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1 RESUMEN

La resistencia bacteriana a antibidticos representa un problema de salud publica de
rapido crecimiento, ocasionado, entre otras causas, por el inadecuado uso de
antimicrobianos y la rapida dispersion de genes de resistencia. Pseudomonas aeruginosa
tiene gran relevancia debido a su alta incidencia en infecciones nosocomiales y al
surgimiento de cepas multiresistentes. Los aminoglucésidos representan un grupo de
antimicrobianos fundamental en la terapia de infecciones cuyo agente etioldgico es
Pseudomonas aeruginosa. El objetivo de este estudio fue detectar la presencia / ausencia
de genes que codifican enzimas modificadoras de aminoglucosidos (EMAS) en aislados
hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa. Para el estudio se analizaron 78 aislados
resistentes a aminoglucosidos provenientes de diversas casas de salud. La deteccion de
genes EMASs se realizo mediante PCR usando iniciadores para genes reportados con mayor
frecuencia en Pseudomonas aeruginosa: aac(3)-11a, aac(6’)-1b, ant(2'’)-la, aph(3')-Via.
La tipificacion de los aislados se realizd mediante ERIC-PCR. Se encontr6 una alta
prevalencia de genes EMAs dentro de la poblacion de estudio (64,10%). Los genes con
mayor prevalencia fueron aac(3)-11a, aac(6’)-1b y ant(2'’)-la. Se observo varios perfiles
genotipicos para genes EMASs, prevaleciendo: aac(3)-lla, aac(6')-lb / ant(2’)-1a,
concordando con los perfiles de resistencia encontrados. Los aislados mostraron gran
heterogeneidad gendmica al analizarlos mediante ERIC-PCR, descartando la posibilidad de
que formen parte de un brote epidemiologico. ElI uso especifico y apropiado de
aminoglucosidos y préacticas efectivas en el control de infecciones, podrian evitar el

desarrollo y diseminacién de cepas de P. aeruginosa resistentes a estos antibidticos.

Palabras clave: aminoglucosidos, enzimas modificadoras de aminoglucosidos,

Pseudomonas aeruginosa, resistencia, tipificacion.



2 ABSTRACT

The bacterial resistance to antibiotics represents a fast-growing health public problem,
caused by the inadequate use of antimicrobials and the quick dispersion of the resistance
genes. Pseudomonas aeruginosa has great relevance due to its high incidence into
nosocomial infection and the emergence of multiresistat strains. Aminoglycosides
represent a antimicrobial group fundamental in the therapy of pseudomonad infections.
The objective of this study was to detect the presence / absence of aminoglycosides
modifying enzymes genes (AMES) in Pseudomonas aeruginosa isolated from diverse
hospitals. For the study, 78 aminoglycosides resistant strains were analyzed; these ones
came from several convalescent centers. Detection of AMEs genes was carried out by PCR
technique, using primers for the more frequent genes in Pseudomonas aeruginosa: aac(3)-
Ila, aac(6’)-1b, ant(2'’)-1a, aph(3')-Vla. Tipification was carried out by means of ERIC-
PCR. A high prevalence of the AMEs genes (64,10%) was found within the studied
population. The genes more prevalent were aac(3)-11a, aac(6’)-1b y ant(2'’)-la. Several
genotypic profiles were noticed for AMEs genes, prevailing: aac(3)-11a, aac(6')-1b /
ant(2'’)-la, this fact agrees with the opposing profiles. The analysis made by ERIC-PCR
showed that the isolated strains had a great genomic heterogeneity, discarding the
possibility that they may be a part of an epidemiological outbreak. The specific and
suitable use of aminoglycosides, and some effective practices in the control of infections,
may avoid the development and dissemination of Pseudomonas aeruginosa strains

resistant to these antibiotics.

Key words: aminoglycosides, aminoglycosides modifying enzymes (AMEs), Pseudomonas

aeruginosa, resistance, tipification.



3 INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibidticos de uso clinico representa un problema de
salud publica de rapido crecimiento, en gran medida, causado por el uso inadecuado de los
agentes antimicrobianos y la rapida dispersion de determinantes genéticos de resistencia;

asi como, la ausencia de nuevas alternativas terapéuticas (Lepape y Monnet, 2009).

El aparecimiento y dispersion de resistencia bacteriana reduce draméaticamente la
posibilidad de un tratamiento efectivo, lo cual incrementa de manera significativa el riesgo
de complicaciones y la mortalidad de pacientes con infecciones bacterianas graves
(Martinez et al., 2007). Adicionalmente, conduce a un aumento en la estancia hospitalaria
y costo del tratamiento (Ramon y Fernandez-Cruz, 2008), reduciendo de esta manera, la

calidad de la atencion sanitaria (Isturiz y Carbon, 2000).

A partir de la primera descripcion formal de una sustancia con aplicabilidad clinica
como antibacteriano realizada por Alexander Fleming en 1927 y su posterior empleo
médico, fue evidente un cambio drastico en los porcentajes de mortalidad y efectos
secundarios causados por infecciones bacterianas. Sin embargo, la resistencia antibidtica,
debida al uso excesivo o abuso de estos farmacos, ha limitado la efectividad de
determinados compuestos para el tratamiento de procesos infecciosos (Centers for Disease
Control and Prevention, 2009). Dentro de este contexto, juegan un papel crucial su uso sin
supervision médica, por la ausencia de leyes restrictivas para su expendio; el uso
indiscriminado, la inadecuada dosificacion y el escaso control de calidad en compuestos

farmacéuticos; ademas de varios factores ambientales. Todo esto, aumenta la presion



selectiva responsable del aparecimiento y seleccién de mecanismos de resistencia (Mitra y

Rodriguez-Fernandez, 2010).

Alrededor de 20 familias de antibidticos han sido desarrolladas y aplicadas en la
terapia clinica. Desafortunadamente, para cada uno de estos compuestos, al menos un
mecanismo de resistencia ha sido descrito (Sefton, 2002; Levy y Marshall, 2004; Burke y
Cunha, 2010). La respuesta adaptativa a la presion selectiva ejercida en el microambiente
por el empleo de antibidticos, frecuentemente deriva en el desarrollo de resistencia
bacteriana a estos compuestos (Sefton, 2002). Bacterias naturalmente sensibles adquieren
resistencia a agentes antibacterianos, mediante mutacion genética o por la adquisicion de

genes de resistencia provenientes de otras bacterias (Sefton, 2002; Sosa et al., 2009).

Los genes de resistencia se encuentran normalmente en elementos de ADN
especializados, conocidos como transposones, los cuales permiten su movilidad de un
plasmido a otro (Sefton, 2002). Ademas, genes de resistencia bacteriana, pueden
localizarse en integrones (plataformas genéticas de reclutamiento y expresion de genes en
cassette). Los cuales poseen la capacidad de integrar en su estructura diversos genes de

resistencia a antibidticos (Levy y Marshall, 2004; Ramirez et al., 2010).

Una vez que los cambios mutacionales han tenido lugar, su movilidad entre
diferentes bacterias se realiza a través de mecanismos de transferencia horizontal de genes,
tales como: conjugacion, transformacion y transduccion (Dale y Park, 2004). Finalmente,
el resultado inevitable de la dinamica de los genes de resistencia bacterianos a los

antibioticos, es la dispersion y expansion de cepas multiresistentes, con capacidad de



producir infecciones extremadamente dificiles de tratar y muchas veces asociados a una

alta tasa de morbilidad y mortalidad (Sefton, 2002; Levy y Marshall, 2004)

En la Unidn Europea se ha estimado 25.000 muertes por afio, atribuibles a bacterias
multiresistentes, con un costo estimado de 1,5 billones de euros anuales, por concepto de
valores extra en el cuidado de la salud y pérdidas de productividad (ECDC/EMEA/ReAct,
2009). Por otro lado, en Latinoamérica se ha estimado que un 15% de los pacientes
hospitalizados, adquieren una infeccidn intrahospitalaria, con una mortalidad de entre 5% a

10% (Ramon y Fernandez, 2008).

El diagndstico de las enfermedades infecciosas y su tratamiento, tienen un costo
razonablemente elevado en paises Latinoamericanos, donde los fondos para la asistencia
sanitaria se encuentran limitados. Este es el caso de Ecuador, donde el 5,1% del
Presupuesto General del Estado, ejercicio 2009, fue destinado al sectorial salud, y de este
apenas el 1,38% se destin0 a programas disefiados para prevenir y tratar enfermedades
como rabia, influenza, tuberculosis, dengue, fiebre amarilla, chagas, entre otros (Ministerio
de Economia y Finanzas, 2010). Razon por la cual, el tema de la resistencia bacteriana a
los antibioticos, deberia ser considerado de mayor importancia dentro de las politicas de

Estado (Kelley, 2008).

En concordancia con los datos actuales, el problema de la resistencia a
antimicrobianos no se resolverd Gnicamente con la creacion de nuevos antibacterianos. Es
necesario un esfuerzo cooperativo entre la industria, investigacion y el gobierno;
incluyendo la implementacion simultdnea de varias estrategias; como capacitacion del

personal médico y de enfermeria; vigilancia permanente de perfiles de resistencia a los



antimicrobianos; uso normatizado y restringido de antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones prevalentes; difusion de informacion sobre eficacia, costo, potencial de inducir
resistencia y toxicidad de los antimicrobianos; ademas de la creacion de comités
encargados del control de infecciones intrahospitalarias (Organizacion Panamericana de

Salud, 2004; Alanis, 2005; Sosa, 2009).

Cuando el tratamiento de las enfermedades infecciosas se realiza sin tomar
razonablemente en cuenta informacion especifica, oportuna y con base en la evidencia,
dificilmente puede considerarse una adecuada atencion al paciente (Kelley, 2008). Para
proporcionar esta informacion, el estudio de la prevalencia de los distintos agentes
patdgenos humanos causantes de procesos infecciosos y su resistencia a antimicrobianos,
facilita su vigilancia. Estos datos brindan informacion clave para orientar la eleccion del

tratamiento adecuado y disefar estrategias locales (Corso et al., 2008).

Entre los principales agentes bacterianos causantes de infecciones nosocomiales
graves, Pseudomonas aeruginosa es de especial relevancia (Schroeter, 1872), debido a su
alta incidencia en infeccion, particularmente en pacientes que presentan cuadros de fibrosis
quistica, inmunidad deprimida, quemaduras, alteraciones metabdlicas (diabetes),
neoplasias malignas y aquellos sometidos a procesos invasivos como el cateterismo
(Shahid y Malik, 2005; Romero, 2007). Adicionalmente, P. aeruginosa presenta
resistencia intrinseca a varias familias de antibioticos de uso clinico como B-lactamicos,
quinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol. Esto se debe a caracteristicas relacionadas con
baja permeabilidad en la membrana, produccién ¢l -lactamasas cromosdmicas de tipo

AmpC, reduccién de porinas y sobreexpresion de bombas de expulsion activa (Martinez,



2007). Lo cual sumado a su capacidad para adquirir genes de resistencia a otros farmacos,

conlleva a altas tasas de fracaso terapéutico (Andrade et al., 2003).

Los aminoglucosidos representan un componente fundamental en la terapia de
infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa, debido a su actividad contra bacterias
Gran negativas y por exhibir sinergia con otros antibacterianos, principalmente p-
lactdmicos (Poole, 2005). Sin embargo, su efectividad en la terapia se ha visto disminuida
por la presencia de enzimas modificadoras de aminoglucosidos (EMAS); los cuales actuan
principalmente sobre kanamicina, neomicina, gentamicina, amikacina y tobramicina

(Torres et al., 2000).

Las EMAs catalizan la modificacion covalente de grupos amino e hidroxilo en
aminoglucosidos; dichas funciones son las encargadas de proporcionar especificidad al
antimicrobiano, facilitando la union al sitio blanco 16S rRNA. La modificacion enzimatica
de los aminoglucdsidos se produce mediante tres mecanismos. El primer mecanismo, la
acetilacion, que es mediada por la accion de las enzimas N-acetiltransferasas (AAC), las
cuales, utilizan como cofactor la acetil coenzima A, para acetilar grupos amino. El segundo
mecanismo, la adenilacion, es mediada por la accion de enzimas O-adenidiltransferasas
(ANT), las cuales utilizan como cofactor el ATP, para adenilar grupos hidroxilo. EIl tercer
mecanismo, la forforilacién, es mediada por la accién de enzimas O-fosfotransferasas
(APH), las cuales utilizan como cofactor el ATP, para fosforilar grupo hidroxilo (Mingeot-

Leclercq et al., 1999; Walsh, 2003; Zurita, 2005).

El porcentaje de aislados de Pseudomonas aeruginosa, resistentes a

aminoglucoésidos, varia en funcion de la localidad; debido principalmente a los patrones de



prescripcion, la calidad en el control de la infeccion y la selectividad de las enzimas sobre

estos compuestos (Poole, 2005).

El conocimiento detallado de la prevalencia de estos determinantes de resistencia

en nuestro medio, nos permitird el adecuado uso de dichos agentes en la terapia contra

infecciones cuyo agente etiologico es Pseudomonas aeruginosa, elevando, de esta manera,

la capacidad de los centros hospitalarios para restablecer la salud de los pacientes.

En base a esto, los objetivos del presente estudio fueron:

OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia o ausencia de genes productores de enzimas modificadoras de

aminoglucosidos (EMAS) en aislados hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1. Confirmar la identificacion fenotipica de la especie Pseudomonas aeruginosa de

los aislados hospitalarios, de mediante pruebas bioguimicas convencionales.

2. Confirmar la identificacion bioguimica de Pseudomonas aeruginosa mediante

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a través de la amplificacion del gen de

proteina de membrana externa oprL.

