliver Palomo.

P. aeruginosa PAO1l, presenta: 5,669 genes, su genoma tiene una
longitud de 6,264,404 pb y un contenido GC de 66%, el cual codifica
5,566 proteinas y presenta 5 pseudogenes, no presenta elementos
genéticos moviles, asi como integrones. Esta cepa se utilizd en los
experimentos de transformacién y se extrajo de la coleccién de cepas
del Laboratorio de Investigacion del Hospital Universitario Son Dureta, el

cual esta bajo la direccion del Dr. Antonio Oliver Palomo.
5.2. Identificacion bacterioldgica.

Los aislados clinicos fueron identificados por el sistema BBL Crystal ®
system (Becton, Dickinson and Company, USA), ademas se
seleccionaron tres cepas al azar para confirmar la identificacién a nivel
molecular a partir de la secuenciacion de la region 16S del rDNA
(Castillo-Vera, 2006).

5.3. Caracterizacion molecular por electroforesis en campos
pulsados (Pulsed-Field Gel Electrophoresis [PFGE]).

5.3.1. Extraccion de DNA.

Se utilizd la técnica de PFGE descrita por Spencker y colaboradores en el
2000, para analizar la relacion clonal de un grupo de cepas de P.
aeruginosa resistentes al imipenem. Las bacterias se cultivaron en caldo
Luria (LB) a 37°C toda la noche con agitacion constante, posteriormente
se centrifugaron a 13,000 rpm durante 2 min, la pastilla se resuspendio
en 500ul de solucién PIV (Tris-HCL 1M, pH 8.0; NaCl 5M), luego se
incubd durante 5 min a 13,000 rpm, posteriormente se elimind el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 200ul de solucion PIV, se
tomaron 100ul de esta mezcla y se le afadieron 100ul de agarosa

fundida al 1.5%, (previamente enfriada hasta 42°C aproximadamente),
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luego se distribuyeron 20ul de esta ultima mezcla en contenedores de
pozos, se dejo solidificar la agarosa durante 10 min aproximadamente.
Con la finalidad de llevar a cabo la lisis celular, se introdujeron los
bloques de agarosa en un tubo conteniendo 1 ml de solucién de lisis ST
(Tris-HCL 1M, pH 8.0; NaCl 5M; EDTA 0.5M, pH 8.0; Desoxicolato sodico
10%; Sarkosyl 10%; lisozima 50mg/ul) y se incubaron a 37°C durante
5h. Posteriormente se decantd la solucion ST y se sustituyd por una
soluciéon ES (EDTA 0.5M, pH 8.0; Sarkosyl 10%; proteinasa-K 1mg/ml
[recién preparada]). Se incubd durante 18h a 50°C. Se decantd la
solucidon K y se afadieron 500ul de solucién TE (Tris-HCL 1M, pH 7.5;
EDTA 0.5M, pH 8.0).

5.3.2. Digestion enzimatica y electroforesis en gel.
La digestién se realizd6 con la enzima de restriccién Spel, que es una

enzima de baja frecuencia de corte. A los tubos conteniendo los posillos
se les adiciond 40ul de la solucién SR (2.5U de Spel; amortiguador 1X;
0.4ul BSA). Se prepard un gel de agarosa al 1%, luego se colocaron los
posillos en los carriles del gel, asi como los controles de tamafo
molecular correspondientes. Se realizd la separacion del DNA en el
equipo Chef-DRIII (Bio-Rad, la Jolla, CA), bajo condiciones de: 6v/ cm2
por 26h y 5 pulsos de 40s. Los patrones de macrorrestricciéon del DNA se
interpretaron bajo los criterios establecidos por Tenover y colaboradores
(1995).

5.4. Determinacion de la susceptibilidad a los antibidticos
por el método de difusion en agar utilizando discos de papel
filtro (CLSI, 2005).

Este procedimiento se realizé previamente (Castillo-Vera, 2006), tanto
para la cepa de referencia (control de calidad del procedimiento), como

para las cepas intrahospitalarias, de acuerdo a las recomendaciones del
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Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and
Laboratory Standards Institute [CLSI]).(CLSI, 2005b).

5.4.1. Control de Calidad.

El control de calidad de la prueba se realizd siguiendo Ilas
recomendaciones del CLSI (CLSI, 2005b), utilizando como
microorganismo de referencia la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, la
cual se empled en cada experimento y siempre bajo las mismas
condiciones de prueba. El procedimiento se considerd valido si la cepa
de referencia proveia diametros en los valores de susceptibilidad que

estaban comprendidos dentro de los intervalos de referencia.
5.5. Deteccidn y caracterizacion fenotipica de p-Lactamasas.

5.5.1. Prueba de sinergismo de metalo-p-lactamasas
(MBLs).

Para cada aislamiento clinico cuya MIC para el imipenem fuera mayor a
8 nug/ml, se inoculé una colonia aislada en un tubo con caldo Mieller-
Hinton, se incubaron 3h a 37°C con agitacion constante, hasta que
aparecié una leve turbiedad con el propédsito de ajustar el indculo de
prueba, tomando como referencia el tubo 0.5 de la escala del
Nefeldmetro de McFarland, igualando la turbidez de los tubos problema
y del Nefeldmetro sobre un fondo blanco bien iluminado que presentaba
una linea negra gruesa. La siembra del indculo se hizo en cajas con 20
mL de gelosa Mueller-Hinton con 4 mm de espesor conservadas a 4°C
en bolsas de plastico y selladas para evitar la deshidratacién, usando un
hisopo que se sumergié en la suspension bacteriana ajustada, quitando
el exceso de indculo presionando y girando el hisopo sobre la pared
interna del tubo por arriba del nivel del caldo. Cada caja se sembré en
tres direcciones y a 60° para obtener una distribucién uniforme sobre

toda la superficie del agar. Las cajas inoculadas se dejaron reposar por
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cinco minutos a temperatura ambiente para que se absorbiera el

indculo.

Se distribuyeron en cada placa tiras de Etest MBLs (AB Biodisk, Solna,
Sweden), conteniendo imipenem/imipenem-EDTA (IP/IP). La presencia
de MBL se considerd una prueba positiva con MIC para imipenem-EDTA,

de al menos 3 concentraciones por debajo de la MIC para el imipenem.

5.5.2. Prueba de sinergismo de p-Lactamasas de

espectro extendido (BLEEs).

Se realizaron ensayos de sinergia de doble disco con amoxicilina-
clavulanico, para detectar la posible presencia de BLEEs (Jarlier y col.,
1988), para lo cual se ajustd el indculo de prueba tomando como
referencia el tubo 0.5 de la escala del Nefeldmetro de McFarland,
posteriormente se sembro en placas conteniendo gelosa Mieller-Hinton,
usando un hisopo y eliminando el exceso de indculo presionando y
girando el hisopo sobre la pared interna del tubo por arriba del nivel del
caldo. Cada caja se sembrd en tres direcciones y a 60° para obtener una
distribucién uniforme sobre toda la superficie del agar. Las cajas
inoculadas se dejaron reposar por cinco minutos a temperatura
ambiente para que se absorbiera el indculo. Posteriormente se colocaron
discos de amoxicilina-clavulanico y de una cefalosporina de tercera
generaciéon a una distancia de 10 y 20 mm centro a centro (Jarlier y col.,
1988), la prueba se considerd positiva cuando se observé una reduccion
en los halos de inhibicién entre los dos discos, comparada con los halos

observados en los discos por separado.
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5.6. Deteccion, caracterizacion y clonacion de p-Lactamasas

adquiridas.

5.6.1. Isoelectroenfoque (IEF).

Como parte de la caracterizacion de B-Lactamasas, se determind el
punto isoeléctrico por isoelectroenfoque (IEF) para una representante de
cada grupo clonal encontrado por PFGE (tabla 2). Para ello se utilizd el
método descrito por Matthew y colaboradores (1979), el cual consistid
en cultivar las cepas en 5 ml de caldo LB con 10 pg/ml de imipenem,
durante 16 a 18 h a 37°C, posteriormente se centrifugéd a 13,000 x g
durante 2 min, luego se elimind el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendio en 1 ml de regulador de fosfatos (PBS) 1X pH 7.4.
Posteriormente se sonicd en hielo dando dos ciclos de 15 pulsos cada
uno hasta que el sobrenadante se aclard y luego se centrifugd a 13,000
X g durante 30 min a 4°C. Una alicuota del sobrenadante y un marcador
pretefido con pl de 4.45-9.6 (IEF Standards BIO-RAD) se corrieron en
geles de poliacrilamida (PhastGel™ IEF 3-9 de Amersham Pharmacia
Biotech AB) impregnados con anfolinas con rangos de pH 3-9, se
corrieron en un aparato de (Pharmacia AB, Uppsala, Sweden). Para
determinar la actividad de B-Lactamasa de las proteinas se utilizd
nitrocefina (500 pg/ml) el cual al ser hidrolizado por p-Lactamasas dio
una sefal colorimétrica por lo que se adiciond sobre el gel de
isoelectroenfoque (IEF). Se corrieron en paralelo extractos de las cepas
control de la coleccion de cepas del Hospital Universitario Son Dureta
(Espafa) cuyos corrimientos correspondieron a: IES (pI 7.6), 12D (pI
6.0y 8.6), 2D2 (pI 5.4y 8.0), y g5 (pI 8.2).
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5.7. Deteccion genotipica y clonacion de pB-Lactamasas

adquiridas.

