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RESUMEN

Se evalud la presencia de integrones clase 1 en cepas intrahospitalarias de
Pseudomonas aeruginosa, para ello se seleccionaron 32 cepas al azar de un
total de 64 aislados provenientes de pacientes asistidos en las diferentes areas
del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cumana, estado, Sucre
durante el periodo de junio-septiembre de 2008. La confirmacion de la especie
se realiz6 empleando los protocolos convencionales para bacilos Gram
negativos no fermentadores. La susceptibilidad antimicrobiana se determiné por
el método de difusion en disco, siguiendo los lineamientos para bacilos Gram
negativos no fermentadores, establecidos por el instituto de estandares clinicos
y de laboratorios (2012). La deteccion de los integrones clase 1 se realizd por
medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa empleando
oligonucledtidos especificos que hibridan en las regiones conservadas 5CS y
3'CS. El estudio revel6 un alto porcentaje de cepas resistentes a diversos
antimicrobianos. El mayor porcentaje de resistencia presentado por las cepas
fue para gentamicina (81,25%), seguido de amikacina y netilmicina (78,13%),
piperacilina (75,00%) e imipenem (71,88%). Sélo una cepa (3,13%) presento
integrones clase 1. La baja frecuencia de integrones clase 1 en las cepas de P.
aeruginosa estudiadas contrastan con el elevado porcentaje de cepas
resistentes, estos datos permiten inferir que los genes responsables de los
posibles mecanismos involucrados en dicha resistencia no se encuentran
localizados en estos elementos genéticos y abre la posibilidad de futuros
estudios para determinar la ubicacidn de los genes causantes de la misma.



INTRODUCCION

El género Pseudomonas agrupa a bacilos Gram negativos aerobios, que forman
parte del grupo de microorganismos conocidos como bacilos Gram negativos no
fermentadores (BGNNF), los cuales se caracterizan por no fermentar hidratos
de carbono. Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, la cual esta ubicada en
el orden Pseudomonadales. Las estructuras morfologicas de Pseudomonas
pueden medir entre 1,5y 5,0 um de largo, y entre 0,5 y 1,0 um de diametro.
Las especies de este género son moviles, debido a la presencia de uno o mas
flagelos polares, poseen un metabolismo aerobio estricto, la mayoria crecen a
una temperatura optima de crecimiento entre 30 y 37°C, pero pueden sobrevivir
y multiplicarse en un rango de temperatura entre 20 y 42°C (Martinez et al.,
2007; Koneman et al., 2008).

Pseudomonas aeruginosa es considerada la principal especie patogena del
género, ya que puede ocasionar diversas enfermedades infecciosas en el
hombre, como septicemias, infeccion del tracto urinario y de heridas,
neumonias, entre otras, las cuales son dificiles de tratar. Se estima que las
tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados se encuentran
entre 18,00% y 61,00%, principalmente, debido a la presencia de cepas

multirresistentes (Rossolini y Mantengoli, 2005; Bodi y Garnacho, 2007).

La resistencia antimicrobiana es uno de los principales problemas terapéuticos
existentes en los diferentes centros hospitalarios, la cual compromete el estado
de salud del paciente. P. aeruginosa presenta resistencia natural a diversos
antimicrobianos, sin embargo, debido al empleo imprudente y el abuso de los
mismos, esta especie ha adquirido resistencia a los compuestos de uso
terapéutico como betalactamicos, quinolonas, aminoglucésidos, entre otros. Los
mecanismos bioquimicos que se han asociado con este fendmeno son la baja

permeabilidad en la membrana, la reducciéon de porinas como la OprD, las



bombas de expulsion activa, MexAB-OprM y MexCD-OprJ y la produccion de
enzimas, tales como, betalactamasa cromosdomica de tipo AmpC,
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), metalobetalactamasas (MBLs),
enzimas modificantes de aminoglucdsidos (EMA), entre otras (Bodi y Garnacho,
2007; Strateva y Yordanov, 2009).

En la dltima década, a nivel mundial, se ha observado un aumento significativo
en los porcentajes de resistencia a diversos antimicrobianos, razén por la cual,
la vigilancia de la resistencia de P. aeruginosa es esencial para la definicion de
los tratamientos empiricos (Navon-Venezia et al., 2005; McGowan, 2006;
Machado et al., 2011). Una bacteria puede convertirse en resistente por
mutacion de un gen o por la adquisicion de determinantes de resistencia
presentes en diversos elementos genéticos como plasmidos, transposones e

integrones (Alonso et al., 2005; Rossolini y Mantengoli, 2005).