3. Implementar una bacterioteca con aislados clinicos de Pseudomonas aer uginosa.



4. Establecer el perfil genotipico en aislados de Pseudomonas aeruginosa mediante
presencia 0 ausencia de genes de resistencia a enzimas modificadoras de

aminoglucoésidos por PCR.

5. Tipificar a nivel molecular los aislados de Pseudomonas aeruginosa mediante la
amplificacion por PCR de secuencias consenso repetitivas intragénicas de

enterobacterias (ERIC) para identificar posibles clones.
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4 METODOLOGIA

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio incluy6 78 aislados de Pseudomonas aeruginosa donados por el
Departamento de Microbiologia de los Zurita&Zurita Laboratorios (Quito - Ecuador). Los
78 aislados fueron pre-seleccionados de una poblacion total de 129 muestras hospitalarias
identificadas como Pseudomonas aeruginosa. Estos aislados provienen de varios centros
hospitalarios de la ciudad de Quito y se muestrearon en pacientes que presentaron casos
documentados de infeccién microbiana durante enero de 2005 y octubre de 2008. El origen
de los aislados, codigos hospitalarios y de congelacion; asi como las fechas de aislamiento
y sexo del paciente se encuentran detallados en el Tabla 1. Tanto la identificacion
especifica, como el perfil de resistencia a antimicrobianos, fue realizado mediante
MicroScan® (Dade Behring), en los Zurita&Zurita Laboratorios, siguiendo los criterios de
sensibilidad delineados por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio, CLSI, por
sus siglas en inglés (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009) y se encuentran

detallados en el Anexo 1.

42 TRANSPORTE Y CONFIRMACION FENOTIPICA DE LOS AISLADOS

BACTERIANOS DE Pseudomonas aeruginosa

Para el transporte, los aislados fueron inoculados en placas Petri con agar
MacConkey (Difco) en los Zurita&Zurita Laboratorios, y trasladados al Laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Ciencias Bioldgicas en la Pontificia Universidad Catdlica

del Ecuador, en donde fueron incubados a 35 °C por 18 horas.
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Para la confirmacion fenotipica de los aislados como Pseudomonas aeruginosa, se
reaislaron colonias mediante inoculacion en placas Petri con agar nutriente (Difco) a partir
del agar McConkey (Difco), para luego realizar la respectiva identificacion bioquimica en
base al perfil de degradacion de sustratos, descrito por Callicé et al. (2004). El ensayo

preliminar de confirmacion fenotipica fue el de oxidasa.

Para la prueba de oxidasa se seleccion6 una colonia de cada aislado, con la
morfologia, coloracion y olor caracteristico de P. aeruginosa, a partir del crecimiento en
agar nutriente (Koneman et al., 2006; Martinez, 2007) (Figura 1). Esta prueba se realizo
transfiriendo, con un palillo aplicador de madera estéril, una pequefia parte de la colonia
seleccionada, a discos de papel absorbente de alta calidad BBL Taxo N Discs para
identificacion de Neisseria y Pseudomonas (BD Diagnostic System). P. aeruginosa posee
un sistema intracelular de oxidasa citocromica que activa la oxidacién del citocromo
reducido por oxigeno molecular; el citocromo sirve como aceptor de electrones en la etapa
terminal del sistema de transferencia de electrones. Los discos poseen el reactivo de
oxidasa, monoclorhidrato de p-aminodimetilanilina al 6%, el cual es oxidado en presencia
de oxigeno atmosférico y citocromo C, formando asi, un compuesto de coloracion purpura,
el indofenol. EI cambio de coloracion revela un ensayo positivo propio de P. aeruginosa

(Becton, Dickinson and Company, 2003) (Figura 2).

Basandose en lo descrito por Callico et al. (2004), la confirmacion fenotipica se la
realiz6 mediante bioquimicas especificas para el género y luego para la especie
Pseudomonas aeruginosa. Solo con las colonias que resultaron positivas para la prueba de
oxidasa descrita anteriormente, se procedi6 a realizar pruebas bioguimicas confirmatorias,

las cuales fueron: Triple azlcar hierro (“Triple Sugar Iron”, TSI, Bio-Rad), Motilidad
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Indol Ornitina (MIO, Himedia), Motilidad Indol Lisina (MILI, Himedia) y Oxido-
Fermentacion (O-F, Difco) especificos para el género Pseudomonas. La especie
Pseudomonas aeruginosa se confirmd mediante la incubacion y crecimiento en caldo
Brain-Heart Infusion (BHI, Difco) a una temperatura de 43 °C durante 18 (Gales et al.,

2003) (Figura 3).

La prueba de TSI mide la capacidad de los microorganismos para metabolizar
azUcares, puntualmente la sacarosa, dextrosa y lactosa, asi como la produccion de didxido

de carbono (CO,) y sulfuro de hidrogeno (H,S) (Figura 3A).

La prueba de TSI se realizo inoculando una colonia, con una aguja bacterioldgica,
mediante picada profunda en la base y estria superficial en el apice que se encuentra
inclinado. De acuerdo a la capacidad enzimatica de la bacteria, ésta puede fermentar los
azucares acidificando el medio, y produciendo un cambio de coloracion de rojo a amarrillo
gracias al revelador rojo fenol. En otro caso puede ser que la bacteria sea incapaz de
fermentar azucares, produciendo la alcalinizacion de las peptonas incluidas en el medio,
revelando asi un color rojo (Difco, 2009). La reduccion del tiosulfato sodico, presente en el
medio, a H,S, se da en ambiente acido, y este puede ser visible debido a la coloracion
negra que se observa, gracias a que reacciona con el revelador sulfato ferroso, presente en

el medio (Difco, 2009).

El metabolismo de azUcares presentes en el medio TSI puede ocurrir aerobiamente
en la superficie o anaerobiamente en la profundidad, o simultdneamente, dependiendo del
potencial enziméatico del microorganismo en estudio. Se puede observar tres modelos de

fermentacion: apenas la fermentacion de la glucosa (K/A), fermentacion de la glucosa,
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sacarosa y lactosa (A/A) y la no fermentacion de azucares (K/K) (Alcocer, 2010), ésta

ultima observada en microorganismos como Pseudomonas aer uginosa.

La prueba MIO se la usa para evidenciar la motilidad de un microorganismo y la
capacidad de producir indol y ornitina descarboxilasa (Figura 3B). Esta prueba se realiza
inoculando con una aguja bacterioldgica, mediante picada profunda, el medio de agar

semisolido MIO (Himedia).

La motilidad se puede evidenciar por turbidez en el medio de cultivo o por una
zona difusa de crecimiento alrededor de la linea de inoculacion dejada por la aguja
bacterioldgica (Callico et al., 2004). P. aeruginosa presenta motilidad gracias a que posee

uno o varios flagelos polares (Martinez, 2007).

La produccion de indol se evidencia luego de 24 horas de incubacion, debido a un
anillo de color rojo en la superficie del medio al adicionar 5 gotas del reactivo de Ehrlich
sobre el medio de cultivo. Esta reaccion evidencia la degradacion del triptéfano presente en
el medio, llevando a la formacion de indol, escatol y acido indol-acético, gracias a la
accion del conjunto enzimatico triptofanasas. Los productos intermedios formados en
mayor cantidad en la degradacién del triptéfano son el acido indol piravico, que produce
indol por desaminacion-deaminacién, y el escatol formado por la descarboxilaciéon del
acido acético. El reactivo de Ehrlich revela la presencia de indol debido a que lo une a su
p-dimetil-amino-benzaldeido, produciendo un compuesto quinoidal de coloracion roja
(Alcocer, 2010). P aeruginosa no produce un anillo de color rojo al adicionar el reactivo

de Ehrlich, revelando un resultado negativo para esta prueba.
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La produccién de ornitina descarboxilasa se la observa con un color purpura en
todo el medio de cultivo. Al bajar el pH del medio, el indicador parpura de bromo cresol
cambia la coloracion del medio a un tono amarillo, el pH acido brinda las condiciones
optimas de funcionamiento para que la enzima ornitina descarboxilasa degrade la ornitina
presente en el medio; esto genera un aumento del pH, lo que promueve un cambio de
coloracion nuevamente a puarpura por parte del indicador (Difco, 2009). La coloracion
purpura en el medio de cultivo, revela un resultado positivo en esta prueba propia de P.

aeruginosa.

La prueba MILI se la utiliza, con la misma finalidad que la prueba MIO, es decir
observar la motilidad de un microorganismo y la produccién de indol; pero,
adicionalmente, evidencia la produccion de descarboxilasa de lisina (Figura 3C). Se la
realiza de la manera descrita anteriormente para la prueba MIO, empleando agar

semisolido MILI (Himedia).

La produccion de descarboxilasa de lisina es evidenciada por una coloracién
purpura en todo el medio de cultivo. El crecimiento bacteriano provoca una baja en el pH
del medio, debido al uso de la glucosa por el microorganismo, lo cual gatilla el cambio de
coloracion del medio a un tono amarrillo, gracias al indicador purpura de bromo cresol. El
pH acido brinda las condiciones Optimas para el funcionamiento de esta enzima. Al
descarboxilarse la lisina, ésta se transforma en la diamina cadaverina, esto genera un
aumento del pH, lo que promueve un cambio de coloracion nuevamente a purpura por
parte del indicador de pH. Los cultivos negativos a la descarboxilasa de lisina producen
una coloracién amarillenta en el medio de cultivo, que puede ser pdrpura o roja en la parte

superior por el uso de las peptonas a las 24 horas, 0 mas, de incubacion (Difco, 2009). P.
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aeruginosa presenta resultado positivo en esta prueba, al originar una coloracion puarpura

en el medio de cultivo.

La prueba O-F se la aplica especialmente en bacilos no fermentadores. Las pruebas
de fermentacion convencionales disefiadas para bacterias como las entéricas, no son
adecuadas para aplicarlas en bacterias tales como P. aeruginosa, ya que, generalmente, son
especies que producen acidos relativamente debiles gracias a su metabolismo oxidativo;
estos acidos son neutralizados debido al ambiente alcalino presente en el medio de cultivo,
resultado del metabolismo de peptonas, generalmente incluidos en este tipo de medios

(Hugh y Leifson, 1953; Callicé et al., 2004

La prueba de oxido fermentacion se realizé inoculando la colonia de analisis en el
medio de cultivo semisolido basal (O/F) (6xido y fermentacion) (Difco), preparado en un
tubo de ensayo, realizando picada profunda con la ayuda de una aguja bacterioldgica. Para
cada aislado se inocularon dos tubos; uno expuesto al oxigeno ambiental, y el otro,

cubierto por una delgada capa de glicerol para generar anaerobiosis (Figura 3D y 3E).

En la prueba O-F los organismos fermentadores acidifican todo el medio de cultivo,
en ambos tubos, debido a la fermentacién de la glucosa. Por su parte, los organismos
oxidativos, como P. aeruginosa, producen una reaccion acida sélo en el tubo sin sellar,
mientras que en el tubo en anaerobiosis, se observa algo o nada de crecimiento bacteriano,
sin cambio alguno en la coloracion del medio. La acidificacion del medio de cultivo
produce una coloracion amarillenta, debido a la presencia del revelador de pH azul de

bromotimol, para pruebas positivas. En organismos que no presentan ni el modelo



16

oxidativo, ni el modelo fermentativo, los medios contenidos en los dos tubos permanecen

sin cambio (Hugh y Leifson, 1953).

Una vez confirmado bioquimicamente el género Pseudomonas, se realizo la Gltima
prueba, la incubacion en caldo de cultivo a 43 °C. Esta es una de las pruebas de mayor
validez para la confirmacion fenotipica de especie como P. aeruginosa, pues a esta
temperatura son incapaces de crecer otras especies del género (Callico et al., 2004). La
prueba se realizé inoculando, la colonia en investigacion, en caldo de enriquecimiento BHI
(Difco). Se incubd a 43 °C por un tiempo de 18 a 24 horas. La turbidez en el caldo de
cultivo, evidencio crecimiento bacteriano, representando un resultado positivo para

Pseudomonas aeruginosa en la prueba (Callico et al., 2004), como se ve en la Figura 3F.

43 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion del ADN total, usado como templado para todas las pruebas
moleculares, se utilizo el reactivo de aislamiento para ADN gendmico DNAzol® Reagent

(Invitrogen), siguiendo las especificaciones del fabricante, con modificaciones.

Cada uno de los aislados, fue sembrado en placas Petri, con agar nutriente (Difco),
mediante estrias discontinuas, a partir del cultivo utilizado para la identificacion de
especie, con la finalidad de aislar colonias. De cuatro a cinco colonias fueron transferidas a
tubos conteniendo 4 ml de caldo de enriquecimiento digerido de soja y caseina Tryptic Soy

Broth (TSB, Difco) e incubadas a 35 °C durante 24 horas.



17

Una fraccion del cultivo (1,5 ml), fue transferido a un tubo eppendorf estéril y
centrifugado a maxima velocidad (14.000 rpm) durante 3 minutos (centrifuga Spectrafuge
16M Labnet); se descartd el sobrenadante para conservar el precipitado bacteriano. Se
adiciono un mililitro de DNAzol® por cada mililitro de cultivo utilizado, homogeneizando
la muestra. Se centrifugd a 10.000 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
recogié el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf estéril, minimizando, asi, la
contaminacion con fragmentos de tejido insolubles, ARN, exceso de polisacaridos, entre
otros, que pudieran afectar la posterior calidad del ADN. Se precipité el lisado afiadiendo
500 pl de etanol absoluto frio, por cada mililitro de DNAzol® utilizado. Se centrifugo la
muestra durante 4 minutos a 4.000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se lavd dos veces el
ADN precipitado con etanol al 75%, luego se resuspendio el precipitado con 200 pl de

NaOH 8 mM y se almacen¢ a -20 °C.

En todas las sesiones de extraccion, se empled 1,5 ml de medio de cultivo TSB

estéril como control negativo de extraccion, para asegurar un correcto procedimiento.