Se utilizaron iniciadores para detectar MBLs tipos: GIM, IMP, SIM, SPM y
VIM; asi como para detectar BLEEs tipo OXA y GES (tabla 1).

La PCR para todos los genes se llevo a cabo a partir de una mezcla de

reaccion de 25 ul, en general:

Reactivo volumen

DNA molde (100 ng) 1.0 ul
Amortiguador para PCR 10X 2.5 ul
MgCl, (50mM) 0.75 ul
dNTPs (2.0mM) 2.5l
Oligonucleodtidos (30pmoles/pul) 0.5 ul
Agua estéril tipo I 17 ul
Taq polimerasa 0.25 ul
(5 Unidades/pul)

Volumen total 25 ul

Las condiciones de reaccion fueron una fase de desnaturalizacion de 7
min a 94°C durante un ciclo, 30 s a 94°C para desnaturalizacion, 58°C
para alineamiento, 10 min a 72°C para extension durante 30 ciclos de

reaccion y finalmente un ciclo a 72°C durante 7 min.

Las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% a 90 voltios durante 1 h y se utilizé como marcador de tamano

molecular la escalera de 100 pb (Invitrogen).
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para amplificar por PCR asi como en la

secuenciacion.

Iniciador Gen & Referencia

INT5/CSBH /L;ntIl AGCTAGATCCTTCTAGAAAACCGAGGA TGC | Yatsuyanagi y col., 2003

INT3/CSIY2ER q,;lﬁm AGCTAAAATTGCGATGCCATAACCGATTATGA(Yatsuyanagi y col., 2003

IntlR intl1 Este estudio

IntF-F aacA4 GTACTTGCCAAGCGTTTTA Este estudio

IntR-F aacA41/ CCTTTGCAAATAGCTCATAC Este estudio

blaoxa

IntI2-L intI2 GTACTTGCCAAGCGTTTTA Ploy y col., 2000

IntI2R CACGGATATGCGACAAAAAGGT

HS207 IntI3 GGAATTCCTGCATGAACAGGTATAACGG Collis y col., 2002

HS208 CGGGACCCGCAGCCGGGCGACAAGGCA

VIMB blaym ATG GTG TTT GGT CGC ATA TC Poirel y col., 2002

VIMF TGGGCCATTCAGCCAGATC

VIM2-F blaym. | ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG Gutiérrez y col., 2007

VIM2-R CTACTCAACGACTGAGCG

GES5inicF blages.s | CACTCTGCATATGCCTCGGA Viedma y col., 2009

GESintR blages.s | GCCGTTGTATACACCGCTAC

GIM blagm AGAACCTTGACCGAACGCAG Castanheria y col., 2004
ACTCATGACTCCTCACGAGG

IMP blammp CTACGGCAGCAGAGTCTTTG Senda y col., 1996
AACCAGTTTTGCCTTACCAT

SIM blasm TACAAGGGATTCGGCATCG Lee y col., 2005
TAATGGCCTGTTCCCATGTG

SPM blaspy CCTACAATCTAACGGCGACC Castanheria y col., 2004
TCCGCCGTGTCCAGGTATAAC
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Los productos de PCR correspondientes a los genes bla se purificaron
mediante el estuche de reactivos “Ultra Clean Gel Spin DNA Purification
Kit® de (Marligen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, al producto de PCR se le adicionaron 400 ul de solucion de
union H1, esta mezcla se colocé en el filtro y se centrifugd 10 s a 13,000
x g. El DNA se lavé con 300 ul de “Gel wash amortiguador”, en el filtro y
se centrifugd 10 s a 13,000 x g, el filtro se transfirié a un tubo limpio y
el DNA se recuperd con 50 ul de H20 a una temperatura de entre 65°C
a 70°C para eluir el DNA pegado a la columna durante 1 min a 13,000 x
g. El DNA obtenido se utiliz6 para la reaccion de ligacién, previa

verificacidn por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%.

Posteriormente, se utilizé el plasmido pGEM-T easy® de (Promega),
como vector de clonaciéon para insertar dichos fragmentos. Dentro de las
caracteristicas principales, se encuentra un sitio multiple de clonacién
flanqueado por los promotores T7 y SP6 RNA polimerasa en una regién
donde se encuentra /lacZ, contiene el gen de resistencia a ampicilina el

cual es util como marcador de seleccion.

Cada reaccién de ligacién se realiz6 de acuerdo a las instrucciones
especificadas por el fabricante. Brevemente, se mezclaron suavemente
los componentes de la reaccion de ligacion, contenidos en un volumen
total de 10 pl:

Reactivo Volumen
Producto de PCR (100 ng/ul) 1l
Amortiguador de ligacion 2X 5 ul
Enzima T4 ligasa (5u/yul) 1l
Agua estéril tipo I 2 ul
Vector (50 ng/pul) 1 ul
Volumen final 10 ul
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Después de mezclar se incubd a temperatura ambiente toda la noche,
posteriormente se llevd a cabo la transformacion, la cual se realizd con
células competentes de E. coli DH5a mas el producto de la ligacidén. Se
colocaron 50 pul de células competentes en un microtubo estéril y se
adiciond el producto de la ligacion, se agitd suavemente y se dejo
reposar en hielo durante 30 min. Las células se colocaron en un bafo a
42°C durante 90 s, sin agitacion e inmediatamente después se
transfirieron a un bafio de hielo durante 1 min. Se le adicioné al tubo
500 pl caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37°C durante 45 min
con agitacién de 100 rpm. Se inocularon 50 ul de la suspension
bacteriana en placas de agar LB con ampicilina a una concentracién de
100 pg/ml, IPTG 100 mM y X-Gal 40mg/ml, para poner de manifiesto las
colonias transformadas que llevan el fragmento clonado de las que no lo
llevan, se incubaron las placas 37°C durante 24 h. Las colonias blancas
obtenidas se pasaron con un palillo estéril a un tubo con 3 ml de medio
LB que contenia ampicilina 100 ug/ml, y se incubaron toda la noche a

37°C con agitacion de 100 rpm.

Se llevd a cabo la extraccion del DNA plasmidico de las clonas
obtenidas, utilizando el kit Wizard® plus SV Minipreps DNA Purification
System, para lo cual a partir de un cultivo de toda la noche de una
colonia aislada de E. coli DH5a recombinante, se centrifugd durante 5
min a 13,000 x g, se elimind el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 250 ul de solucién de resuspensién (glucosa 50 mM,
Tris 25 mM, EDTA 10 mM pH 8.0). Posteriormente, se adicionaron 250 pl
de solucion de lisis (NaOH 0.2 N, SDS al 1%), se invirtieron las
muestras cuatro veces y luego se adicioné 10 ul de proteinasa alcalina,
se invirtieron las muestras cuatro veces y se dejaron reposar durante 5

min a temperatura ambiente. La precipitacion del DNA plasmidico y
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proteinas se efectud adicionando 350 ul de solucion de neutralizacién, se
invirtieron cuatro veces las muestras y el precipitado se centrifugd a
13,000 x g durante 10 min a temperatura ambiente, se insertd la
columna en el tubo, se tomaron 700 ul del lisado y se depositaron en
una columna, luego se centrifugd a 13,000 x g durante 10 min y se
descartd el sobrenadante, se adiciond al mismo tubo 750 pl de solucién
de lavado y se centrifugd durante 15 s a 13,000 x g, se adicionaron 250
Ml de solucidn de lavado y se centrifugd 30 s a 13,000 x g,
posteriormente se transfirié la columna a un tubo y se adicionaron 50 pul
de agua libre de nucleasas, se centrifugd a 13,000 x g durante 1 min.
Las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% a 90 Voltios durante 1 h, se utilizd6 como marcador de tamafo

molecular las escaleras de 100 y 1 Kpb de Invitrogen.
5.8. Deteccion y clonacion de integrones.