Un integron es un elemento genético movil y dinamico, que funciona como un
sistema de captura de genes y presenta un mecanismo especifico para adquirir
y diseminar genes de resistencia; los integrones favorecen distintos eventos de
diversificacion genética dentro de los microorganismos procariotas, si bien no
son esenciales para las bacterias, aportan genes adicionales que les permiten
una mejor adaptacion a ambientes. Los integrones suelen localizarse en
plasmidos, transposones e incluso en el cromosoma bacteriano (Coque-
Gonzalez, 2008; Di Conza y Gutkind, 2010).

Existen distintas clasificaciones de los integrones, inicialmente, éstos fueron
descritos agrupados en clases (1, 2 y 3) de acuerdo con la secuencia
nucleotidica del gen de la integrasa (intl). Sin embargo, este sistema de clases
ha quedado en desuso, debido a la gran variedad de integrasas descritas en los
microorganismos, hecho que ha llevado a proponer una clasificacion mas

practica basada en una variedad de criterios. Se proponen dos grandes grupos
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de integrones, grupo |: llamados integrones de resistencia a los antimicrobianos,
a veces denominados “integrones moviles”, y el grupo Il: conocido como
integrones presentes en el cromosoma bacteriano, también referidos como
“superintegrones”, y que esporadicamente estan asociados a determinantes de
resistencia (Di Conza y Gutkind, 2010; Yan et al., 2010).

Los integrones de resistencia presentan, en general, casetes agrupados en
arreglos relativamente pequefios, y es aqui donde se incluirian los integrones
clase 1, 2 y 3. Los integrones clase 1 estan conformados por dos regiones
conservadas de acido desoxirribonucleico (ADN) situadas en los extremos,
denominadas secuencia conservada 5 (5CS) y secuecncia conservada 3’
(3'CS) y una region variable localizada entre las dos anteriores (figura 1). El
extremo 5’'CS posee una longitud de 1,36 kb y dentro del mismo, se encuentra
el gen intl que codifica para una integrasa. La enzima integrasa es una proteina
de 38 000 masa molecular relativa, la cual es encargada de catalizar una
recombinacién genética sitio especifico, continuo a éste se encuentra la
secuencia attl, que es el sitio de recombinacion especifico donde se insertan los

casetes génicos (Stokes y Hall, 1989; Gravel et al., 1998).

Entre los genes intl y attl estan los promotores divergentes P. y Pj, los cuales,
dirigen la expresion de los genes presentes en el casete y el gen intl. La region
variable es donde se insertan los diferentes casetes génicos, que de acuerdo a
estudios de secuenciacion, son en su mayoria, pero no exclusivamente, genes
que codifican resistencia a los antimicrobianos (Stokes y Hall, 1989; Gravel et al.,
1998).

El extremo 3'CS posee una longitud aproximada de 2 kb, en esta seccidn se
localizan tres tipos de genes: qgacEA1, sull y orf5 el primero confiere
resistencia a compuestos de amonio cuaternarios, el cual forma parte de

algunos antisépticos y desinfectantes, el segundo confiere resistencia a



sulfonamidas y el orf6 que codifica un marco de lectura abierto de funcion
desconocida (Recchia y Hall, 1997; Bennett, 1999; Carattoli, 2001, Di Conza y
Gutkind, 2010).

Fr=-=-=--
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Figura 1. Estructura basica de un integrén clase 1 (tomado de Hall y Strokes, 1993, con
modificaciones). intl: gen de la integrasa, P. y P; promotores que transcriben la integrasa
(flechas divergentes). att/ sitio de reconocimiento de la integrasa e integracion de casete.
qacEAI: gen que confiere resistencia a las aminas cuaternarias, sul/l: gen que confiere
resistencia a sulfonamidas, orf5: marco abierto de lectura de funcion desconocida.

Los casetes genéticos encontrados en los integrones son extremadamente
variables, se han descritos mas de 60 casetes genéticos, donde se encuentran
casetes que confieren resistencia a aminoglucdésidos, penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, trimetoprim, cloranfenicol, entre otros
antimicrobianos y compuestos desinfectantes. Adicionalmente, se pueden
observar varios casetes genéticos en un mismo integron, lo cual se relaciona
con la multiresistencia a los antimicrobianos. Asi mismo, se ha reportado la
existencia de integrones vacios (In0), es decir, no poseen casetes genéticos (Di
Conza y Gutkind, 2010; Yan et al., 2010).

La técnica de la reaccion en cadena a la polimerasa (PCR) ha permitido
estudiar la amplia distribucion de los integrones clase 1 en aislados clinicos. La
sintesis de oligonucleoétidos especificos para las secuencias conservadas (5°CS

y 3'CS) del integron, permiten identificarlos en varios géneros bacterianos



(Levesqué et al., 1995).