43.1 ELECTROFORESIS

La calidad del ADN fue analizada mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa (Invitrogen) al 1% diluida en tampdn hidroximetil-aminometano 88,9 mM, &cido
borico 88,9 mM vy &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM (TBE 1 X). A las
muestras se les adiciond 5 X Green GoTag® Flexi Buffer en una proporcion de 3 partes de
buffer y una 1 parte de muestra. La electroforesis se llevo a cabo aplicando 8,33 V/cm
durante 50 minutos en una cdmara Gel XL Ultra V-2 (Labnet), conteniendo tampdn TBE

0,5 X.
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4.3.2 ANALISIS DE LA ELECTROFORESIS

La tincidn del gel se realizo empleando 5 ml de solucién 1 X Sybr Gold 10.000 X
en DMSO (Invitrogen), para luego ser visualizado en un transiluminador Safe Imager
(Invitrogen) y fotodocumentado en el sistema de captura de imagenes MiniBIS Pro (DNR

Bio-Imaging Systems) con la ayuda del programa informatico GelCapture 4.5.3.

44  |IDENTIFICACION MOLECULAR DE Pseudomonas aeruginosa

La identificacion genotipica de Pseudomonas aeruginosa, se realizé a través de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), mediante amplificacion del gen de
proteina de membrana externa oprL, Unico para esta especie. Los iniciadores usados en
este procedimiento fueron probados por Xu et al. (2004), y se encuentran detallados en la

Tabla 2.

Para la PCR se us6 como templado el ADN total obtenido en la seccion 4.3. Las
condiciones de amplificacion fueron las descritas por Xu et al. (2004), con modificaciones.
La reaccion de PCR fue estandarizada en un volumen de 25 pl, conteniendo: 1 ul de ADN,
800 UM de deoxinucleétidos fosfato (ANTPmix) (Promega), 0,1 uM de cada iniciador
(Integrated DNA Tecnologies), 1,25 U de GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega), 10
mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 2,5 mM de MgCl, (Promega); y aforado con
agua grado molecular hasta completar el volumen final de reaccién. Se empled la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como control positivo de amplificacion, y como

control negativo se utiliz6 agua grado molecular.
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El programa de amplificacion se realizo en el termociclador GeneAmp PCR System
9700 (PerkinElmer). EI programa consistio en una denaturacion inicial a 94 °C durante 5
minutos, seguido por 30 ciclos, los cuales consistieron en un paso de denaturacion a 96 °C
por 1 minuto, seguido de un paso de hibridacion a 57 °C por 40 segundos y un paso de
extension a 72 °C por 1 minuto; finalmente, una extension a 72 °C por 10 minutos. Los

productos de PCR fueron almacenados a -20 °C hasta su analisis electroforético.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis horizontal en gel
de agarosa como se describe en la seccion 4.3.1. Como marcador de peso molecular se
utilizé 2 ul de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). La separacion de los fragmentos de ADN
a traves del gel, fue inducida mediante la aplicacion de 8,33 V/cm de corriente continua
durante 50 minutos en una camara de electroforesis Gel XL Ultra V-2 (Labnet),

conteniendo tampon TBE 0,5 X.

La visualizaciéon y fotodocumentacion se realizO como se detalla en la seccién
4.3.2. El peso molecular de las bandas visualizadas se calcul6 mediante el programa

informatico GelAnalyzer version 2010a freeware.

45 IMPLEMENTACION DE UNA BACTERIOTECA

Los aislados confirmados fenotipicamente y genotipicamente como Pseudomonas
aeruginosa se conservan en congelacion. Para esto, cada uno de los aislados fue incubado
en 5 ml de caldo infusion cerebro corazon (BHI) a 35 °C por 18 horas. Al finalizar el
periodo de incubacion, se adicioné 30% de glicerol estéril al medio de cultivo con

crecimiento bacteriano. De esta solucién, se realizaron alicuotas de 1 ml en tubos
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Eppendorf estériles de 1,5 ml, obteniendo asi, 6 copias de cada aislado. Tres copias se
almacenaron a -20 °C vy las restantes tres copias se almacenaron a -85 °C. Adicionalmente,
los aislados fueron incubados a 35 °C durante 18 horas en tubos de ensayo 10 x 120 mm
con tapa hermética de caucho. Se coloco una etiqueta a cada tubo con sus respectivos datos
como especie, numero de congelamiento, procedencia y fecha de almacenamiento, y se los
mantiene a temperatura ambiente. De esta manera se implementd la bacterioteca con

copias a temperatura ambiente, a -20 °C y -85 °C.

46 DETECCION DE GENES PRODUCTORES DE ENZIMAS

MOFIFICADORAS DE AMINOGL UCOSIDOS (EMAS)

La deteccion de genes EMAs se realizd mediante PCR, amplificando genes
especificos, los cuales han sido identificados como productores de enzimas que modifican
antibioticos, pertenecientes al grupo de los aminoglucésidos, detallados en la Anexo 2
(Shaw et al., 1993). Los iniciadores utilizados en esta seccion, asi como los genes
amplificados, fueron analizados por Diaz et al. (2004) y Vila et al. (1999), y se encuentran

detallados en la Tabla 2.

Para la PCR se utiliz6 como templado el ADN total extraido en la seccion 4.3. Las
condiciones de amplificacion fueron las descritas por Diaz et al. (2004), con
modificaciones. La reaccion de PCR se la estandarizé en un volumen de 25 pl incluyendo:
1 pl de ADN; GoTaq® Green Master Mix (Promega), el cual contiene 1,5 mM de MgCl,,
800 UM de dNTPs, 1 U de GoTag® DNA Polymerase y 1 X Green GoTag® Reaction
Buffer (pH 8,5); 25 pM de cada iniciador (Integrated DNA Tecnologies); se adiciono

MgCl, para llegar a la concentracion final de 3 mM; y agua grado molecular hasta alcanzar
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el volumen final de reaccion. Como controles positivos se utilizaron las cepa 57 KPN-
BLEE para el gen aac(3)-1la, la cepa 68 KPN-BLEE para el gen aac(6’)-la, la cepa 58
KPN-BLEE para el gen ant(2'’)-la (Ortega, 2010) y la cepa 333 Ps aer, para el gen

aph(3')-Vla. Como control negativo se utilizo agua de grado molecular en lugar de ADN.

El proceso de amplificacion del ADN se realizo en un termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (PerkinElmer). El programa consistio en una denaturacion inicial a 96
°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos con denaturacion a 96 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 55 °C durante 1 minuto y extension a 72 °C durante 3 minutos; seguido de
una extension final a 72 °C durante 8 minutos. Los productos de la PCR fueron

almacenados a -20 °C hasta su analisis.

Los productos de la PCR fueron analizados mediante electroforesis horizontal en
gel de agarosa (Invitrogen), como se describe en la seccidén 4.3.1. La visualizacion y
fotodocumentacion se realizd como se describe en la seccion 4.3.2. El peso molecular de
las bandas visualizadas se calculd mediante el programa informatico GelAnalyzer version

2010a freeware.

47 TIPIFICACION DE AISLADOS POR ANALISIS DE SECUENCIAS
CONSENSO REPETITIVAS INTRAGENICAS DE ENTEROBACTERIAS,

ERIC

Anaélisis genéticos detallados, de individuos dentro de una misma especie, nos
ayudan a visualizar la variabilidad genética de una poblacion; en este caso, entre aislados

bacterianos de Pseudomonas aeruginosa. La tipificacion molecular bacteriana es una



22

herramienta util en estudios epidemiologicos, y ayuda a conocer y comprender el
comportamiento de diferentes poblaciones bacterianas, relacionadas con procesos
especificos de infecciones intrahospitalarias (Bhattacharya et al., 2003; Espinal et al.,

2004).

Para la tipificacion molecular de aislados de P. aeruginosa, se utilizé la técnica de
amplificacion por PCR de elementos repetitivos conocidos como secuencias consenso
repetitivas intragénicas de enterobacterias, ERIC, por sus siglas en ingles “Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensos” (Versalovic et al., 1991). A pesar de ser secuencias
descritas en enterobacterias, la aplicabilidad de esta técnica ha sido ampliamente
demostrada para ensayos de tipificacion para diversas especies bacterianas, entre ellas P.

aeruginosa.

En la tipificacion ERIC-PCR se utilizo los iniciadores descritos por Versalovic et
al. (1991), y confirmados por Appuhamy et al. (1997) y Mishra et al. (2001), los cuales se

encuentran detallados en la Tabla 2.

Para la PCR se utilizd como templado el ADN total extraido en la seccion 4.3. Las
condiciones de amplificacion fueron las descritas por Bhattacharya et al. (2003), con
modificaciones. La reaccion de PCR se estandarizé en un volumen de 26 pl, conteniendo:
1,3 pl de ADN; GoTagq® Green Master Mix (Promega), el cual contiene 1,5 mM de
MgCl,, 800 uM de dNTPs, 1 U de GoTag® DNA Polymerase y 1 X Green GoTag®
Reaction Buffer (pH 8,5); 2 uM de cada iniciador (Promega); se adicioné6 MgCl,

(Promega) para llegar a una concentracion final de 3,3 mM y GoTag® Flexi DNA
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Polymerase (Promega) hasta alcanzar una concentracion final de 2 U. Se utiliz6 como

control negativo de amplificacion agua grado molecular en lugar de ADN.

El proceso de amplificacion se realizé en un termociclador GeneAmp PCR System
9700 (PerkinElmer). EI programa consistio de una denaturacion inicial a 98 °C durante 5
minutos; seguido de 35 ciclos que corresponden a denaturacion a 92 °C durante 30
segundos, hibridacion a 47 °C durante 1 minuto y extension a 70 °C durante 3 minutos; y
una extension final a 70 °C durante 8 minutos. Los productos de PCR fueron almacenados

a -20 °C hasta su analisis.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis horizontal en gel
de agarosa (Invitrogen), como se describe en la seccion 4.3.1. La visualizacion y foto

documentacion se realizo6 siguiendo lo descrito en la seccién 4.3.2.

48 ANALISISESTADISTICO

El andlisis porcentual de los resultados se realizO empleando el programa
informético Microsoft Office Excel 2007 (©2008 Microsoft Corporation). Para el analisis
de clonalidad, resultado de la tipificacion mediante ERIC-PCR, los aislados fueron
separados en subgrupos, basandose en el perfil genotipico que presentaron, para genes
EMAs (Tabla 3). Los productos de PCR fueron analizados mediante el programa
informatico BioNumerics (version 6.1), utilizando el coeficiente de Dice, empleando el
método UPGMA (Unweighted Pair Method with Arithmetic Mean). La relacion clonal fue
analizada comparando el patrén de bandas que presentaron los aislados dentro de cada

subgrupo.
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5 RESULTADOS

51 POBLACION DE ESTUDIO

Los 78 aislados analizados en el presente estudio (Tabla 1), fueron pre-
seleccionados en base a la resistencia a aminoglucésidos que presentaron. Estos aislados
representan el 60,46% de resistencia a esta familia de antimicrobianos, registrado durante
el periodo de muestreo, enero de 2005 y octubre de 2008. El 39,53% (51 aislados) fue
sensible (Figura 4). Los aminoglucosidos probados en la técnica de MicroScan fueron
amikacina, gentamicina y tobramicina; evidenciando 42 aislados (32,56%) resistentes a
amikacina, 77 aislados (59,69%) resistentes a gentamicina y 56 aislados (43,41%)

resistentes a tobramicina (Figura 5).

Dentro de la poblacion de estudio, el nimero de aislados registrados como
resistentes a amikacina fueron 42 aislados (53,85%), 77 aislados fueron resistentes a
gentamicina (98,72%) y 56 aislados fueron resistentes a tobramicina (71,79%) como se
representa en la Figura 6. De los 78 aislados resistentes a aminoglucésidos 16 aislados
(20,51%) presentaron resistencia Unicamente a gentamicina, 1 aislado (1,28%) presentd
resistencia s6lo a amikacina y no se encontro aislados resistentes Unicamente a tobramicina
(0%). Por otra parte 20 aislados (25,64%) mostraron resistencia conjunta a gentamicina y
tobramicina, 5 aislados (6,41%) mostraron resistencia a amikacina y gentamicina, y no se
encontraron aislados con el perfil de resistencia amikacina y tobramicina (0%), y 36

aislados (46,15%) mostraron resistencia a los tres antibidticos (Figura 7).
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El origen de los aislados que comprende la poblacion de estudio, se describe en la
Figura 8 (Tabla 1). De los 78 aislados, 17 (21,79%) provienen de aspirado traqueal, 14
(17,95%) fueron aislados de esputo, 11 (14,10%) se originaron de herida quirdrgica, 7
(8,97%) son de herida, 5 (6,41%) provienen de hemocultivo y en igual cantidad de
abscesos y urocultivo respectivamente, 3 (3,85%) fueron aislados de liquido peritoneal, 2
(2,56%) de biopsia, y 1 (1,28%) aislado proviene de catéter, lavado bronquial, liquido
biliar, liquido pericardico, liquido pleural, pie diabético, protesis, secrecion de ulcera y
secrecion faringea respectivamente. Por otro lado, 44 (56,41%) aislados provienen de
pacientes del sexo masculino, 31 aislados (39,74%) son de pacientes del sexo femenino y 3

aislados (3,85%) no registraron datos del sexo del paciente.

52 TRANSPORTE Y CONFIRMACION FENOTIPICA DE LOS AISLADOS

BACTERIANOS DE Pseudomonas aeruginosa

Se seleccionaron colonias tipicas de P. aeruginosa, las cuales presentaron
morfologia alargada y plana, con centro elevado, coloracion verde amarillenta en la
mayoria de los casos y un distintivo olor frutal (Figura 1). Los 78 aislados presentaron un
resultado positivo al realizar la prueba de oxidasa, revelando, al cabo de 20 minutos, el

esperado cambio de coloracion a purpura, en los discos BBL Taxo N Discs (Figura 2).