Se llevaron a cabo ensayos de clonacion utilizando la cepa E. coli XL1-
Blue mediante el método de CaCl, (Sambrook, 2001), para lo cual se
incluyd al azar una clona representante de cada grupo encontrados por
PFGE, debido a que en el ensayo de IEF no se observaron bandas con
un pI correspondiente con el pl de las B-Lactamasas reportadas en la
literatura pero cuya presencia se habia detectado previamente en
nuestras cepas por PCR, se procedid a su clonacion. Para lo cual se
clond en E. coli XL1-Blue el producto de la ligacion de pUCP24 (EcoRI,
BamHI) con el DNA total de las clonas, el cual fue previamente digerido

con las mismas enzimas de restriccion.

Dentro de las caracteristicas principales de pUCP24, se encuentra un
sitio multiple de clonacién flanqueado por los promotores T7 y SP6 RNA
polimerasa en una region donde se encuentra /acZ, contiene el gen de
resistencia a ampicilina el cual fue util como marcador de seleccidn,

tiene un tamano de 4,036 pb. Los transformantes fueron seleccionados
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en placas de agar LB con una concentracion de: gentamicina 5ug/ml y
ampicilina 30pg/ml. Como comprobacién de los transformantes se llevd
a cabo un test de sinergia de doble disco, Etest MBLs, ESBLs y la bateria
de Etest (AB Biodisk) para: piperacilina, piperacilina/tazobactam,
ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, gentamicina,
tobramicina, amikacina, ciprofloxacina y colistina. Los fragmentos
clonados fueron secuenciados directamente a partir del DNA plasmidico
[Plasmid DNA Purification Using the QIAprep Spin Miniprep and
Microcentrifuge kit (Quiagen)].

5.8.1 Caracterizacion de integrones e identificacion de

transposones.

Los oligonucleétidos que se utilizaron para amplificar los genes intl1,
intI2, intI3, casetes génicos y tnpA, mediante PCR, se pueden apreciar
en la tabla 1. Los iniciadores que se disefaron en este estudio se
hicieron, con base en un analisis de las secuencias reportadas en el
GenBank, las secuencias de los oligonucledtidos se analizaron y se

disefiaron con los programas Primer3 (http://www-

genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/primer3 www.cgi); CLUSTALX version

1.8 y blast (www.ncbi.nih.gov/blast) previamente al analisis. Las
condiciones de reaccidn se establecieron especificamente para la

amplificacion de cada regién génica.

Las condiciones de reaccién fueron: una fase de desnaturalizaciéon de 5
min a 94°C, 30 ciclos de reaccion con 30 s a 94°C para
desnaturalizacion, 1 min a las diferentes temperaturas 45, 45.2, 45.9,
46, 48.2, 49.4, 50.6, 51.8, 53, 54, 54.7 y 55°C para alineamiento 1 min

a 72°C para extension y finalmente un ciclo a 72°C durante 6 min.

A partir de los fragmentos de DNA obtenidos y secuenciados, se
diseflaron otros oligonucleétidos para realizar una secuenciacién en

avanzada y de esta forma obtener el arreglo de integrones.
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5.9. Secuenciacion de los fragmentos amplificados.

Para la secuenciacidon de los fragmentos de DNA obtenidos mediante la
PCR y/o los plasmidos recombinantes se utilizd el servicio del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM, a cargo de la Dra. Laura Ongay, asi
como el servicio de secuenciacién del Hospital Universitario Son Dureta
con un equipo automatizado ABIPRISM 3100® de Applied Biosystems ®
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA).

5.10. Electroporacion y analisis de transformantes.
5.10.1 Electroporacion de plasmidos nativos.

Para determinar la presencia de integrones en plasmidos nativos y
analizar el patrén de resistencia transferido, se llevéd a cabo la
transformacién del DNA plasmidico de las cepas en estudio de P.
aeruginosa, las cuales presentaban plasmidos nativos, en P. aeruginosa
PAO1; mediante la técnica de electroporacién (Smith y Iglewski, 1989).
Primero se llevé a cabo la extraccion de los plasmidos nativos mediante
el kit [Genopure Plasmid Maxi Kit (Roche Diagnostics)], de la siguiente
manera: una colonia aislada de cada una de las cepas intrahospitalarias
de P. aeruginosa, crecidas previamente en agar LB, se transfirieron a
caldo LB, luego se incubaron en agitacidon constante a 37 °C toda la
noche. Al siguiente dia se afladieron 24 ml de amortiguador de
suspension y se mezcld, posteriormente se centrifugaron 3.000 x g
durante 10 min; pasado este tiempo se descarté el sobrenadante y se
afadieron 24 ml de amortiguador de lisis y se invirtieron de 5 a 6 veces,
luego se incubaron 3 min a temperatura ambiente. Después se
adicionaron 24 ml de amortiguador de neutralizacion frio y se invirtio 4
veces, luego se incubaron 5 min en hielo. Pasado este tiempo se
centrifugo 1,500 x g durante 30s. Se adiciond el sobrenadante a la
columna al mismo tiempo que se adicionaron 6ml de amortiguador de

equilibrio. Una vez que se filtro toda el sobrenadante, se adicionaron 12
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ml de amortiguador de lavado. Posteriormente se transfirid la columna a
un tubo nuevo y se adicionaron 7 ml de amortiguador de elusidn.
Posteriormente se adicionaron otros 7 ml de amortiguador de elusidn.
Luego se adicionaron 10 ml de isopropanol y se centrifugo 1,500 x g

durante 10 min. Finalmente a la pastilla se le adicionaron 500 pul de H;O.

La electroporacion se llevo a cabo de la siguiente manera: a partir de un
inoculo crecido a 37°C durante toda la noche, se realizé una dilucién
1:50 en medio fresco y se incubd el cultivo hasta una densidad dptica de
0.8. Posteriormente las células se centrifugaron 3,000 x g, 10 min,
pasado este tiempo se elimind el sobrenadante y se adicionaron 500 pl
de agua destilada estéril. Posteriormente, se transfirieron 100 pl a un
microtubo nuevo y se afadieron 1.5 ul de pUC24 y 5 pl de los plasmidos
nativos de cada una de las cepas intrahospitalarias de P. aeruginosa.
Luego se incubaron las células 5 min en hielo. La mezcla se transfirid a
cubetas de electroporacién de 1 mm de separacidon entre los electrodos

y se mantuvo durante unos minutos en hielo.

La electroporacion se llevé a cabo en un equipo Bio-Rad: Cubetas Gene
Pulser® Cuvette, Gene Pulsr Xcel™ electroporation System). Una vez

realizada la descarga, las células fueron resuspendidas en 1 ml de medio

SOC (LB; Glucosa 1M), se pasaron a un tubo de 10 ml y se incubaron

durante 1 hora a 37 °C, con una agitacion de 200 rpm.
5.10.2. Analisis de transformantes resistentes.

Los transformantes fueron seleccionados en placas de agar LB con una
concentracion de ceftazidima 16ug/ml. El andlisis de la resistencia
transferida en las clonas transformantes se realizd6 por el método de
Etest (AB Biodisk) para piperaciclina, piperaciclina/tazobactam,
ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, gentamicina,

tobramicina, amikacina y ciprofloxacina, considerando los valores de
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corte, de acuerdo a las recomendaciones del CLSI, asi como el Etest
MBLs y un test de sinergia de doble disco para detectar la presencia de

BLEEs.

5.11. Localizacion cromosomal o plasmidica de B-

Lactamasas por hibridacion tipo Southern.

Para realizar la hibridacién tipo Southern se utilizd6 el kit comercial
“Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems”
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
5.11.1. Digestion enzimatica.

Primero se hizo una digestion enzimatica del DNA total de las cepas de
P. aeruginosa con EcoRI y Sall. A continuacion se muestra las mezclas

de reaccion que se llevaron a cabo.

Reactivo Volumen
Regulador 10X (“React” 3) 10.0ul
EcoRI (5 U) 5.0ul
BSA (0.1 mg/ml) 10.0ul
DNA (5 ng) 50ul
Agua estéril tipo I 25.0ul
Volumen final 100.0ul

Reactivo Volumen
Regulador 10X (“"React” 10) 10.0ul
SalI (5 U) 5.0 ul
BSA (0.1 mg/ml) 10.0ul
DNA (5 pg) 50ul
Agua estéril tipo I 25.0ul
Volumen final 100.0ul
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Después de mezclar se incubd durante 12 h a 37°C.

5.11.2. Electroforesis y Transferencia.
Se sometieron las digestiones a una electroforesis en geles de agarosa
al 1% a 80 voltios durante 6 h; utilizando el marcador de tamano
molecular del fago A digerido con Pstl (2-23.3 kpb), el cual se colocé en

los extremos del gel.