En la prueba TSI, se observd un modelo de fermentacion K/K (alcalino/alcalino).
Este resultado es el esperado para microorganismos que no poseen la capacidad de
fermentar carbohidratos, como la glucosa, sacarosa y lactosa, incluidos en el medio; este es

el caso de P. aeruginosa. Ademas, no se observo produccién de gas (CO,) ni reduccion del
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tiosulfato sodico a H,S, evidenciado por la ausencia de precipitado de coloracion negra en

el medio de cultivo (Figura 3A).

En la prueba MIO, todos los aislados presentaron una zona difusa alrededor de la
linea de inoculacion, evidenciando la motilidad de la bacteria. No se registré produccion de
indol, ya que, al agregar el reactivo de Ehrlich, éste no produjo un anillo de coloracién
roja, propia de pruebas positivas; lo cual demostré la ausencia de triptofanasas.
Finalmente, se evidencid la produccion de ornitina descarboxilasa por la coloracion
purpura presente en todo el medio de cultivo, revelado por el indicador de pH, bromo

cresol (Figura 3B).

En la prueba MILI, aparte de confirmar la motilidad y la incapacidad de producir
indol, se evidencio la presencia de descarboxilasa de lisina, gracias a la coloracion parpura,
presente en todo el medio, generado por el indicador de pH, bromo cresol, dando un

resultado positivo (Figura 3C).

La prueba O-F, fue positiva para organismo oxidativo, debido a la coloracién
amarillenta que mostré el medio de cultivo expuesto al oxigeno ambiental, evidenciando la
oxidacion de la glucosa presente en el medio, acidificandolo (Figura 3E). El tubo sometido
a anaerobiosis no presentd crecimiento bacteriano, y la coloracién del medio de cultivo se
mantuvo sin cambios, evidenciando la incapacidad de la bacteria para fermentar azlcares

(Figura 3D).
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La especie P. aeruginosa se pudo confirmar gracias al desarrollo bacteriano que
presento la prueba de crecimiento en caldo de cultivo, incubado a 43 °C; esto se evidencid

por el aspecto turbio del medio de cultivo, al cabo de 18 horas de incubacion (Figura 3F).

53 EXTRACCION DE ADN

El protocolo de extraccion utilizado en el presente estudio, evidencio ser el 6ptimo
para Pseudomonas aeruginosa. La electroforesis horizontal en gel de agarosa, permitio
visualizar una buena calidad del ADN extraido, el cual, es necesario para pruebas
moleculares, como es el caso de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), aplicada en
este estudio. El control negativo de extraccion empleado (caldo TSB estéril) no evidencio
rastro alguno de ADN, al ser visualizado en geles de agarosa, lo que nos revela un correcto
proceso de extraccion y la obtencion de muestras libres de contaminantes, los cuales,

pudieran modificar posteriores resultados (Figura 9).

54 IDENTIFICACION MOLECULAR DE Pseudomonas aeruginosa

Los 78 aislados analizados (100%) fueron confirmados como Pseudomonas
aeruginosa, a nivel molecular. Al visualizar los productos de PCR, sometidos a
electroforesis horizontal en gel de agarosa, se logré evidenciar una banda a la altura de 500

pb, en relacion al marcador de peso molecular (Figura 10).

El resultado del analisis mediante el programa informatico GelAnalyzer, evidencid

el peso molecular de la banda, en 500 + 5 pb, el cual es el esperado para el amplicon
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generado por los iniciadores utilizados. Esto confirmo la presencia del gen oprL propio de

P. aeruginosa; confirmando asi, la especie bacteriana.

55 DETECCION DE GENES PRODUCTORES DE ENZIMAS

MOFIFICADORAS DE AMINOGL UCOSIDOS (EMAS)

Al visualizar los productos de PCR, sometidos a electroforesis horizontal en gel de
agarosa, se observo 4 bandas claramente diferenciadas. Estas bandas migraron distancias

especificas, gracias al heterogéneo peso molecular que poseen.

Comparadas con el marcador de peso molecular, las bandas corresponden a los
genes aac(3)-11a, aac(6’)-1b, ant(2'’)-la 'y aph(3')-Vla, con pesos moleculares de 196, 395,
304 y 234 pb respectivamente, producto de los iniciadores utilizados, como se ve en las

Figuras 11y 12.

El resultado del andlisis mediante el programa informatico GelAnalizer, arrojo
pesos moleculares de 196 £5 pb para el gen aac(3)-11a, 390 +5 pb para el gen aac(6’)-Ib,
300 +5 pb para el gen ant(2'’)-la y 230 £5 pb para el gen aph(3')-Vla; confirmando la

presencia de los genes estudiados (Figura 12).

De los 78 aislados analizados, 50 (64,10%) presentaron al menos uno de los cuatro
genes EMASs referentes en este estudio, mientras que los 28 aislados restantes (35,90%) no

evidenciaron la presencia de genes.



29

De los 50 aislados que poseen genes EMASs, 27 aislados (34,62%) presentaron el
gen aac(3)-11a, 21 (26,92%) presentaron el gen aac(6’)-Ib, 13 (16,67%) presentaron el gen

ant(2'’)-lay 6 aislados (7,69%) presentaron el gen aph(3')-Vla (Figura 13).

El perfil genotipico para genes EMAs observados en los aislados resistentes a
aminoglucoésidos, se detalla en la Tabla 3. De los 50 aislados que evidenciaron presencia de
genes EMAs, 19 (24,36%) presentaron unicamente el gen aac(3)-l1a, 11 (14,10%) aislados
presentaron solo el gen aac(6’)-1b, 4 (5,13%) presentaron sélo el gen ant(2'’)-la y ningun
aislado fue identificado Unicamente con el gen aph(3')-Vla. En los aislados restantes, se
logré identificar diferentes perfiles de presencia para genes EMAS; asi, el perfil aac(6’)-1b
/ ant(2'’)-la se identifico en 6 aislados (7,69%), el perfil aac(3)-1la / aph(3’)-Vla se
identificd en 4 aislados (5,13%), el perfil aac(3)-11a/ aac(6’)-1b se identificé en 3 aislados
(3,85%), el perfil ant(2'’)-la / aph(3’)-Vla se identifico en 2 aislados (2,56%) y el perfil
aac(3)-1la/ aac(6’)-1b / ant(2'")-la se identifico s6lo en un aislado (1,28%); ningun aislado
presento los cuatro genes. A esto se incluye 28 aislados (35,90%) que no evidenciaron la

presencia de ninguno de los genes estudiados (Figura 14 y Tabla 3).

56 TIPIFICACION DE AISLADOS POR ANALISIS DE SECUENCIAS
CONSENSO REPETITIVAS INTRAGENICAS DE ENTEROBACTERIAS,

ERIC

En la poblacién de estudio, se encontré 9 perfiles genotipicos diferentes, lo cual,
fue la base para el estudio clonal mediante tipificacion por ERIC-PCR. La poblacién se

dividié asi, en 9 sub-grupos de analisis clonal, detallados en la Tabla 3.
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Al visualizar los productos de PCR, sometidos a electroforesis horizontal en geles
de agarosa, se evidencio la amplificacion de diversos fragmentos de ADN; los cuales,
variaron en cantidades de 8 a 30 fragmentos de diferente intensidad, evidenciando la
existencia de distintos patrones de bandas. Al ser comparados con el marcador de peso
molecular (100 pb), arrojaron pesos moleculares en un rango aproximado entre 50 pb a

3600 pb.

En el grupo A, el nimero de fragmentos de ADN amplificado va desde 9 hasta 19
fragmentos. Al compararlos con el marcador de peso molecular, se pudo constatar que
tienen un rango de peso entre 57 pb hasta 3445 pb (Figura 15). El andlisis de clonalidad
presentd dos grupos con relacion clonal elevado; el primer grupo comprendido por los
aislados 104 Ps aer, 351 Ps aer y 362 Ps aer; y el segundo grupo integrado por los aislados
57 Ps aer, 175 Ps aer y 243 Ps aer (dos de los cuales con un indice de similaridad de 100),

mostrados en la Figura 16.

En el grupo B, el niumero de fragmentos amplificados fue de 12 a 19. Comparando
estos fragmentos con el marcador de peso molecular, se observo un rango de peso entre 72
pb hasta 3301 pb (Figura 17). Todos los 11 aislados analizados en este grupo mostraron
tener heterogeneidad genética, sin presentar aislados con el mismo patréon de bandas, o
grupos clonales. Los aislados mas relacionados entre si fueron: 98 Ps aer y 23 Ps aer; 28 Ps

aery 413 Ps aer; 373 Ps aer y 379 Ps aer (Figura 18).

En el grupo C, el nimero de fragmentos amplificados encontrados fue de 18 a 21.
Comparados con el marcador molecular, poseian un rango de peso de 69 pb hasta 3532 pb

(Figura 19). Los 4 aislados analizados en este grupo, no evidenciaron formacion de grupos



31

clonales, siendo los mas relacionados el aislado 38 Ps aer y el aislado 318 Ps aer (Figura

20).

En el grupo D, el niumero de fragmentos amplificados observados fue de 21 hasta
23, y al compararlos con el marcador de peso molecular mostraron un rango de peso
molecular de 88 pb hasta 2295 pb (Figura 22). Los aislados 95 Ps aer y 97 Ps aer
presentaron un indice de similaridad mayor a 97; el aislado 152 Ps aer demostré una mayor

divergencia genotipica (Figura 23).

En el grupo E se encontraron de 15 a 22 fragmentos amplificados, los cuales tenian
un rango peso de 105 pb a 3503 pb (Figura 19). Entre los tres aislados analizados aqui, no
se encontraron grupos clonales. Los aislados mas relacionados genotipicamente, aunque

distantes entre si, fueron el 227 Ps aer y 237 Ps aer (Figura 21).

En el grupo F se encontraron un rango de entre 15 a 30 fragmentos amplificados,
los cuales, al ser comparados con el marcador de peso molecular, mostraron un rango de
peso entre 65 pb hasta 3385 pb (Figura 24). Se encontraron dos grupos relacionados entre
si; el primer grupo comprendido por los aislados 44 Ps aer, 385 Ps aer y 391 Ps aer; y el

segundo grupo formado por los aislados 45 Ps aer, 234 Ps aer y 326 Ps aer (Figura 25).

En el grupo G, el cual comprende Unicamente los aislados 319 Ps aer y 333 Ps aer,
se visualiz6 20 y 21 fragmentos amplificados, respectivamente, con un rango de peso de 69
pb hasta 3419 pb (Figura 26). No mostraron relacion genotipicamente representativa

(Figura 27).
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En el grupo H, al cual unicamente pertenece el aislado 437 Ps aer, se observé 14
fragmentos amplificados, el menor de un peso molecular de 136 pb, y el mayor de un peso

molecular de 1904 pb (Figura 26).

En el grupo I, al cual pertenecen los aislados que no presentaron genes EMAS, se
observaron entre 8 y 23 fragmentos amplificados, con un rango de peso molecular de 98 pb
hasta 3384 pb (Figura 28). En el analisis clonal se logré observar que los aislados 235 Ps
aer y 346 Ps aer presentaron un indice de similaridad de 100; por otro lado, los aislados
117 Ps aer, 381 Ps aer y 181 Ps aer su relacion clonal fue elevada; al igual que los aislados

13 Ps aery 177 Ps aer; 419 Ps aer y 421 Ps aer (Figura 29).

En la Figura 30 se observa el analisis de clonalidad entre todos los aislados con
presencia de genes EMAs. Los mayores niveles de similaridad se observo entre aislados
del mismo grupo de analisis clonal, con excepcion de los aislados 319 Ps aer y 323 Ps aer,
pertenecientes a los grupos G y B respectivamente, los cuales mostraron un indice de

similaridad de 88.
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6 DISCUSION

La resistencia bacteriana a aminoglucosidos en infecciones ocasionadas por
Pseudomonas aeruginosa ha sido reportada en varios paises alrededor del mundo, con
especial énfasis, en Latinoamérica y Europa (Poole, 2005; Andrade et al., 2003; Vakulenko
y Mobashery, 2003; Gales et al., 2001). Los altos porcentajes de resistencia a los
antimicrobianos de la familia de aminoglucésidos analizados en este estudio, concuerdan
con otros estudios como el de la Red Nacional de Vigilancia de Resistencia Bacteriana -
Ecuador, REDNARBEC (2008) y de igual manera, con porcentajes reportados por varios

autores (Shahid y Malik, 2005; Vakulenko y Mobashery, 2003).

Diversos estudios han registrado porcentajes altos de resistencia a gentamicina en
aislados de Pseudomonas aeruginosa de origen nosocomial (Stratchounski et al., 1998;
Shahid y Malik, 2005). En el presente estudio se registrdé un alto porcentaje de aislados
resistentes (60,46%); fendmeno posiblemente relacionado a los patrones de prescripcion
regionales, su generalizado uso empirico y su temprana adicion al arsenal terapéutico

(Mella et al., 2004; Garcia e Yturralde, 2005).

A pesar de que gentamicina poseer una toxicidad importante, estudios de
dosificacion han ayudado a disminuir los efectos secundarios de su administracion,
obteniendo buenos resultados con la implementacion de monodosis diarias (Mingeot-
Leclercq y Tulkens, 1999; Mella et al., 2004). Adicionalmente, se ha registrado una
prevalencia alta de genes que codifican para enzimas modificadoras de aminoglucdsidos,
que confieren resistencia a esta droga, al compararla con otros determinantes genéticos

EMASs, que producen resistencia a otros antibioticos de la misma familia. (Shaw et al.,
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1993). En concordancia, en este trabajo se observaron patrones similares de prevalencia, en
donde, los genes EMAs relacionados con la resistencia a gentamicina, alcanzaron niveles

aproximados al 50%.

Antibioticos tales como tobramicina, amikacina (analizados aqui), neomicina y
netilmicina; se encuentran sujetos a los iguales fendomenos en el surgimiento de resistencia
y diseminacion de la misma (Guerrero et al., 2003). Sin embargo, restricciones en su uso,
como dosificacion y uso topico, han limitado la presion selectiva, la cual ayuda a mantener
niveles altos de susceptibilidad (Schmitz et al., 1999; Poole, 2005). No obstante el presente
estudio registro resistencia a estos antibidticos en tasas relativamente altas, al igual que los

determinantes genéticos involucrados e incluidos en el estudio (Shaw et al., 1993).

A pesar de la presencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglucosidos en el medio hospitalario, estos compuestos mantienen su vigencia en la
terapia de infecciones ocasionadas por el agente etiologico Pseudomonas aeruginosa
(Mella et al., 2004; Poole, 2005; Vakulenko y Mobashery, 2003), debido, especialmente, a
su frecuente uso en sinergia con antibidticos de otras familias (en su mayoria p-lactamicos
con actividad contra Pseudomonas aeruginosa), principalmente en casos de neumonia
bacteriana ocasionada por éste patdgeno (Vallés y Mariscal, 2005; Poole, 2005; Raja y
Singh, 2007). Dicha caracteristica es de gran utilidad en el tratamiento de infecciones
graves causadas por Pseudomonas aeruginosa, la cual puede reducir el uso de agentes
antibacterianos de ultima generacién, como carbapenemes (Vallés y Mariscal, 2005),
aportando tanto a la vigencia de estos compuestos, como a conservar lineas de defensa para
casos de infeccion con cepas resistentes a aminoglucésidos (Poole, 2005); ademas de

reducir el costo del tratamiento (Mingeot-Leclercq y Tulkens, 1999).
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La tasa de resistencia bacteriana a los aminoglucosidos, al igual que a otros
antimicrobianos, experimenta importantes variaciones geograficas, probablemente
ocasionadas por diferencias en los patrones de prescripcion y dosificacion de los
antibioticos, observado entre paises y regiones. Adicionalmente, la calidad en las practicas
y programas de control y vigilancia de infecciones nosocomiales aportan al surgimiento de

perfiles localizados de resistencia (Vakulenko y Mobashery, 2003; Poole, 2005).

La mayor resistencia observada a gentamicina en este estudio, puede ser el
resultado de dichas diferencias regionales en las politicas del uso de antimicrobianos. La
prescripcion preferencial de dicho antibiotico, en la terapia de infecciones cuyo agente
etiologico es Pseudomonas aeruginosa, sugiere una correlacion con la resistencia
presentada por los aislados estudiados (Alifio et al., 2007; Organizacion Panamericana de
la Salud, 2004). De igual forma, propone una sincronia con la prevalencia del gen aac(3)-
|la observada en mayor porcentaje en el analisis molecular. Este gen confiere resistencia a
gentamicina tobramicina, dibekacina y sisomicina, mas no a amikacina; siendo el principal
componente genético de resistencia a aminoglucosidos; por otro lado, los productos de
genes pertenecientes al grupo aac(3)-11, han demostrado ser el principal mecanismo de

resistencia a aminoglucésidos en Pseudomonas aeruginosa (Zurita, 2005).

En consecuencia, la alta resistencia hacia tobramicina, puede deberse a la relacién
genética que comparte con gentamicina (Vakulenko y Mobashery, 2003; Shaw et al.,
1993). Caso similar es descrito en Estados Unidos, en donde la predominancia encontrada
del gen ant(2’)-l, responsable de la resistencia a gentamicina, es ocasionada por la

propensién hacia el uso de este antimicrobiano en la terapia de infecciones ocacionadas por
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P. aeruginosa (Vakulenko y Mobashery, 2003). El gen ant(2'’)-la arrojo un porcentaje

moderadamente alto en este estudio.

Por otro lado, el alto porcentaje de resistencia observado a gentamicina, puede ser
explicado en este sentido, el alto porcentaje en el que se registraron los perfiles de
resistencia hacia gentamicina y a gentamicina / tobramicina, dentro de este trabajo, puede
ser el resultado de la prevalencia de los perfiles genotipicos aac(3)-l1la y aac(6’)-1b /
ant(2'’)-la; este ultimo perfil genético confiere, ademas, resistencia a amikacina. El nivel
alto de resistencia a amikacina se ve reflejado, de igual manera, por el alto indice de

ocurrencia del gen aac(6’)-1b (Shaw et al., 1993; Poole, 2005).

La capacidad de los aislados para producir enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (EMAS) se establecié determinando la presencia o ausencia de los
elementos genéticos que los codifican. Los genes analizados fueron aquellos reportados
con mayor frecuencia en aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa. Shaw et al. (1993)
realizd un estudio que incluyd 728 aislados de P. aeruginosa, en el cual, los genes con
mayor incidencia encontrados fueron aac(3)-lla, aac(6’')-1b, ant(2'’)-la y aph(3’)-Vla.
Similares resultados, fueron los arrojados por Vakulenko y Mobashery (2003) y Diaz et al.

(2004).

La inactivacion mediada por enzimas modificadoras de aminoglucésidos es el
principal mecanismo de resistencia bacteriana a esta familia de antimicrobianos (Mella et
al., 2004; Poole, 2005; Shaw et al., 1993). Sin embargo, la existencia de mecanismos
alternos de resistencia descritos para aminoglucdésidos, tales como: impermeabilidad de la

membrana externa, ocasionada por mutaciones en porinas; eflujo del antimicrobiano,
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mediado por sobreexpresion de sistemas de expulsion activa; y mutaciones en el sitio
blanco 16s rRNA (Poole, 2005; Mella et al., 2004; Shaw et al., 1993), juegan un papel
importante en los porcentajes de resistencia a estos antimicrobianos, aumentando la

complejidad de su epidemiologia (Vakulenko y Mobashery, 2003).

En el presente trabajo, el 33,90% de aislados de la poblacién de estudio no presento
genes EMAs. Consecuentemente, en los aislados que no presentaron genes EMAs, la
resistencia observada a aminoglucosidos podria ser esperada por la existencia de uno o
varios de los mecanismos de resistencia mencionados. La impermeabilidad de membrana
externa, el eflujo del antimicrobiano y mutaciones en el sitio blanco, no fueron incluidos en

este estudio.

Al igual que otros mecanismos de resistencia, los genes productores de EMAS se
encuentran localizados frecuentemente en plataformas genéticas mdviles, tales como
plasmidos y transposones (Vakulenko y Mobashery, 2003; Mella et al., 2004; Mingeot-
Leclercq y Tulkens, 1999). Sin embargo, varios estudios han localizado ciertos genes
EMAs, (ant(2'’)-1 y aac(6’)-1, por ejemplo), dentro de integrones, con mayor frecuencia
que otros determinantes genéticos de resistencia, lo cual puede explicar, en parte, la
ubicuidad de dichos genes y el aparecimiento de cepas multiresistentes (Xu et al., 2009;

Reyes et al., 2003).

Una amplia variedad de métodos se encuentran disponibles para la caracterizacién
y comparacion de aislados bacterianos, dentro de los cuales, los métodos genotipicos
alcanzan el mayor poder discriminatorio (Belkum, 1994; Syrmis et al., 2004; Olive y Bean,

1999). La eleccién del método o combinacion de métodos mas adecuado para el tipaje de
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un grupo de aislados, se encuentra relacionado principalmente con su nivel de
discriminacion (Singh et al., 2006). La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es
la técnica estandar de referencia para tipificacion de microorganismos, gracias a su elevado
poder de discriminacion y su excelente reproducibilidad; no obstante, su uso es limitado
por factores teles como, costo, complejidad, uso de enzimas de restriccion y tiempo de

realizacion (Fernandez-Cuenca, 2004; Atkinson et al., 2006).

En el presente estudio se empleé como método de tipificacion la técnica de ERIC-
PCR, la cual se caracteriza por su simplicidad (no requiere el uso de enzimas de
restriccion, ni técnicas electroforéticas especiales), rapidez (menos de 24 horas) y su
relativo bajo costo; siendo de mucha utilidad en el analisis de grandes poblaciones.

(Fernandez-Cuenca, 2004; Iglesias et al., 2008).

Los genes EMAs estan asociados generalmente a plasmidos y transposones (Poole,
2005; Walsh, 2003); por otro lado, las secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias se encuentran Unicamente en el cromosoma (Versalovic et al., 1991;
Wilson y Sharp, 2006). En consecuencia, la ocurrencia de patrones similares de bandas en
aislados que poseen diferente perfil genotipico, al ser analizarlos con ERIC-PCR, puede ser
el resultado de la ubicacion plasmidial de los elementos de resistencia en dichos aislados
(Wilson y Sharp, 2006) En tal motivo, la inclusion de informacion adicional de las
muestras analizadas, tal como presencia de genes de resistencia, puede ayudar a corregir

este sesgo (Cejas et al., 2008).

En base a esta informacién, la tipificacion se realizd dentro de subgrupos

designados de acuerdo al conocimiento de sus determinantes genéticos de resistencia a
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aminoglucoésidos, obtenidos previamente en este estudio. Este disefio permitio elevar la
discriminacion del tipaje, sin elevar los costos, ni la dificultad del método empleado

(Wilson y Sharp, 2006; Cejas et al., 2008; Espinal et al., 2004).

El analisis de los patrones electroforéticos obtenidos para los aislados
pertenecientes a los distintos subgrupos, evidencio una elevada heterogeneidad genética.
La reducida clonalidad en una muestra perteneciente a un ambiente con presion selectiva
constante, es clara evidencia de varios eventos separados de adquisicion de estos genes de
resistencia, 6 a una rapida evolucion de sus genomas bacterianos (Walsh, 2003). La
divergencia genética encontrada, elimina, de esta manera, la posibilidad de que formen

parte de un brote epidemioldgico (Martinez, 2007).
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7 CONCLUSIONES

Se detectdé a presencia de genes productores de enzimas modificadoras de
aminoglucosidos, EMAs, en mas de un tercio (38,76%) de aislados clinicos de

Pseudomonas aeruginosa.

La identificacion molecular de especie mediante PCR para Pseudomonas aeruginosa
fue positiva para todos los aislados estudiados (78), confirmando los resultados
obtenidos mediante la técnica fenotipica de identificacion especifica para esta

especie; demostrando la eficiencia y concordancia de ambas técnicas.

El mayor porcentaje de resistencia observado en los aislados clinicos estudiados fue
para el antimicrobiano gentamicina (59,69%), seqguido del porcentaje de resistencia
observado para tobramicina (43,41%). Amikaciana presentd un porcentaje de

resistencia inferior a gentamicina y tobramicina (32,56%).

El perfil fenotipico de resistencia predominante fue
Amikacina/Gentamicina/Tobramicina (46,15%), seguido de el perfil fenotipico de
resistencia Gentamicina/Tobramicina (25,64%) y, en menor porcentaje, se observo el

perfil de resistencia Gentamicina (20,51%).

Se encontr6 un alto porcentaje (64,10% de los aislados estudiados) de genes
productores de enzimas modificadoras de aminoglucdésidos, dentro de la poblacion de

Pseudomonas aeruginosa que presento resistencia a este antimicrobiano.
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La mayor prevalencia de genes productores de enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos registrado en los aislados de Pseudomonas aeruginosa estudiados
fue para aac(3)-l1a (34,62%), seguido de los genes aac(6’)-1b, ant(2'’)-la y aph(3’)-
Vla (26,92%, 16,66% y 7,69%, respectivamente), con predominancia de los perfiles

genotipicos aac(3)-11a, aac(6’)-1b y aac(6’)-1b/ ant(2')-la.

La heterogeneidad de los aislados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglucosidos analizados, refleja la diversidad gendmica y fenotipica existente
dentro de la poblacion, lo cual manifiesta diferentes eventos de adquisicion y

dispersion de determinantes genéticos de resistencia y su divergencia evolutiva.

Los resultados obtenidos evidencian que la combinacion de un método de
tipificacion con el conocimiento de la prevalencia de determinados genes de féacil
dispersion, como es el caso de genes productores de enzimas modificadoras de
aminoglucosidos EMAs, podria alcanzar una mayor discriminacién que permita

identificar reservorios y rutas de transmision de estos patdgenos.

Los resultados encontrados en el presente estudio representan el primer reporte de la
dindmica de resistencia a aminoglucosidos, mediada por la accion de enzimas
modificadoras de aminoglucésidos (EMAS), en Pseudomonas aeruginosa en

Ecuador.

El uso especifico y apropiado de los aminoglucdsidos, y el montaje de practicas
efectivas en el control de infecciones, pueden evitar el desarrollo y diseminacion de

cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a esta familia antibacteriana.
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El uso de aminoglucésidos permanece vigente y, en ocasiones, es indispensable
dentro del arsenal antimicrobiano empleado contra diversos tipos de infeccion. Esto,
a pesar del potencial nefrotoxico y ototdxico que presentan, y al surgimiento de
cepas resistentes a esta familia de antibidticos; pues en situaciones especificas
pueden ser las Unicas drogas efectivos para el tratamiento de infecciones

nosocomiales graves.
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Figural Aspecto de colonias tipicas de Pseudomonas aeruginosa en medio Agar
Nutriente. Colonias alargadas, planas y con centro elevado. Coloracion,
depende del tipo de pigmento que posee; pioverdina (amarrillo-verdoso),
piocianina (azul-verdoso) o piorubina (rojo). En crecimiento confluente a

menudo presenta un olor a fruta.