Una vez terminada la electroforesis en gel, se tomd una fotografia en el
documentador de geles “Gel Documenttion System” BioSens SC 645
(Shanghai Bio-Tech Co., Ltd.), se recortd para quitar el exceso de
agarosa y se marco la esquina superior izquierda indicando el primer
carril. Se coloco el gel en recipiente con una solucion (HCL 250mM)
durante 10 min con agitacion intermitente. Luego se enjuagd con agua
desionizada, se cubrié con regulador alcalino (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) y
se agitd por 25 min, posteriormente se enjuagd con agua desionizada,
finalmente se cubrié con regulador neutro (NaCl 1.5M, Tris-HCI 0.5M a
pH 7.5) y se agitd durante 30 min. Posteriormente se desechd la
solucién y se reemplazé con regulador neutro nuevo, se continué con la

agitacion por 15 min mas.

Posteriormente se cortaron tres hojas de papel Whatman 3MM y una
hoja de nailon Hybond ECL, de las mismas dimensiones del gel. Las
cuales se saturd con regulador 20X SSC (CgHsNaz0O; - 2H,O 0.3M, NacCl
3M a pH de 7.0), durante 10 min. Se transfirio el DNA localizado en el
gel a la membrana con una soluciéon de transferencia, para lo cual se
colocaron en el siguiente orden: sobre el soporte se colocé el gel con la
marca que previamente se hizo del lado izquierdo hacia arriba, encima
se colocd la membrana, cuidando de eliminar todas las burbujas que se

pudieran formar; posteriormente se colocaron las tres hojas de papel
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Whatman 3MM, luego una torre de 7 cm de toallas de papel absorbente,
finalmente se colocd un peso de aproximadamente 750 g. Se saturd el
sistema con regulador 20X SSC (Nascitrato 0.3M, NaCL 3M a pH de 7.0)

por toda la noche.

Al siguiente dia se desmonto el sistema y se marcé la membrana con un
|lapiz, de manera que se pueda identificar la cara de la membrana en la
gue esta el DNA, posteriormente se fijo la membrana por la cara donde

estaba el DNA con luz UV durante 1 min.
5.11.3. Marcaje de la sonda.

Brevemente, se utilizd como sonda un producto de amplificacion
obtenido por PCR de uno de los aislados clinicos en estudio (203) y se

secuencid, comprobandose su identidad como blayim-11.

Se hizo una dilucion del DNA a ser marcado a una concentracion de
10ng/ul, usando agua, luego se desnaturalizaron 100ng del DNA (10ul),
calentdndolo durante 5 min en un bafo de agua hirviendo,
inmediatamente se transfirio el DNA a hielo por 5 min. Posteriormente
se le dio un pulso breve en una centrifuga para colectar el botén del
tubo. Luego se adiciond un volumen equivalente del reactivo de marcaje
(10ul) al DNA en hielo. Se mezclé y se homogeneizd suavemente.
Posteriormente se adiciond la solucidn de glutaraldehido, usando un
volumen equivalente al volumen del reactivo de marcaje (10ul). Se
homogeneizd. Luego se centrifugd brevemente para colectar el

contenido en el fondo del tubo.
5.11.4. Hibridacion y condiciones de estrictez.

Se prepard el regulador como sigue: a temperatura ambiente se
tomaron 0.125 ml/cm? del amortiguador de hibridacién por cm? de
membrana de nitrocelulosa. Se adiciond NaCl 0.5M grado analitico y

agente de bloqueo a wuna concentracién final de 5% (w/v).
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Inmediatamente se homogeneizd para obtener al agente de bloqueo en

una suspension libre.

Se continu6 mezclando a temperatura ambiente en un agitador
magnético durante 1 h, luego se calentd a 42°C durante 1 h mezclando

en un agitador magnético.

Posteriormente se calentdé un volumen suficiente de regulador de
hibridacion a 42°C, luego se colocé la membrana de nitrocelulosa en
botellas de hibridacion, posteriormente se adiciond el regulador de
hibridacion teniendo cuidado de mantener una circulacion adecuada y
evitando la formacion de burbujas de aire entre la membrana y la

botella. Se pre hibridé por 1h a 42°C en el horno de hibridacion.

Al final del periodo de incubacidon se adiciond la sonda marcada al
amortiguador de hibridacidon y se continud la incubacidon con agitaciéon

suave toda la noche a 42°C.

Al siguiente dia se prepard el regulador primario de lavado (urea 6 M,
SDS 0.4% 20X SSC 0.5mM) y se calentd a 42°C. Este se usd en un
volumen de aproximadamente 2 a 5 ml/cm? de membrana. Se transfirio
cuidadosamente la membrana a un recipiente y se adiciondé el
amortiguador primario se lavd por 20 min con agitacién suave,
asegurando que la temperatura no excediera los 42°C. Posteriormente,
se descartd el regulador y se remplazé con regulador nuevo y se lavo
por 20 min a 42°C. Transcurrido este tiempo se adiciond un exceso de
regulador secundario y se incubd con agitacidon suave durante 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se descartd este regulador y se
remplazd por uno nuevo, se continud con una agitacion suave durante 5

min a temperatura ambiente.

39



Material y Métodos

5.11.5 Generacion de la seial y deteccion.

Se mezcldé un volumen igual del reactivo de deteccion 1 con un volumen
igual del reactivo de deteccion 2 para lograr un volumen de
0.125ml/cm? de membrana. Luego se drend el exceso de regulador
secundario de la membrana y colocdé en un contenedor limpio, se
adiciond el reactivo de deteccidn directamente a la membrana en la
parte donde se ubica el DNA, evitando que se secara la membrana y se
dejo por 1 min a temperatura ambiente. Posteriormente se drend el
exceso del reactivo de deteccidén y se cubrié con papel SaraWrap® y se

eliminaron todas las burbujas de aire.

En un cuarto oscuro, usando una luz roja. Se colocd una hoja de la
pelicula autoradiografica (Hyperfilm ECL) sobre la membrana en la cual
esta expuesto el DNA. Se cerro el casete y se expuso por 1 min.
Finalmente se removid la pelicula y se reveld para lo cual se coloco la
pelicula autoradiografica en un recipiente con 500ml de solucion
reveladora, el tiempo necesario hasta que se logro observar un bandeo,
inmediatamente se sumergidé en otro recipiente con 500ml de solucién
fijadora, luego se le hizo un lavado con agua destilada y finalmente se

puso a secar.
5.12. Analisis bioinformatico de las secuencias.

Cada una de las secuencias obtenidas se compararon con la base de
datos del GeneBank y mediante el programa bioinformatico Blast (“Basic
Local Alignment and Search Tool”), disponible en la pagina principal del
NCBI (“Nacional Center for Biotechnology Information” de EE.UU) para
corroborar la identidad de las mismas. Posteriormente se compararon

con el programa BioEdit Séquense Aligment Editor ©.
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6.0 RESULTADOS.

6.1. Identificacion bacterioldgica de los aislados clinicos de

P. aeruginosa.

La identificacién bioquimica y molecular a nivel de especie, mostrd que los
14 aislados clinicos correspondieron a P. aeruginosa por lo que se
incluyeron en las pruebas de resistencia a los antibiéticos y se considerd

idéneo para establecer la relacién de epidemiologia molecular entre ellas.

6.2. Caracterizacion molecular por electroforesis en campos

pulsados (PFGE) y su relacion con la resistencia a los

antibioticos.
Los ensayos de PFGE permitieron agrupar a los 14 aislados clinicos
multirresistentes en cuatro patrones clonales. En el patréon A, se
incluyeron seis cepas, tres de las cuales fueron agrupadas en el patron A
(201, 201a y 211), una en un subtipo del patrén A, denominado como
Al (173) y dos en el subtipo A2 (207 y 212); el patron B lo integraron
los aislamientos 203, B203 y 215; asi como el subtipo Bl con el
aislamiento 204. El patrén C por 206 y 210; mientras que el subtipo C1
por 214. El patrén D fue Unico, ubicandose el aislamiento 208. (Figura
5).

Los 14 aislados clinicos presentaron perfiles de resistencia que variaron
de 5 a 21 antibidticos probados. Los aislados clinicos que presentaron el
mismo perfil de resistencia a los 21 antibiéticos se distribuyeron en los
patrones clonales A, B y C, mientras que los dos aislados resistentes a
20 antibidticos correspondieron a los tipos B y D. Los tres aislados
resistentes a cinco y seis antibidticos se agruparon en A y C. Las
pruebas de deteccion fenotipica de p-Lactamasas mostraron actividad

BLEE, por la prueba de sinergia de doble disco, sélo en las cepas
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B203(B), 204(B1) y 208(D); mientras que la actividad de MBL, por el

método de Etest, se observé en las 14 cepas (Tabla 2).