Figura2 Prueba de oxidasa positiva. La mancha de coloracion purpura en el disco
evidencia la oxidacion del citocromo C, revelando una prueba positiva para

oxidasa.
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Pruebas bioguimicas para identificacion de Pseudomonas aeruginosa.
A, prueba TSI (triple azucar y hierro), no fermentacion de azucares (K/K),
H,S y CO; negativos; B, prueba MIO (motilidad, indol y ornitina) motilidad
y ornitina descarboxilasa positivos, indol negativo; C, prueba MILI
(maotilidad, indol y lisina) motilidad y descarboxilasa de lisina positivos,
indol negativo; D y E, prueba O - F (6xido — fermentacion), D,
fermentacion negativa, E, oxidacién positiva; F, crecimiento a 43 °C en BHI

(infusién de cerebro — corazon), crecimiento positivo.
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Figura4 Porcentaje total de resistencia y sensibilidad a aminoglucésidos en la

poblacién total de Pseudomonas aeruginosa.
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Figurab Porcentaje de sensbilidad y resistencia a amikacina, gentamicina y
tobramicina en la poblacién total de Pseudomonas aeruginosa. El total

de la poblacidn fue de 129 aislados.
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Figura6 Porcentaje de sensibilidad y resistencia a amikacina, gentamicina y
tobramicina dentro de la poblacion de estudio de Pseudomonas
aeruginosa. El total de la poblacion resistente a aminoglucosidos fue de 78

aislados.
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Figura7 Por centaje de los diferentes Perfiles de resistencia a aminoglucosidos

encontrados en los aisados hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa.

El total de la poblacion resistente a aminoglucosidos fue de 78 aislados.



58

1,28% m aspirado traqueal
1,28% Hesputo
_ herida quirirgica
1,28% herida
hemocultivo
m abscesos
Eurocultivo
® liquido peritoneal
m biopsia
W catéter
lavado bronquial
liquido biliar

14,10% liquido pericardico
liquido pleural
pie diabetico

B protesis

m secrecion de ulcera

B secrecion faringea

Figura8 Origen de los asilados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglucdésidos. El total de la poblacion resistente a aminoglucoésidos fue

de 78 aislados.
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Figura9 Gel representativo de ADN extraido con DNAzol a partir de aislados de
Pseudomonas aeruginosa resistente a aminoglucosidos. M, marcador de
peso molecular (100 pb). Las canelates 1 a 22 presentan bandas
pertenecientes al ADN total extraido correctamente con el método descrito.
1, 13 Ps aer; 2, 16 Ps aer; 3, 17 Ps aer ; 4, 21 Ps aer; 5, 23 Ps aer; 6, 28 Ps
aer; 7, 29 Ps aer; 8, 31 Ps aer; 9, 38 Ps aer; 10, 44 Ps aer; 11, 45 Ps aer; 12,
57 Ps aer; 13, 95 Ps aer; 14, 97 Ps aer; 15, 98 Ps aer; 16, 104 Ps aer; 17, 117
Ps aer; 18, 120 Ps aer; 19, 130 Ps aer; 20, 142 Ps aer; 21, 144 Ps aer; 22,

145 Ps aer; C-, representa al control negativo de extraccion.
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Gd representativo del producto de aplificacién del gen de proteina de
membrana externa oprL (504 pb). M, marcador de peso molecular (100
pb). Las canaletas 1 a la 12 presentan bandas con un peso molecular
aproximado de 500 pb correspondientes al gen oprL, Unico de P.
aeruginosa; comprobando asi, la especie de estudio. 1, 13 Ps aer; 2, 16 Ps
aer; 3, 17 Ps aer; 4, 21 Ps aer; 5, 23 Ps aer; 6, 28 Ps aer; 7, 29 Ps aer; 8, 31
Ps aer; 9, 38 Ps aer; 10, 44 Ps aer; 11, 45 Ps aer; 12, 48 Ps aer; La canaleta
13 presenta la banda del amplicon de PCR de la cepa ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa utilizada como control positivo; C-, control

negativo.
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Figurall  Gel representativo del producto de amplificacion de gen EMAs aac(6’)-
Ib (395 pb). M, marcador de peso molecular (100pb). Las canaletas 1 a la
16 presentan bandas de aproximadamente 400 pb, correspondientes al gen
aac(6')-1b, confirmando la presencia del elemento génetico de resistencia. 1,
23 Ps aer; 2, 28 Ps aer; 3, 44, Ps aer; 4, 45 Ps aer; 5, 95 Ps aer; 6, 97 Ps aer;
7, 98 Ps aer; 7, 152 Ps aer; 8, 234 Ps aer; 9, 323 Ps aer; 10, 326 Ps aer; 11,
330 Ps aer; 12, 332 Ps aer; 13, 373 Ps aer; 12, 379 Ps aer; 13, 380 Ps aer;
14, 385 Ps aer; 15, 391 Ps aer; C-, control negativo. C+, presenta la banda
del amplicon de PCR de la cepa 68 KPN-BLEE, empleada como control

positivo.
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Figural2 Gel representativo de los productos de amplificacion de genes EMASs. M,
marcador de peso molecular (100pb). Las canaletas 1 y 2 presentan bandas de un
peso molecular aproximado de 200 pb correspondiente al gen aac(3)-lla; 1, 377 Ps
aer; 2, cepa 57 KPN-BLEE utilizado como control positivo. Las canaletas 3 y 4
presentan bandas de un peso molecular aproximado de 400 pb correspondiente al
gen aac(6’)-1b; 3, 373 Ps aer; 4,cepa 68 KPN-BLEE utilizada control positivo. Las
canaletas 5 y 6 presentan bandas con un peso molecular aproximado de 300 pb
correspondiente al gen ant(2'’)-la; 5, 318 Ps aer; 6, cepa 58 KPN-BLEE utilizada
como control positivo. Las canaletas 7 y 8 presentan bandas con un peso
aproximado de 250 pb pertenecientes al gen aph(3')-Vla; 7, 263 Ps aer; 8, aislado

333 Ps aer utilizado como control positivo; C-, control negativo.
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Por centaje de prevalencia de cada uno de los genes EM As encontrados
en los aidados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglucdésidos. El total de la poblacion resistente a aminoglucésidos fue

de 78 aislados.
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Figural14

Por centaj e de los diferentes perfiles genotipicos encontrados para genes
EMAs en los asilados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglucésidos. El total de la poblacion resistente a aminoglucésidos fue

de 78 aislados.
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Ge representativo de la tipificacion de aisados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal A. M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la 18
presentan los diferentes patrones de bandas amplificados con esta técnica,
cada uno exhibiendo fragmentos amplificados de diferente peso molecular.
1, 16 Ps aer; 2, 31 Ps aer; 3, 48 Ps aer; 4, 57 Ps aer; 5, 104 Ps aer; 6, 130 Ps
aer; 7, 167 Ps aer; 8, 175 Ps aer; 9, 243 Ps aer; 10, 349 Ps aer; 11, 351 Ps
aer; 12, 362 Ps aer; 13, 369 Ps aer; 14, 377 Ps aer; 15, 387 Ps aer; 16, 388

Ps aer; 17, 411 Ps aer; 18, 429 Ps aer; C-, control negativo.
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Figural6  Andlisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisis clonal A. Se compara los diferentes patrones de
bandas obtenidos a partir de la técnica ERIC-PCR. En el dendrograma
muestra cepas relacionadas entre si, identificando 2 grupos clonales (104 Ps
aer - 351 Ps aer - 382 Ps aer, y 57 Ps aer - 175 Ps aer - 234 Ps aer). Los
aislados 57 Ps aer y 175 Ps aer presentaron un indice de similaridad de 100,
visualizada en la escala superior izquierda, que indica el indice de

similaridad del coeficiente de Dice.
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7 8 9 10 11 C- M

Ge representativo de la tipificacion de aisados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal B. M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la 11
presentan fragmentos amplificados de diferente peso molecular,

demostrando diferentes patrones de bandeo para los aislados pertenecientes

a este grupo. C-, control negativo.
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Figural8 Andlisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisis clonal B. Se compara los diferentes patrones de
bandas obtenidos en este grupo, observado, la heterogeneidad genética
existente entre los ailados de este grupo. Los aislados mas relacionados
entre si son: 23 Ps aer - 98 Ps aer, 373 - 379 Ps aer y 28 Ps aer 413 Ps aer;

presentando indice s de similaridad de 95, 91 y 90 respectivamente.
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Ged representativo de la tipificacibn de aislados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal Cy E. M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la
4 muestran los aislado spertenecientes al grupo C, y presentan fragmentos
amplificados de diferente peso molecular; 1, 38 Ps aer; 2, 310 Ps aer; 3, 318
Ps aer. Las canelatas 5 a la 7 muestran los fragmentos amplificados
pertenecientes a los aislados del grupo E; 4, 438 Ps aer; 5, 227 Ps aer; 6, 237

Ps aer; 7, 263 Ps aer. C-, control negativo.
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Figura20  Analisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisisclonal C. Se observa la relacion clonal de los aislados
pertenecientes a este grupo, evidenciando la alta relacion gendmica existente
entre dichos aislados; y destacando el alto indice de similaridad entre los

aislados 38 Ps aer - 318 Ps aer.
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Figura2l  Analisisde clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisis clonal E. En la figura se observa una importante
divergencia gendémica entre los aislados pertenecinets a este grupo, siendo

los mas relacionados el aislado 227 Ps aer y el aislado 237 Ps aer.
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Figura22  Ge representativo de la tipificacion de aidados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal D. M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la 3
repesentan la amplificacion de fragmentos, producto de la técnica de ERIC-
PCR, los cuales tienen diferentes pesos moleculares. 1, 95 Ps aer; 2, 97 Ps

aer; 3, 152 Ps aer; C-, control negativo.
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Figura23  Analisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa

del grupo de andlisis clonal D. Se observa claramente la presencia de un
grupo clonal muy relacionado entre si, con un indicide de similaridad mayor

a 97; al cual pertenecen los aislados 95 Pa aer y 97 Ps aer.
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Figura24  Ge representativo de la tipificacion de aidados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal F. M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la 6
presentan presentan varios fragmentos amplifiados de diferent pesos
molecular, pertenecientes a los aislados que integran este grupo; 44 Ps aer;
2, 45 Ps aer, 3, 234 Ps aer; 4, 326 Ps aer; 5, 385 Ps aer; 6, 391 Ps aer; C-,

control negativo.



73

ERIC-PCR — mm—— |
0 75 £0 85 %0 %5 100 Key

POy WRRT TSN ) TN Y K IO FETRT VS S - VECHT VR MY TS WO SRR . THRR™ W0 ORF WIOP TRTTY WO W VO W S W | :

385 Ps aer
391 Ps aer
44 Ps aer
45 Ps aer
234 Ps aer
326 Ps aer

Figura25  Analisisde clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisis clonal F. Se observan dos grupos de aislados
relacionados entre si, el primero formado por 385 Ps aer - 391 Ps aer - 44 Ps

aer; y el sequndo por 45 Ps aer - 234 Ps aer - 326 Ps aer.
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Figura26  Gel representativo de la tipificacibn de aislados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal G y H. M, marcador de peso molecular (100 pb); Las canaletas 1y 2
representan los fragmentos amplificados de los aislados pretenecientes al
grupo G; 1, 319 Ps aer; 2, 333 Ps aer. La canaleta 3 representa los frgmentos

amplificados del aislado perteneciente al grupo H 3, 437 Ps aer. C-, control

negativo.
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Figura27  Analisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa

del grupo de analisis clonal G. Se observa una alta heterogeneidad

gendmica entre los aislados pertenecientes a este grupo.
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Figura28 Ge representativo de la tipificacion de aisados clinicos de
Pseudomonas aeuruginosa mediante ERIC-PCR del grupo de andlisis
clonal I. M, marcador de peso molecular (100 pb); 1, 13 Ps aer; 2, 29 Ps
aer; 3, 117 Ps aer; 4, 120 Ps aer; 5, 144 Ps aer; 6, 145 Ps aer; 7, 177 Ps aer,
8, 180 Ps aer; 9, 181 Ps aer; 10, 192 Ps aer; 11, 235 Ps aer; 12, 236 Ps aer;
13, 346 Ps aer; 14, 355 Ps aer; 15, 365 Ps aer; 16, 381 Ps aer; 17, 393 Ps
aer; 18, 410 Ps aer; 19, 415 Ps aer; 20, 419 Ps aer; 21, 421 Ps aer; 22, 424

Ps aer; 23, 433 Ps aer; 24, 436, Ps aer; C-, control negativo.
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Figura29  Analisis de clonalidad de aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa
del grupo de andlisis clonal 1. Se observa un indice de simlaritud de 100
entre los aislados 235 Ps aer - 346 Ps aer; al igual que varios grupos
clonales, principalmente, el comprendido por los aislados 117 Ps aer - 381

Ps aer - 181 Ps aer, con un indice de similaridad mayor a 90.
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Figura30  Andlisisdeclonalidad detodos los aislados clinicos de Pseudomonas aeuruginosa que presentaron genes EMAs. En esta
figura se muestra la relacion clonal existente entre todos los aislados con elementos gendmicos de resistencia a aminoglucdésidos analizados en

este estudio.