173(A1) 201(A) 201a(A) 203(B) B203(B) 206(C) 207(A2) 210(C) 211(A) 212(A2) 214(C1) 215(B) 204(B1) 208(D) PAOL

Figura 5. Andlisis de las cepas resistentes al imipenem de P. aeruginosa por
PFGE. Se observan los diferentes patrones clonales y las cepas en estudio
correspondientes. Lineas 1: (A1)173; 2: (A)201; 3: (A)2013; 4: (B)203; 5:
(B)B203; 6: (C)206; 7: (A2)207; 8: (C)210; 9: (A)211; 10: (A2)212; 11:
(C1)214; 12: (B)215; 13: (B1)204; 14: (D)208; 15: cepa de P. aeruginosa
PAO1.
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas resistentes al imipenem

CEPA (PFGE TOTAL DE BLEE BLEE MBL pr* MBL
PATRON) PERFIL DE ANTIBIOTI FENOTIPO GENOTIPO FENOTIPO GENOTIPO
cos

RESISTENCIA  prorsTENT

ES

201(A) - GES-5 + N.A. N.D.
2012(A) AMK, AZL, AZT, - GES-5 + N.A. VIM-11
211(A)  CAR, CAZ, CEF, 21/21 - GES-5 + N.A. VIM-2 VIM-11
207(A2) CIP, CTX, CTZ, - GES-5 OXA-2 + N.A. N.D.
212(A2) FEP, IMP, LEV, - GES-5 OXA-2 + 5.8y 8.2 VIM-2 VIM-11b
203(B)  MER, MEZ, NET, - GES-5 + N.A. VIM-11
B203(B) NOR, OFX, PIP, + GES-5 + N.A. VIM-11 VIM-11c VIM-13b
215(B)  TIC, TIC/CLAV - GES-5 + N.A. VIM-11
210(C) Y TOB - GES-5 + N.A. N.D.
204(B1) AMK, AZL, CAR, + GES-5 OXA-2 + 5.8 N.D.
208(D) CAZ, CEF, CIP, 20/21 + GES-5 OXA-2 + 8.2 VIM-2 VIM-11 VIM-11b
CTX, CTZ, FEP,
IMP, LEV, MER,
MEZ, NET, NOR,
OFX, PIP, TIC,
TIC/CLAV Y
TOB
214(C1)  AMK, CTX,CTZ, 6/21 - N.D. + N.A. N.D.
IMP, NET, OFX
173(A1) CEF,CTX,IMP, 5/21 - N.D. + N.A. N.D.
NET, TOB
206(C) CEF, CTX, IMP, 5/21 - N.D. + - N.D.
NET, TOB

AMK, AMIKACINA; AZL, AZLOCILINA; AZT, AZTREONAM; CAR, CARBENICILINA; CAZ, CEFTAZIDIMA; CEF,
CEFOPERAZONE; CIP, CIPROFLOXACINA; CTX, CEFTIZOXIMA; CTZ, CEFRIAXONA; FEP, CEFEPIME; IMP,
IMIPENEM; LEV, LEVOFLOXACINA; MER, MEROPENEM; MEZ, MEZLOCILINA; NET, NETILMICINA; NOR,
NORFLO’XACINO; OFX, OFLOXACINA; PIP, PIPERACILINA; TIC, TICARCILINA; TIC, TICARCILINA-
CLAVULANICO; TOB, TOBRAMICINA. Se resaltan las cepas representantes de cada uno de los cuatro grupos
clonales. *De acuerdo a los controles, PI 5.8 corresponde a GES-5; PI 8.2 A OXA-2; Ninguno de los clones
presentaron la banda correspondiente a MBLs. N.A. no analizada.
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6.3. Deteccion, caracterizacion y clonacion de B-Lactamasas

adquiridas.

Debido a que la literatura establece que la resistencia a los B-Lactamicos
en el caso de P. aeruginosa puede estar dado por tres mecanismos,
siendo la produccién de B-Lactamasas el mecanismo de mayor
frecuencia, se realizaron experimentos para detectar y caracterizar estas

enzimas (Livermore, 2001).

Para realizar la caracterizacion de p-Lactamasas, se seleccionaron las
clonas 212(A), 204(B), 206(C) y 208(D) que correspondieron a cada
uno de los tipos clonales diferentes encontrados por PFGE. Mediante la
técnica de IEF se encontraron dos bandas con un pI de 5.8 y de 8.2,
gue por comparaciéon con las cepas control correspondieron con PB-
Lactamasas de los tipos GES-5 y OXA-2 respectivamente. La cepa
212(A2) presentd ambas bandas, mientras que 204(B1) y 208(D)

mostraron una con un pI de 5.8 y de 8.2 respectivamente (tabla 2).

Al no observar un plI correspondiente a MBLs, debido a la mala hidrélisis
de estas enzimas a la nitrocefina y tener una prueba fenotipica positiva
para MBL, se decidid llevar a cabo la amplificacién de genes MBL por
PCR (Tabla 1), resultando sélo positivo para MBL tipo VIM en las clonas:
212 (A2) y 208 (D) de las cuatro cepas seleccionadas. Posteriormente y
con el propésito de identificar dicho gen se incluyeron las diez aislados
clinicos restantes Los resultados de PCR mostraron el amplificado de
~500 bp en las clonas: 201a(A), 211(A), 212(A2), 203(B), B203(B),
215(B) y 208(D).

Todos los amplificados obtenidos fueron estudiados por secuenciacion,
observando que las secuencias generadas, para algunas cepas
resultaron limpias, mientras que para otros casos se observaron
translapadas. Por lo anterior, se decidié clonar estos productos para su

posterior resecuenciacién, seleccionando al menos dos clonas
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recombinantes por cepa. Cada fragmento amplificado se secuencid
directamente, asi como de las clonas recombinantes de E. coli. Las
secuencias obtenidas se compararon con la base de datos del GeneBank
y mediante el programa bioinformatico Blast (“Basic Local Alignment
and Search Tool"), disponible en la pagina principal del NCBI (“Nacional
Center for Biotechnology Information” de EE.UU), se demostrd la
presencia de un fragmento de los genes de las MBL blayiv-2 Y blavim-11.
En las cepas en las que se habia observado el traslape, se analizaron

varias secuencias de las clonas recombinantes(Tabla 2).

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se tradujeron a un lenguaje de
aminoacidos con el programa BioEdit Sequence Aligment Editor ©.
Cuando se compararon las secuencias con respecto a la MBL tipo VIM-2,
revelaron la presencia de los subtipos VIM-2 y VIM-11 previamente
reportados. Tomando como referencia la secuencia de VIM-2, se
encontraron cambios adicionales a las secuencias de las VIM
depositadas en GenBank y en la base de datos de Lahey, los cambios
observados fueron los siguientes: a) N148S la cual designamos como
VIM-11b; b) N148S mas S161G, designada como VIM-11c; c¢) En la cepa
B203 el analisis de una clona recombinante mostré una secuencia muy
relacionada con VIM-13, la cual mostré todos los cambios reportados
cuando ésta es comparada con VIM-2, excepto 1200V que en nuestra
secuencia resultd I200A, la cual denominamos VIM-13b (Figura 6).
Estos cambios sugieren la presencia de otras variantes de VIM en
nuestras cepas en estudio; sin embargo, para tener la certeza de que se
trata de nuevas VIM se requiere la obtencion de las secuencias
completas de los genes. Sin embargo, con base en estos resultados y de
ser ciertos, podriamos sugerir que algunas cepas mostraron uno, dos y

hasta tres subtipos VIM simultaneamente (Tabla 2).
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VIMZ-ACV91880 HIATQSFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLEPVTRAVSTHFIDDRVGGVIVLRAAGVE
VIM11-AY605048
VIM13-ACV41754 ...
208-VIM-11
208-VIM-11b
208-VIM-2
215-vIM-11
203-VIM-11
201a-vIM-11
211-vIM-11
211-VIM-2
212-VIM-11b
212-VIM2
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B203-VIMllc
B203-VIM11
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WVIM11-AY605049 S

208—VIM—11
208-VIM-11b
208-VIM-2
215-vIM-11
203-vIM-11
201a-VIM-11
211-vIM-11
211-VIM-2
212-VIM-11b
212-VIM2
BE203-VIM13b
BE203-VIMllc
B203-VIM11

Figura 6. Alineamiento de una regién de 168 aminoacidos de cuatro MBLs tipo
VIM con siete cepas de P. aeruginosa. Las secuencias de referencia comparadas
fueron: VIM-2 (ACV91880), VIM-11 (ABL61511 y VIM-13 (ACV41754). Las
secuencias fueron comparadas con VIM-2, de lado izquierdo se observan los
numeros de referencia, asi como el niumero asignado a las cepas en estudio. Se
puede apreciar los cambios de aminoacidos en las secuencias de las cepas de P.
aeruginosa, que resultan en VIM-2, VIM-11, dos VIM-11 designadas como VIM-
11b y VIM-11c (N148S; N148S mas S161G respectivamente), también como
VIM-13 la variante designada como VIM-13b, la cual presenta una substitucion
(V200A) con respecto a VIM13.

Las secuencias obtenidas a partir de los amplificados generados por
PCR utilizando los iniciadores que detectan genes blages Y blaoxa se
compararon con la base de datos del GeneBank y mediante el programa
bioinformatico Blast (“Basic Local Alignment and Search Tool"),
disponible en la pagina principal del NCBI (“Nacional Center for
Biotechnology Information”), se corrobord la presencia de blages-s en los
cuatro patrones clonales A, B C y D; mientras que blaoxa-> se presento

solo en los tipos clonales A, By D (Tabla 2).
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6.4. Caracterizacion de integrones e identificacion de

transposones.

Se utilizaron iniciadores para detectar integrones de las clases 1, 2y 3
tal como se describe en material y métodos, ya que se tiene referencia
que son los encontrados con mayor frecuencia en cepas
intrahospitalarias que portan genes de resistencia; sin embargo, en este

estudio no se detectaron los integrones de las clases 2 y 3.

En las cepas en estudio Unicamente se identificaron integrones de la
clase 1 y debido a que los genes que codifican B-Lactamasas se han
relacionados con éstos, se amplificaron por PCR utilizando iniciadores
dirigidos a las regiones conservadas de estos elementos genéticos.
Posteriormente se realizd la caracterizacion por medio de secuenciacion.
Se identificaron integrones de la clase 1 en los cuatro patrones clonales
detectados por PFGE, portando diferentes genes de resistencia, sin

embargo no se detectaron los genes blayiv en los mismos.

En las clonas 173(A1), 212(A2), 206(C) y 210(C), se amplificaron y
secuenciaron los genes intl1 [integrasa], aacA7 (numero de acceso del
GenBank: AM988778.1) [resistencia a aminoglucésidos] y gac4El
[resistencia a sales cuaternarias de amonio]. En la clona 204(B1) se
amplificaron y secuenciaron los genes intl1, aadA6 (numero de acceso
del GenBank: F]752628.1) y gac4E1. En la clona 208(D) las secuencias
identificadas mostraron la presencia de intl1, los casetes génicos: aacA4
(nimero de acceso del GenBank: GQ202693.1), aadA7 (numero de
acceso del GenBank: DQ899757.1), blapxa-2 [resistencia a oxacilinas] y
gacAE1 (Figura 7).
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intl | aacA7 > qaCAE1>

intl | aadA6 >| qaCAE1>

intl | aacA4 >| aadA7 >| blaoxa-2 >’m>
intl blages_5> aadAl >

1Kb

I

d)

YANIVANIVAN

Figura 7. Representacion esquematica de los integrones clase 1 identificados
en las cepas de P. aeruginosa. Organizacion de los integrones en a) 173(A1),
212(A2), 206(C) y 210(C). b) 204(B1). c) 208(D). d) Representacién
esquematica de un segundo integrén en 204(Bl1) presente en la clona
recombinante pUC204B y de la clona B203(B).

Debido a que se puede tener la presencia potencial y simultanea de
multiples integrones en la misma cepa, se llevaron a cabo ensayos de
clonacion, con la finalidad de detectar los integrones y/o regiones
relacionadas con determinantes de resistencia en las clonas: 173(Al),
212(A2), B203(B), 204(B1), 206(C), 210(C), y 208(D). EI DNA
cromosdémico de estas clonas se digirid con las enzimas de restriccidon
EcoRI y BamHI, luego se ligaron en pUCP24, el cual fue previamente
digerido con las mismas enzimas y posteriormente clonado en E. coli
XL1-Blue. Estos experimentos se realizaron por triplicado y solamente se
obtuvieron dos recombinantes, que fueron designadas como: pUCB203B
y pUC204B. Estas clonas mostraron un fenotipo BLEE positivo y MBL
negativo (Tabla 3). Por PCR y secuenciacion se demostré en ambas

clonas la presencia de un integron clase 1 que contenia los genes intl1,
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blages-s, aadAl y gacAE1. En la cepa 204 se identificaron dos integrones
clase 1, uno fue detectado a partir de la clona 204(B1) y el otro

detectado en la clona recombinante pUC204B (Figura 7, incisos b y d).

Se realizé el aislamiento de plasmidos nativos los cuales fueron
identificados Unicamente a partir de las clonas 173(A1), B203(B),
204(B1) y 208(D). Para entender su participacién en la resistencia se
llevd a cabo una transformacién por electroporacion en P. aeruginosa
PAO1 y se hizo un andlisis de las transformantes resultantes. Se obtuvo
la transferencia de la resistencia sélo con los plasmidos de las clonas:
B203(B), 204(B1) y 208(D) a las cuales se les designé como B203PA,
204PA y 208PA respectivamente. La clona B203PA mostré un fenotipo
de resistencia a ceftazidima, cefepime, piperacilina, piperacilina-
tazobactam y amikacina, ademas mostré un fenotipo BLEE tipo GES
positivo. La clona 204PA mostrd un fenotipo de resistencia a ceftazidima
cefepime piperacilina, piperacilina-tazobactam, tobramicina y amikacina,
asi mismo mostré un fenotipo BLEE tipo GES positivo. La transformante
208PA mostréo un fenotipo de resistencia a ceftazidima, cefepime,
piperacillin y piperacillin-tazobactam y un fenotipo BLEEs positivo para
GES (Tabla 3). En estas recombinantes no se realizd el analisis para

asociar la resistencia con integrones.
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Tabla 3. Resultados de la MIC en las clonas recombinantes: E. coli XL1-Blue portadora del plasmido recombinante
pUCP204B y pUCPB203 y P. aeruginosa PAO1 portadora de los plasmidos naturales de las clonas: 204PA, B203PA y
208PA, ademas de las cepas de referencia.

MIC
(pg/ml) de?
Receptora Plasmido PIP-
CAZ FEP PIP TZ IMP MER CIP COL GEN TOB AMK MBLs ESBLs
E. coli XL1-
Blue No 0.5 0.5 1 1 0.15 0.06 0.064 0.04 0.25 0.38 0.75 - -
pUCP204B 12 0.5 4 1 0.15 0.02 0.047 0.04 12 0.5 1 - +
pUCPB203B >256 2 8 2 0.25 0.04 0.032 0.04 8 3 4 - +
P. aeruginosa
PAO1 No 2 1.5 3 2 1 0.25 0.094 1.5 2 0.75 3 - -
204PA >256 48 48 24 1.5 0.38 0.125 2 4 32 64 - +
208PA 96 12 >256 128 1 0.5 0.094 2 1.5 1 3 - +
B203PA >256 24 256 256 1.5 0.38 0.125 2 2 1 4 - +
MIC: CAZ, ceftazidima, FEP, cefepime; PIP, piperacillina, PIP-TZ, piperacillina-tazobactam; IMP, imipenem, MER, meropenem; CIP, ciprofloxacina; COL,
colicistina; GEN, gentamicina, TOB, tobramycina; AMK, amikacina fueron determinadas por Etest.

Nota: los valores de corte MIC (ug/ml) para los antibiéticos: CAZ ®> 32; FEP R> 32; PIPR> 128; PIP-TZR> 128; IMP®>16; MEMR>16; CIPR> 4; COL®R>8; TOB®
>8; AMKR>64. GEN es el marcador de seleccién.
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Durante los procedimientos de deteccidon de integrones se amplificaron
fragmentos inespecificos que una vez llevada a cabo su secuenciacion y
el analisis correspondiente, se encontrdé solamente que en seis de las
cepas el siguiente resultado: el gen cysD, el cual codifica para una
adeniltransferasa; que es una subunidad de la ATP sulfurilasa, enzima
gue cataliza la activaciéon de iones sulfato por el ATP para formar

adenosina-5'-fosfosulfato (APS) y pirofosfato (Pinto y col., 2004).
En la clona 212(A2) se detectd el gen tnpA, presente en transposones.

6.5. Localizacion cromosomal o plasmidica de genes que

codifican p-Lactamasas por hibridacion tipo Southern.