76



10

TABLAS

77



78

Tablal Datos de origen delos aislados de Pseudomonas aeruginosa analizados
en este estudio
Cddigo de Cadigo Fecha de Origen dela Sexo del
Congelacion Hospitalario Aislamiento Muestra Paciente

13 Ps aer 10 01/07/2005 Herida M
16 Ps aer 4 01/07/2005 Biopsia M
17 Ps aer 7 08/07/2005 Herida F
21 Ps aer 459 15/08/2005 Liquido biliar ND
23 Ps aer 274 09/08/2005 Herida F
28 Ps aer 60 09/09/2005 Herida M
29 Ps aer 237 22/09/2005 Esputo F
31 Ps aer 385 22/09/2005 Herida quirurgica M
38 Ps aer 202 10/09/2005 Herida quirurgica M
44 Ps aer 848 27/09/2005 Lavado bronquial F
45 Ps aer 773 10/01/2005 Absceso ND
48 Ps aer 835 24/10/2005 Biopsia M
57 Ps aer 430 13/12/2005 Herida quirurgica M
95 Ps aer 714 22/03/2006 Herida F
97 Ps aer 483 15/03/2006 Hemocultivo M
98 Ps aer 1442 03/04/2006 Urocultivo M
104 Ps aer 1042 31/03/2006 Secrecion traqueal F
117 Ps aer 1812 25/04/2006 Secrecion traqueal F
120 Ps aer 1791 01/04/2006 Esputo M
130 Ps aer 597 19/05/2006 Secrecion traqueal F
142 Ps aer 632 22/06/2006 Liquido peritoneal M
144 Ps aer 2678 26/06/2006 Esputo F
145 Ps aer 639 21/07/2006 Esputo M
152 Ps aer 880 29/06/2006 Herida M
167 Ps aer 3532 22/08/2006 Herida quirargica F
175 Ps aer 67 01/09/2006 Herida quirurgica ND
177 Ps aer 276 08/09/2006 Secrecion traqueal M
178 Ps aer 259 09/09/2006 Urocultivo F




79

Tablal Datos de origen delos aislados de Pseudomonas aeruginosa analizados
en este estudio (Continuacion...)
Cddigo de Cddigo Fecha de Origen dela Sexo del
congelacion Hospitalario Aislamiento Muestra Paciente
180 Ps aer 352 11/09/2006 Urocultivo F
181 Ps aer 3869 13/09/2006 Esputo M
192 Ps aer 3940 16/10/2006 Absceso F
227 Ps aer 30 02/12/2006 Absceso M
234 Ps aer 5091 29/12/2006 Esputo M
235 Ps aer 565 20/06/2007 Hemocultivo F
236 Ps aer 945 28/12/2006 Secrecion traqueal M
237 Ps aer 942 28/12/2006 Secrecion traqueal M
243 Ps aer 429 11/01/2007 Hemocultivo M
263 Ps aer 561 20/06/2007 Liquido pericardico F
310 Ps aer 4831 15/11/2007 Esputo M
318 Ps aer 879 27/11/2007 Esputo M
319 Ps aer 924 28/11/2007 Secrecion traqueal M
323 Ps aer 77 03/12/2007 Secrecion traqueal M
326 Ps aer 256 08/12/2007 Secrecion traqueal F
330 Ps aer 528 16/12/2007 Secrecion traqueal M
332 Ps aer 742 22/12/2007 Liquido pleural M
333 Ps aer 768 23/12/2007 Secrecion traqueal F
346 Ps aer 975 30/12/2007 Esputo M
349 Ps aer 99 03/02/2008 Liquido peritoneal M
351 Ps aer 1015 29/01/2008 Pie diabético F
355 Ps aer 183 07/02/2008 Secrecion traqueal F
362 Ps aer 595 26/09/2008 Secrecion traqueal F
365 Ps aer 466 26/09/2008 Esputo F
369 Ps aer 138 26/09/2008 Hemocultivo M
373 Ps aer 134 26/09/2008 Protesis F
377 Ps aer 332 26/09/2008 Secrecion traqueal M
379 Ps aer 296 26/09/2008 Absceso F
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Tablal Datos de origen delos aislados de Pseudomonas aeruginosa analizados
en este estudio (Continuacion)
Cddigo de Cddigo Fecha de Origen dela Sexo del
congelacion Hospitalario Aislamiento Muestra Paciente
380 Ps aer 341 26/09/2008 Urocultivo F
381 Ps aer 334 30/09/2008 Herido F
385 Ps aer 468 30/09/2008 Catéter M
387 Ps aer 531 30/09/2008 Herida quirargica M
388 Ps aer 599 30/09/2008 Absceso F
391 Ps aer 873 30/09/2008 Secrecion de Ulcera M
393 Ps aer 996 30/09/2008 Urocultivo F
409 Ps aer 741 30/09/2008 Herida quirurgica M
410 Ps aer 874 30/09/2008 Secrecion traqueal M
411 Ps aer 944 30/09/2008 Herida quirurgica F
413 Ps aer 153 30/09/2008 Hemocultivo M
415 Ps aer 102 30/09/2008 Liquido peritoneal F
419 Ps aer 156 30/09/2008 Esputo M
421 Ps aer 98 01/10/2008 Secrecion faringea M
424 Ps aer 316 01/10/2008 Secrecion traqueal M
429 Ps aer 818 01/10/2008 Herida quirurgica F
431 Ps aer 300 01/10/2008 Esputo F
433 Ps aer 302 01/10/2008 Esputo M
434 Ps aer 302 01/10/2008 Esputo M
436 Ps aer 508 01/10/2008 Herida quirurgica M
437 Ps aer 508 01/10/2008 Herida quirurgica M
438 Ps aer 170 01/10/2008 Secrecion traqueal M

Ps aer, Pseudomonas aeruginosa; F, femenino; M, masculino; ND, no determinado
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Tabla?2 Iniciador es para confirmacion de Pseudomonas aeruginosa, genes productor es de enzimas modificador as de
aminoglucésidosyy tipificacion

Iniciador Secuenciab —» 3 Gen/Blanco Amplicén (pb) Referencia
oprLF ATGGAAATGCTGAAATTCGGC oprL 504 Xu et al. (2004)
oprLR CTTCTTCAGCTCGACGCGACG oprL Xu et al. (2004)
aac(3)-1laF CGCTAAACTCCGTTACC aac(3)-1la 196 Diaz et al. (2004)
aac(3)-11aR TAGCACTGAGCAAAGCC aac(3)-1la Diaz et al. (2004)
aac(6’)-1bF TATGAGTGGCTAAATCGAT aac(6’)-1b 395 Diaz et al. (2004)
aac(6’)-1bR CCCGCTTTCTCGTAGCA aac(6’)-1b Diaz et al. (2004)
ant(2”’)-laF CGTCATGGAGGAGTTGGACT ant(2’)-la 304 Diaz et al. (2004)
ant(2”’)-1arR CGCAAGACCTCAACCTTTTC ant(2’)-la Diaz et al. (2004)
aph(3’)-VlaF ATACAGAGACCACCATACAGT aph(3')-Vla 234 Vila et al. (1999)
aph(3’)-VIaR GGACAATCAATAATAGCAAT aph(3')-Vla Vila et al. (1999)
ERIC-1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC ERIC NA Bhattacharya et al. (2003)
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG ERIC NA Bhattacharya et al. (2003)

A, adenina; G, guanina; T, timina; C, citosina; pb, pares de bases; NA, no aplica.
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Tabla3 Perfil genotipico y subgrupo para genes EMAs observados en aislados

de Pseudomonas aeruginosa r esistentes a aminoglucésidos

Caodigo de Subgrupode  Perfil Genotipico para
Origen
Congelacion andlisisclonal genesEMAs
16 Ps aer Biopsia A aac(3)-1la
17 Ps aer Herida A aac(3)-1la
31 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
48 Ps aer Biopsia A aac(3)-1la
57 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
104 Ps aer Secrecion traqueal A aac(3)-1la
130 Ps aer Secrecion traqueal A aac(3)-1la
167 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
175 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
243 Ps aer Hemocultivo A aac(3)-1la
349 Ps aer Liquido peritoneal A aac(3)-1la
351 Ps aer Pie diabético A aac(3)-1la
362 Ps aer Secrecion traqueal A aac(3)-1la
369 Ps aer Hemocultivo A aac(3)-1la
377 Ps aer Secrecion traqueal A aac(3)-1la
387 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
388 Ps aer Absceso A aac(3)-1la
411 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
429 Ps aer Herida quirdrgica A aac(3)-1la
23 Ps aer Herida B aac(6')-1b
28 Ps aer Herida B aac(6')-1b
98 Ps aer Urocultivo B aac(6')-1b
323 Ps aer Secrecion traqueal B aac(6')-1b
330 Ps aer Secrecion traqueal B aac(6')-1b
332 Ps aer Liquido pleural B aac(6')-1b
373 Ps aer Protesis B aac(6’)-1b
379 Ps aer Absceso B aac(6')-1b
380 Ps aer Urocultivo B aac(6')-1b
413 Ps aer Hemocultivo B aac(6')-1b
431 Ps aer Esputo B aac(6')-1b
38 Ps aer Herida quirdrgica C ant(2'')-la
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Tabla3 Perfil genotipico y subgrupo para genes EMAs observados en aislados
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a aminoglucésidos
(Continuacion...)

Caodigo de Subgrupode  Perfil Genotipico para
Origen

Congelacion andlisisclonal genesEMAs
310 Ps aer Esputo C ant(2'')-la
318 Ps aer Esputo c ant(2'")-la
438 Ps aer Secrecion traqueal C ant(2'')-la
95 Ps aer Herida D aac(3)-11a/ aac(6’)-1b
97 Ps aer Hemocultivo D aac(3)-11a/ aac(6')-1b
152 Ps aer Herida D aac(3)-11a/ aac(6')-1b
227 Ps aer Absceso E aac(3)-11a/aph(3')-Vla
237 Ps aer Secrecion traqueal E aac(3)-11a/aph(3')-Vla
263 Ps aer Liquido pericardico E aac(3)-11a/aph(3')-Vla
409 Ps aer Secrecion de Ulcera E aac(3)-11a/aph(3')-Vla
44 Ps aer Lavado bronquial F aac(6')-1b/ ant(2'")-la
45 Ps aer Absceso F aac(6')-1b/ ant(2'")-la
234 Ps aer Esputo F aac(6')-1b/ ant(2'")-la
326 Ps aer Secrecion traqueal F aac(6’)-1b/ ant(2'’)-la
385 Ps aer Catéter F aac(6’)-1b/ ant(2'’)-la
391 Ps aer Secrecion de Ulcera F aac(6’)-1b/ ant(2'’)-la
319 Ps aer Secrecion traqueal G ant(2'")-la/aph(3')-Vla
333 Ps aer Secrecion traqueal G ant(2'")-la/aph(3')-Vla

aac(3)-11a/ aac(6’)-1b/

437 Ps aer Herida quirdrgica H ant(2'')-la
13 Ps aer Herida I Sin gen
21 Ps aer Liquido biliar I Sin gen
29 Ps aer Esputo I Singen
117 Ps aer Secrecion traqueal I Singen
120 Ps aer Secrecion traqueal I Singen
142 Ps aer Liquido peritoneal I Sin gen
144 Ps aer Esputo I Sin gen
145 Ps aer Esputo I Sin gen
177 Ps aer Secrecion traqueal I Singen
178 Ps aer Secrecion traqueal I Singen
180 Ps aer Secrecion traqueal I Singen
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Tabla3 Perfil genotipico y subgrupo para genes EMAs observados en aislados
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a aminoglucésidos
(Continuacion)

Caodigo de Subgrupode  Perfil Genotipico para
Origen
Congelacion analisis clonal genesEMASs
181 Ps aer Esputo I Sin gen
192 Ps aer Absceso I Sin gen
235 Ps aer Hemocultivo I Sin gen
236 Ps aer Secrecion traqueal I Sin gen
346 Ps aer Secrecion traqueal I Sin gen
355 Ps aer Secrecion traqueal I Sin gen
365 Ps aer Esputo I Sin gen
381 Ps aer Herida I Sin gen
393 Ps aer Urocultivo I Sin gen
410 Ps aer Secrecion traqueal I Sin gen
415 Ps aer Liquido peritoneal | Sin gen
419 Ps aer Esputo I Sin gen
421Ps aer Secrecion faringea I Sin gen
424Ps aer Secrecion faringea I Sin gen
433 Ps aer Esputo I Sin gen
434 Ps aer Esputo I Sin gen
436 Ps aer Esputo I Sin gen

Ps aer, Pseudomonas aeruginosa; A, aislados con perfil aac(3)-11a; B, aislados con perfil
aac(3)-11a; C, asilados con perfil ant(2'')-la; D, aislados con perfil aac(3)-11a/ aac(6’)-1b;
E, aislados con perfil aac(3)-11a/aph(3’)-Vla; F, aislados con perfil aac(6’)-1b/ ant(2'’)-1a;
G, aislados con perfil ant(2'’)-la/aph(3')-Vla; H, aac(3)-l1a/ aac(6’)-1b/ ant(2'’)-la.
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Anexo 1 Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosa y grupo de analisis clonal
. . ©
Cddigo de Fecha de Origen de © £ @ S © Subgrupo de

© © QO c 5 © ® c

. . Sexo Sémeégé‘é'ag%goéa:@ -
Congelacion Aislamiento la Muestra o € € = S X g % 55 N T <« % analisis clonal