Para conocer la localizacion de blages en el cromosoma y/o en plasmidos
se llevaron a cabo ensayos de hibridacién tipo Southern. Para este
ensayo se utilizd el DNA total de las 14 cepas y los cuatro plasmidos
nativos purificados. Se determind una localizacién cromosomal de blages-
s en 11 cepas (Tabla 2) y una localizacion plasmidica en tres de las
cuatro clonas analizadas: B203PA, 204PA y 208PA. En la Figura 8 inciso
b se puede observar el resultado positivo de la hibridacién tipo Southern

para la cepa 204.

El ensayo de hibridacion del gen blayiv presentd una distribucidén a nivel
cromosomal para todas las cepas. En la Figura 8 inciso a se ejemplifica

una prueba positiva para el DNA total de cuatro cepas.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 8. Localizacién de genes blayv y blaces en DNA total y DNA plasmidico
de cepas de P. aeruginosa en estudio. a) Hibridacion de blayw en DNA
plasmidico sin digerir de los aislados: B203, 204, 208 y 211 de P. aeruginosa
(carriles 1-4) y DNA total sin digerir (carriles 6-9). Linea 5: ladder 1Kbp
(Invitrogen). La flecha indica la sefal positiva para blayiv en las cuatro cepas a
partir del DNA total b) Hibridacidn de blages en el aislado 204 a partir del DNA
total y DNA plasmidico. Linea 1: DNA total de 204 y linea 2: DNA plasmidico de

204. La flecha indica la sefial positiva para blaces en DNA total y DNA
plasmidico.

Dado que se observd que los resultados de las secuencias
correspondientes a blayiv sugirieron la presencia de multiples copias en
una misma cepa, se llevaron a acabo ensayos de hibridacién con las

siete cepas en las que se detectaron genes blayim (Tabla 2).

El DNA gendmico de cada cepa se digirié de forma independiente con las
enzimas de restriccién: EcoRI, la cual no reconoce ningun sitio en la
mayoria de las secuencias de los genes blayiv descritos hasta el
momento y Sall, la cual reconoce un sélo sitio de corte en la mayoria

de las secuencias blayim.depositadas en el GenBank. Los resultados de
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hibridacion mostraron que en la clona B203(B) estan presentes al
menos tres copias de blayiv, ya que después de llevar a cabo la
digestion con EcoRI se obtuvieron por lo menos tres bandas de tamafo
diferente. Mientras que cuando se llevaba a cabo la digestién con Sall se
generaban al menos 4 bandas. Con relacién a los resultados de la
hibridacion en la clona 208(D), se observd que el DNA no se digirié con
EcoRI, sin embargo resulta evidente la presencia de multiples copias de
blayim, ya que la digestién con Sall generd al menos cuatro bandas. Las
clonas 211(A) y 212(A2), generaron cuatro y seis fragmentos
respectivamente, cuando se digiri6 su DNA con EcoRI; mientras que
cuando se utilizé Sall, se observaron cinco y seis fragmentos
respectivamente, en la Figura 9 se puede observar el andlisis de la

hibridacion tipo Southern utilizando la sonda blaywm.
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Figura 9. Presencia de copias de los genes y blayv en el genoma de las cepas
de P. aeruginosa en estudio. Linea 1, DNA del fago lambda digerido con PstI;
lineas: 2 a 5: DNA gendmico de los aislados clinicos: B203, 208, 211 y 212
digeridos con EcoRI y Sall. El analisis muestra al menos dos copias de blayv en
todos los casos.
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7.0. DISCUSION.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista que
frecuentemente causa brotes en los hospitales, ademas de provocar
infecciones que amenazan la vida de pacientes comprometidos. De ahi
la importancia de una deteccién rapida, asi como el adecuado y
oportuno tratamiento en el control de las infecciones nosocomiales
(Obritsch y col., 2005; Pollack y col., 2002).

Los antibioticos mas utilizados en el tratamiento de infecciones causadas
por P. aeruginosa son los p-Lactdmicos, fluoroquinolonas vy
aminoglucdsidos, sin embargo el uso indiscriminado de antibidticos junto
con el inadecuado control sanitario en los hospitales ha propiciado la
selecciéon de cepas con diferentes mecanismos de resistencia a los
antibidticos, lo que da como resultado la reduccién en las opciones
terapéuticas y por ende aumenta los costos de estancia hospitalaria y lo

que es peor, pone en riesgo la vida del paciente (Strateva y col., 2009).

Esta bacteria presenta diversos mecanismos de resistencia a los
antibidticos, debido a que presenta una baja permeabilidad de su
membrana externa, mutaciones en el sitio blanco en donde los
antibidticos ejercen su accion, también de la expresidn constitutiva de
varios sistemas de eflujo, la produccion de enzimas que inactivan
antibiéticos como las carbapenemasas, afectando a un importante
abanico de antibidticos y que en conjunto hidrolizan a practicamente
todos los B-lactamicos (Juan y Oliver, 2010). Ademas de la capacidad de
desarrollar o adquirir nuevos y diversos mecanismos de resistencia a
antibioticos (Mesaros y col., 2007). Asi mismo la capacidad cada vez
mayor de transferencia horizontal de genes de resistencia que se ha

presentado en las ultimas décadas. Esta diseminacién es ocasionada
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frecuentemente por integrones localizados en plasmidos y transposones
(Rosewarne y col., 2010; Frost & Koraimann, 2009; Ahmed, 2009).

Los genes que codifican para las MBLs son otro ejemplo de
determinantes transferibles de resistencia que tienen un impacto
importante sobre la terapia antimicrobiana. Las MBL adquiridas
horizontalmente fueron descritas primero a principios de los afios 1990
y actualmente incluyen ocho grupos de enzimas (IMP, VIM, SPM, SIM,
GIM, DIM, AIM y KHM) (Lee y col., 2005; Walsh y col., 2005; Gupta,
2008; Picao y col., 2008; Poirel y col., 2010). Las MBL producidas por P.
aeruginosa han sido responsable de brotes hospitalarios en varios
paises por todo el mundo (Poirel y col., 2010; Sekiguchi y col., 2008;
Queenan y col., 2007).

En el presente estudio se analizaron 14 aislados clinicos de P.
aeruginosa, que fueron seleccionados por su resistencia al imipenem y
ceftazidima. Se determind la susceptibilidad a 21 antibidticos incluyendo
B-Lactamicos, aminoglucésidos, quinolonas y tetraciclinas; un grupo de
11 aislados clinicos mostré un fenotipo de panresistencia a todos los
antibioticos utilizados, lo que indica que en el Hospital existe una
presidon selectiva sobre el uso de los antibidticos lo que conduce a una
tendencia creciente de resistencia, como ha sido reportada en otro
hospital (Rice, 2009).

La tipificaciéon de P. aeruginosa por PFGE permitié la identificaciéon de
cuatro patrones clonales diferentes. Al mismo tiempo se encontré que
nueve de los catorce aislados, resistentes al imipenem fueron incluidas
en tres de los cuatro clones identificados por PFGE, el patrén clonal
predominante fue el A, las cepas incluidas en este patron mostraron un
fenotipo de panresistencia a los 21 antibidticos utilizados, tales como B-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes),

aminoglucésidos, quinolonas y tetraciclinas, lo cual muestra la presién
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selectiva en el uso de antibidticos en este ambiente hospitalario, ademas
del riesgo implicito por el caracter de panresistencia a todos los
antibidticos utilizados. La diseminacion de 4 clones diferentes A, B, C y
D; circulantes en la unidad de cuidados intensivos en un periodo de 3
meses refleja la coexistencia de distintas cepas circulantes en un
periodo corto de tiempo, si se compara con brotes reportados en otros

paises (Corvec y col., 2008; Crespo y col., 2004).

En la clona 212(A2) se detectd el gen tnpA, presente en transposones,
el cual codifica para una proteina de unién a DNA de doble cadena y que

también puede unirse a DNA de una cadena (Bacic, 2005).

Los transposones, son un factor mas de diseminacién de genes de
resistencia entre microorganismos en el ambiente hospitalario, ya que
estos elementos genéticos modviles se encuentran localizados por lo
general en el cromosoma bacteriano, pero pueden transferirse de
manera relativamente rapida de una célula o otra llevando genes de
resistencia a los antibioticos lo que aumenta la diseminacién de genes
de resistencia a otras bacterias (Salyers y col., 1995; Mullany y col.,
2002).

Adicionalmente se detectd el gen cysD, el cual codifica para una adenil-
transferasa; que es una subunidad de la ATP sulfurilasa, enzima que
cataliza la activacion de iones sulfato por el ATP para formar adenosina-
5’-fosfosulfato (APS) y pirofosfato (Pinto y col., 2004).

La actividad de ATP sulforilasa esta relacionada con un gran nimero de
procesos biosintéticos en M. tuberculosis, defensa anti-oxidante vy
resistencia a antibiéticos (Buchmeier y col., 2003; Rawat y col., 2002),

por lo que se observa un factor mas de resistencia en estas cepas.

Los integrones de la clase 1 son los que se encuentran con mayor

frecuencia en las cepas aisladas de casos clinicos (Toleman y col.,
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2007). Los integrones son estructuras que funcionan como sistemas de
captacion de genes tienen la capacidad de reconocer una amplia
variedad de secuencias de recombinacidén, asi como una capacidad
practicamente ilimitada de intercambio y reserva de casetes (Sabaté y
col., 2002). La baja diversidad y gran estabilidad temporal de la
estructura de los integrones de clase 1 en aislados clinicos resistentes a
antibidticos de las Ultimas dos décadas, apoyaria la hipdtesis de
episodios de seleccién de un pequefio niumero de unidades de captura
génica ocurrida en el medio hospitalario como consecuencia del uso de
antibidticos (Machado y col., 2005). La disposicion de los casetes
génicos en estas cepas es diferente a lo reportado hasta el momento en
la literatura; esto podria sugerir el constante intercambio de genes de
resistencia entre diferentes microorganismos causantes de infecciones

en el ambiente hospitalario (Rosewarne y col., 2010; Bing y col., 2007).

Por otro lado se identificd blages-s en un integron de clase 1, localizado
en un plasmido en la clonas transformantes B203PA y 204PA, ademas
se detectd una copia de dicho gen en el cromosoma de dichos
aislamientos clinicos, lo que sugiere que este gen se pudo encontrar en
un principio asociado a un plasmido y luego ser integrado al cromosoma
bacteriano. Asi mismo se detectd blages-s por PCR en los cuatro patrones
clonales detectados por PFGE, lo que genera un panorama preocupante,
ya que este gen confiere resistencia a antibiéticos que son utilizados de
forma continua en el ambiente hospitalario como son los p-Lactamicos,
ademas sugiere una diseminacién continua entre los aislados en la
unidad de cuidados intensivos, ya que se detectd en todos los patrones

clonales.

Hasta la fecha no se tenian reportes de la presencia de blages-s €n paises
del Centro y Norteamérica; solamente se habia reportado en Europa,

Asia, Africa y en Sudamérica (Viedma y col., 2009; Jeong y col., 2005;
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Labuschagne vy col., 2008; Picdo y col., 2009), lo que podria indicar la
diseminacion de este gen, incluso entre paises en un periodo
relativamente corto de tiempo, o ser el resultado de la presion selectiva
en el uso de carbapenemes, ademas del hecho de ser detectado en P.
aeruginosa, un microorganismo portador de multiples mecanismos de
resistencia, representando un desafio en el tratamiento de pacientes en

el ambiente hospitalario.

En P. aeruginosa, se identificd por primera vez la MBL del tipo VIM-2 en
Italia en el 2000 (Poirel y col., 2000). A la fecha se han detectado mas
de 23 variantes alrededor del mundo, en México sblo se ha reportado la
variante VIM-2 (Quifidnez y col., 2010). Mientras que la MBL variante
VIM-11 ha tenido una distribucion mas localizada, fue reportada por
primera vez en Argentina por Pasteran y colaboradores en el 2005

(Pasteran y col., 2005) y en la India (Castanheira y col., 2009).

El andlisis de las secuencias de aminoacidos reveld la presencia de
diferentes subtipos de VIM en cuatro de las siente cepas positivas para
blayiv (Tabla 2). La cepa 211 presentd las variantes: blayim-2 Y blavim-11;
la cepa 212, blayiv-2 Yy blaviu-11p; la cepa B203, blavim-11, blavim-11c, Y
blayiv-13p; la 208, blayim-2, blavim-11, Y blavim-11p. LOS resultados se
corroboraron con los ensayos de hibridacion a partir del DNA total
digerido con EcoRI y/o Sall, usando como sonda un fragmento de
aproximadamente 500 bp del gen blayiv, en donde se identificaron
multiples copias de dicho gen. Sin embargo las variantes identificadas
en este trabajo difieren de las reportadas en el banco de informacién
bioldgica ("GenBank”), tan solo en uno o dos aminoacidos en la regién

conservada de las MBLs.

No han sido reportadas cepas de P. aeruginosa co-productoras de dos o
mas B-Lactamasas tipo VIM. Lo mas cercano se refiere al reporte de

Glupczynski y colaboradores en el 2010 que reportaron la coexistencia
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de las BLEEs tipo BEL y PER con una MBL tipo VIM en cepas aisladas en

un hospital en Bélgica.

El gen blayim por lo general se ha encontrado asociado a integrones clase
1, aunque también se ha detectado en transposones y plasmidos (Tato y
col., 2010). En este estudio no se asocid blayiv con integrones,
transposones y plasmidos, aunque Toleman y colaboradores en el 2000,
observaron un resultado similar. Cabe destacar que si bien se detectd
actividad MBLs por métodos fenotipicos en 14 aislados clinicos, sdlo se
obtuvieron las secuencias correspondientes a MBLs en 4 aislados, lo que
podria sugerir la presencia de diferentes tipos de MBLs. Esto hace
necesario el tener las secuencias completas para poder descartar si se

tiene una variante de una MBL o si es una distinta a la ya reportadas.

También se detectd la B-Lactamasas tipo OXA-2, en cuatro cepas,
blaoxa-2 €s el subtipo dentro de la familia de las enzimas que confieren
resistencia a oxacilinas, mas comunmente identificado (Bhattacharjee y
col., 2007; Lee y col., 2005), lo que demostraria una movilizacion mas

activa de dicho gen, entre los aislamientos.

La presencia cada vez mas frecuente de bacterias portadores de B-
Lactamasas que son causa de brotes en los hospitales, es un problema
emergente. La vigilancia activa es necesaria para prevenir la
diseminacion de clonas portadoras de integrones y genes de resistencia
asociados a plasmidos. El buen uso de los antibidticos en el control de
las infecciones, ayudara en la lucha contra los organismos productores

de carbapenemasas.
Este es el primer estudio en el cual se reporta la presencia de blages-s en

P. aeruginosa desde Centroamérica hasta Norteamérica. Ademas de la

presencia simultanea de las variantes de blayiv-2 Yy blavim-11 €n una
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misma cepa, asi mismo la presencia simultanea de p-Lactamasas: BLEEs

y MBLs en una misma cepa a nivel mundial.

Finalmente, la deteccidn de diversas variantes nuevas de VIM, sugiere la
posibilidad que este hecho podria ser mas comun de lo que se tiene
hasta el momento, la deteccidon de una variante VIM, podria enmascarar
la presencia B-Lactamasas adicionales. Es importante destacar el riesgo
epidemioldgico implicito de estas cepas, tanto por la potencial
diseminaciéon de genes de resistencia, especialmente cuando las cepas

son muchas y tan variadas.
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8.0 CONCLUSIONES.

-Once de las 14 cepas de P aeruginosa en estudio, mostraron un

fenotipo de multirresistentes a 21 antibidticos de diversas familias.

-Se demostrd que las 14 cepas de P. aeruginosa forman parte de cuatro

patrones clonales.

-En seis de las cepas, se identificaron integrones clase 1 portadores de
genes de resistencia para aminoglucdsidos, de genes de B-lactamasas de
los tipos GES y OXA, pero no de MBLs del tipo VIM.

-Se detectaron plasmidos naturales portadores de genes de resistencia a
B-lactamicos en tres cepas.

-Se demostré la presencia de los genes blayim-2, blaviv-11blaces-s ¥ blaoxa-
2, solos o en cinco diferentes combinaciones: <blages-s>, < blages-s,
blayim-11>, < blages-s, blayiv-2, blavim-11>, <blages-s, blaoxa-2> y < blaces-s,

blayiv-2, blaviv-11, blaoxa-2>

-Este es el primer estudio que demuestra la presencia de blages-s Yy
blayiv-11 en P. aeruginosa desde Centroamérica hasta Norteamérica,

ademas de la presencia de posibles variantes de blayim-11 Y de blaviv-13
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9.0. PERSPECTIVAS.

-Determinar las secuencias completas de los genes blayiv, a partir de las
secuencias parciales que se tienen de las variantes blayimii-b, blavim-c,
blayimi3p, para descartar la posibilidad de variantes de MBLs tipo VIM o

descartar la posibilidad de MBLs no reportadas.

-Determinar la localizacién del gen blayim, en el genoma bacteriano vy
detectar si existe alguna asociacién con integrones, plasmidos y/o

transposones, ademas de detectar la organizacién de los mismos.

-Como parte de la caracterizacién de MBLs identificadas, determinar el

pl de las mismas.
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