.gg'gﬁgﬁgewg%%tm%u

ERNTOTBBE SO EodS o oS

< <O 00000 =200
13 Ps aer 01/07/2005 M Herida R RRRRRSRRSI SRRR |
16 Ps aer 01/07/2005 M Biopsia S SSI1ISI RRRRI SSSR A
17 Ps aer 08/07/2005 F Herida R RRRRRSRRSI SRRR A
21 Ps aer 15/08/2005 ND Liquido biliar S RRRRRSI SSSS SR S |
23 Ps aer 09/08/2005 F Herida R I RR I RRRRRI RRRR B
28 Ps aer 09/09/2005 M Herida R RRRRRRRRRRRRRR B
29 Ps aer 22/09/2005 F Esputo R RRRRRSRRSRSIRRR I
31 Ps aer 22/09/2005 M Herida quirlrgica R 1 I RSRRRSRSSRRIR R A
38 Ps aer 10/09/2005 M Herida quirdrgica R I RRSRRRSRSRRRR C
44 Ps aer 27/09/2005 F Lavado bronquial R SI RSRRRSSSRRRR F
45 Ps aer 10/01/2005 ND Absceso RS SI1 SI RRRRI SS SR F
48 Ps aer 24/10/2005 M Biopsia R RRRRRSRRSRSRRR A
57 Ps aer 13/12/2005 M Herida quirurgica R RRRSRRRRRRRRRR A
95 Ps aer 22/03/2006 F Herida R SRRSI RRRRRRRRR D
97 Ps aer 15/03/2006 M Hemocultivo R SRRSRRRRRRRRRR D
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Anexo 1 Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosa y grupo de analisis clonal (Continuacion...)
Cddigo de Fechade Origen de 5 O o _g @ .g c B Subgrupo de
g - Sexo S%mgégﬁzgg%goéczg
Congelacion  Aislamiento laMuestra g § ERXZ 3 S E o 3 é N 8 < E analisis clonal
8833582883 %0k 45 5%
ENSTOTEBB ST E 8832 o8
<< O O 0000 = a020 068 F
98 Ps aer 03/04/2006 M Urocultivo R SRR S I RRSRNR I RR B
104 Ps aer 31/03/2006 F Secrecion traqueal Il R R R RRRIRRRRRRRR A
117 Ps aer 25/04/2006 F Secrecion traqueal R S S S S SRR SRSS S S I |
120 Ps aer 01/04/2006  H Esputo S S S S S S 1T 1 §$SSSS S S S |
130 Ps aer 19/05/2006 F Secrecion traqueal Il R R R RRRIRRRRRRRR A
142 Ps aer 22/06/2006 M Liquido peritoneal S RRRRRRRRRI RRS SR |
144 Ps aer 26/06/2006 F Esputo I I R R 1 R R R SRS S S RS I
145 Ps aer 21/07/2006 M Esputo S SSI SR SRSSSS S SS |
152 Ps aer 29/06/2006 M Herida S I RRRRRRSRSRRRR D
167 Ps aer 22/08/2006 F Herida quirdrgica R RRRRRRRRRRRRRR A
175 Ps aer 01/09/2006 ND Herida quirargica R S 1 I S RRRS SRS SIRRR A
177 Ps aer 08/09/2006 M Secrecion traqueal S RRRRRRRSSSRRRS I
178 Ps aer 09/09/2006 F Urocultivo S S S 1 SRS 1 SSNS S S S |
180 Ps aer 11/09/2006 F Urocultivo S S S 1 SR SRS SNSR S S |
181 Ps aer 13/09/2006 M Esputo I I S RS RRRS SRSS S S S |




Anexo 1 Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosay grupo de analisis clonal (Continuacion...)
o
Caodigo de Fecha de Origen de £ © > © Subgrupode

Sexo © £ c £E 5 © 5 g 5 £ O

., . . c 8 ® £ = © X 9 % e o = 0O 8 .
Congelacion  Aislamiento laMuestra 5 £ EX 2§ 2 E 28 §_ N 8 < E analisis clonal

8283888288k g 378

ENBDS BB SD E6d S oS8

< <O 0O 0000 s a a8 F¢
192 Ps aer 16/10/2006 F Absceso R 1 R RRRRRSRSRIRRR R I
227 Ps aer 02/12/2006 M Absceso R S I RS I RRSRSRRRR R E
234 Ps aer 29/12/2006 M Esputo I S SRS I S 1 SSS SR S S F
235 Ps aer 20/06/2007 F Hemocultivo R RRRRRI R1T I SRRRR |
236 Ps aer 28/12/2006 M Secrecion traqueal S RRRRRTITI I RIT 1 S RRS |
237 Ps aer 28/12/2006 M Secrecion traqueal R I I R R RRIRRRI RRRR R E
243 Ps aer 11/01/2007 M Hemocultivo R S 1 I S R R R SRSSRRR A
263 Ps aer 20/06/2007 F Liquidopericardico S | R R R R R R S RS R R RR E
310 Ps aer 15/11/2007 M Esputo S 1 I RS RS I RSRS S S S C
318 Ps aer 27/11/2007 M Esputo R S S 1 S 1 S S SSS S S S S C
319 Ps aer 28/11/2007 M Secrecion traqueal R R RRRRIRRRRRRRRR R G
323 Ps aer 03/12/2007 M Secrecion traqueal S 1 I R1T RRR SRS S S SR B
326 Ps aer 08/12/2007 F Secrecion traqueal S 1 I R 1T RRRRRI S S SR F
330 Ps aer 16/12/2007 M Secrecion traqueal R SRR SRIRRRRI RRRR R B
332 Ps aer 22/12/2007 M Liquido pleural R I R R R RRIRI RI R RRR B
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Anexo 1 Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosa y grupo de analisis clonal (Continuacion...)

Caodigo de Fecha de Origen de 5 O @ ,g @ _g c 38 Subgrupo de

g — Sexo S%m_gégi‘é;gg%%oéGE
Congelacion  Aislamiento laMuestra % § = ié _'% g_é % % o é §_ N B < % analisis clonal

528 EE552335 28583
< <O O O 0O 0O 0 = a0=20 606 -+

333 Ps aer 23/12/2007 F Secreciontragueal R R R R R R R R R R R R R R R G
346 Ps aer 30/12/2007 M Esputo S SSRSRRRRRI S S SR l
349 Ps aer 03/02/2008 M Liquidoperitoneal R S I I S I R R S RNP R R R R A
351 Ps aer 29/01/2008 F Pie diabético S R R R RIRIRRSRNRRRR A
355 Ps aer 07/02/2008 F Secreciontragueal S S S R S R R I R I NP S S S S I
362 Ps aer 26/09/2008 F Secreciontragueal S R R R R R R R R RNP R R R R A
365 Ps aer 26/09/2008 F Esputo S S S 1 SR S RRSNPS S S S |
369 Ps aer 26/09/2008 M Hemocultivo S 1T RRRRRRSRSSRRR A
373 Ps aer 26/09/2008 F Protesis S S S1 S RSRSSS S S SR B
377 Ps aer 26/09/2008 M Secreciontragueal S R R R R R R R R R R R R R R A
379 Ps aer 26/09/2008 F Absceso S S S 1 S 1 SR SSS S S SR B
380 Ps aer 26/09/2008 F  Urocultivo S S S RSR 1T R SSNPS R S S B
381 Ps aer 30/09/2008 F Herida S S S 1 S 1 S RRSS S S S S |
385 Ps aer 30/09/2008 M Secreciontragueal S R R R R R R R R R I S R S R F
387 Ps aer 30/09/2008 M Herida quirargica R S SRS I S RRSSSRRR A
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Anexo 1 Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosa y grupo de analisis clonal (Continuacion...)
.. . © ©

Cadigo de Fechade oo Origen de : % ) g -g g g .g % % g g .g Subgrupo de
Congelacién  Aislamiento laMuestra g = EXT 38 ¢ é 538 R8T < E andlissdona

82858 =2 E88%%k g 5%

EN TS BB S8 8 3o S8

< <O O 0O 0O 00 =3280 6 F
388 Ps aer 30/09/2008 F Absceso R S 1 RS RIRRS SRS SRRR R A
391 Ps aer 30/09/2008 M Secrecion ulcera S RRRRRRR SRS SURSR F
393 Ps aer 30/09/2008 F  Urocultivo S RS 1 S 1 R I SRNPS R SR |
409 Ps aer 30/09/2008 M Herida quirlrgica R 1 I RS RRR SRSSURRR E
410 Ps aer 30/09/2008 M Secrecion traqueal Il 1§ 1 §$ S S R SSS S S S S I
411 Ps aer 30/09/2008 F Herida quirdrgica S I RRRRRRRRRRRRR A
413 Ps aer 30/09/2008 M Hemocultivo R S R R S I RRRRRIRRRR B
415 Ps aer 30/09/2008 F Liquidoperitoneal S S S I S I S I S S S S S S S I
419 Ps aer 30/09/2008 M Esputo S S S S S S S I SSS S S S S |
421 Ps aer 01/10/2008 M Secrecionfarinpea S S S I S S S I S S S S S S S |
424 Ps aer 01/10/2008 M Secreciontraqgueal S S S | S S S R S S S S S S | I
429 Ps aer 01/10/2008 F Herida quirargica R S 1 I S RRRIRI1I SRRR A
431 Ps aer 01/10/2008 F Esputo Il R R R R RRRSRSIRRRS B
433 Ps aer 01/10/2008 M Esputo S S SR SRS I SSS S S SS |
434 Ps aer 01/10/2008 M Esputo R SRR SR SR SSS S S SR I
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Anexol Susceptibilidad a antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosay grupo de andlisis clonal (Continuacion)

o

Caodigo de Fecha de Origen de © £ ®© @ > © Subgrupode
© Cc Q c — C ®© c
Sexo S5 cEEGSZTcEE T _E£003

Congelacion  Aisamiento laMuestra s 5 EXZ &2 % o 3 §_ % 3 < % analisis clonal
8 8852 :82238%8¢k 552
ENBTDBEbBB B Esl8 3 oS8
< <O O O 0O 0O 0 = a0=20 606 -+

436 Ps aer 01/10/2008 M Herida quirargica S I R R R R R R R S R R 1 I

H
R R C

o)
o)
o)
o)
X
X
X
X
o)
o)

437 Ps aer 01/10/2008 M Herida quirargica S |

438 Ps aer 01/10/2008 M Secreciontraqueal S I | R R

o)
o)
)
X
o)
o)
o)

Ps aer, Pseudomonas aeruginosa; M, masculino; F, femenino; NP, no presenta; R, resistente; S, sensible; I, intermedio.
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Anexo 2 Resumen de genesEMASsY su perfil deresistencia a aminoglucosidos
Tipode
N° de accesion Perfil deresistenciaa
modificacion Gen
GenBank aminoglucésidos
enzimatica
Acsetilacion
AAC(3)-1 aac(3)-la X15852 Gm, Astm, Siso
aac(3)-1b L06157
AAC(3)-11 aac(3)-1la  X13543 Gm, Tob, Dbk, Ntl, 6'Ntl, 2'Ntl,
aac(3)-1lb  M97172 Siso
aac(3)-llc  X54723
AAC(3)-III aac(3)-1lla  X55652 Gm, Tob, Dbk, 5-epi, Siso, Km,
aac(3)-11lb  L06160 Neo, Prm, Lvdm
aac(3)-1llc  L06161
AAC(3)-IV aac(3)-IVva  X01385 Gm, Tob, Dbk, Ntl, 6'Ntl, 2'Ntl,
Apr, Siso
AAC(3)-VI aac(3)-Vla M88012 Gm, 6'Ntl, Siso, (Tob), (Ntl), (5-
epi), (Km)
AAC(6")-I aac(6')-la  M18967 Tob, Dbk, Ntl, Amk, 2'Ntl, 5-epi,
aac(6)-lb  M21682 Siso, (Isp)
aac(6')-1c M94066
aac(6')-1d X12618
aac(6')-le M18086
aac(6')-If M55353
AAC(6")-11 aac(6')-1la  M29695 Gm, Tob, Dbk, Ntl, 2'Ntl, 5-epi,
aac(6)-1lb  L06163 Siso
AAC(6")-APH(2’") aac(6")- M18086, Gm, Tob, Dbk, Ntl, Amk, 2'Ntl,
aph(2") M13771 6'Ntl, 5-epi, Astm
AAC(2-I) aac(2)-la  L06156 Gm, Tob, Dbk, Ntl, 6'Ntl
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Anexo 2 Resumen de genesEMASsY su perfil deresistencia a aminoglucosidos
(Continuacion)
Tipode
N° de accesion Perfil deresistencia a
Modificacion Gen
GenBank aminoglucésidos
enzimatica
Adenilacion
ANT(2")-1 ant(2")-la X04555 Gm, Tob, Dbk, Siso, Km
ant(2")-1b L06161
ANT(3-)-1 ant(3)-la X02340, Sm, Spcm
M10241
ANT(4)-1 ant(4')-la V01282 Tob, Amk, Isp, Dbk
ANT(4)-11 ant(4)-1la  M98270 Tob, Amk, Isp
ANT(9)-1 ant(9)-l1a X13290 Spcm
Fosforilacion
APH(3)-1 aph(3)-la J01839 Km, Neo, Prm, Rsm, Lvdm,
aph(3)-lb  M20305 GmB
aph(3)-Ic M37910
APH(3)-11 aph(3)-lla V00618 Km, Neo, Prm, Rsm, But, GmB
(Amk)
APH(3)-111 aph(3)-llla V01547 Km, Neo, Prm, Rsm, Lvdm,
But, GmB, Amk, Isp
APH(3)-IV aph(3)-Ilva X01986 Km, Neo, Prm, Rsm, But
APH(3)-V aph(3)-Va  K00432 Neo, Prm, Rsm
aph(3’)-Vb M22126
aph(3')-Vc
APH(3)-VI aph(3)-vVla  X07753 Km, Neo, Prm, Rsm, But, GmB,
aph(3)-Vib Amk, Isp
APH(3)-VII aph(3)-Vlla M29953 Km, Neo (AmKk)

Amk, amikacina; Apr, apramicina; Astm, astromicina; But, butirosina; Dbk, dibekacina; 5-
epi, 5-episisomicina; Gm, gentamicina; GmB, gentamicina B; Isp, isepamicina; Km,
kanamicin; Lvdm, lividomicina; Neo, neomicina; Ntl, netilmicina; 2'Ntl, 2'-N-
etilnetilmicina; 6'Ntl, 6'-N-etilnetilmicina; Sm, estreptomicina; Prm, paromomicina; Rsm,
ribostamicina; Siso, sisomicina; Spcm, espectinomicina; Tob, tobramicina; ( ), actividad
enzimatica detectada in vitro.
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