Fonseca et al. (2005) ejecutaron una investigacion con el proposito de verificar
la presencia de integrones en 106 aislados de P. aeruginosa, obtenidos de
pacientes en el Amazonas brasilero. Los autores reportaron una frecuencia de
41,50% de integrones clase 1. El gen encontrado con mayor frecuencia fue el
aac(6) con 69,00%, seguido de blasxs (52,00%). De las cepas positivas para
integrones clase 1, detectaron que 15 aislamientos (34,00%) no portaban
casetes génicos. Aun cuando, el 71,00% de las cepas en la investigacion fueron
multirresistentes, no se encontrd correlacién entre la presencia de integrones y

la multirresistencia.

Lim et al. (2009) realizaron la busqueda de integrones clase 1 en 48
aislamientos clinicos de P. aeruginosa, provenientes de 6 hospitales de
Malasia; los investigadores reportaron que el 68,75% de las cepas fueron
multirresistentes y el 19,00% contenian integrones de clase 1, ademas,

demostraron que la mayoria de los aislamientos eran genéticamente diversos.

Yan et al. (2010) llevaron a cabo un estudio en un hospital ubicado al sur de
China, con el propésito de determinar integrones clase 1y 2 en 118 aislados
clinicos. En el mismo, se identificd P. aeruginosa en el 15,00% (18/118) de las
cepas aisladas, de las cuales, 83,00% (15/18) poseian integrones clase 1. Los
genes encontrados con mayor frecuencia en los casetes genéticos de los

integrones clase 1 fueron dfrA12, orfF y aadA2.

Yousefi et al. (2010) realizaron un trabajo en un hospital de Iran, con la finalidad
de relacionar la presencia de integrones clase 1 con la resistencia a imipenem
presentada por 160 aislados clinicos de P. aeruginosa. En el estudio se

encontré 41,90% (63/160) de resistencia a imipemem, y 53,30% de integrones



clase 1. De los aislados clinicos resistentes al imipemen 91,00% presentaron

integrones clase 1 (61/63).

Guzman y Alonso (2008) estudiaron la presencia de integrones clase 1 y su
asociacion con plasmidos en 23 cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas en el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Sucre-Venezuela. En la
investigacion se encontrd la presencia de integrones clase 1 en el 43,47% de
las cepas, de las cuales nueve cepas contenian un integrén y una cepa dos.

Todos los integrones identificados se encontraban asociados a plasmidos.

La resistencia a los antimicrobianos constituye un problema de salud publica
que involucra cada dia nuevas especies bacterianas, complicandose cuando el
microorganismo puede presentar la combinacion de dos o0 mas mecanismos de
resistencia. Debido a que, la resistencia a los antimicrobianos, esta codificada
en genes localizados en distintos elementos genéticos, que pueden diseminarse
entre las poblaciones bacterianas existentes en un determinado ambiente, y
considerando que los integrones juegan un papel fundamental en la captacion
de genes de resistencia, en el presente estudio se determind la presencia de
integrones clase 1 en cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes asistidos
en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, estado Sucre,

Venezuela.



METODOLOGIA

Cepas
Se estudiaron 32 cepas de P. aeruginosa, las cuales representan el 50,0% de

una poblacion de 64 aislados recolectados de pacientes con diagndstico de
infeccién e indicacion de cultivo y antibiograma, asistidos en las diferentes
areas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cumana, estado
Sucre, durante el periodo de junio-septiembre de 2008 e identificadas
bioquimicamente por los métodos convencionales para bacterias Gram
negativas no fermentadoras, propuestos por Koneman et al. (2008) (Tabla 1).
Las 32 cepas se seleccionaron al azar y fueron aisladas a partir de muestras de
secreciones, sangre, liquidos, catéter y orina, las mismas se encuentran
conservadas en el laboratorio de Bacteriologia Clinica del Departamento de

Bioanalisis, Nucleo de Sucre.

Subcultivos
Con el propésito de determinar la viabilidad de las cepas, éstas se sembraron

en caldo Luria-Bertani (LB) a 35°C durante 18 horas. Posteriormente, se
confirmé el género y la especie mediante los protocolos de identificacion
convencionales para bacterias Gram negativas no fermentadoras, incluyendo
las siguientes pruebas bioquimicas: oxidasa, oxidacion/fermentacion de
carbohidratos (glucosa, manitol, maltosa y xilosa), motilidad, hidrdlisis de la
arginina, descarboxilacion de la lisina, crecimiento a 42°C, hidrdlisis de la urea 'y

susceptibilidad a polimixina B (Koneman et al., 2008).

Susceptibilidad antimicrobiana
La susceptibilidad antimicrobiana se determiné mediante el método de difusion

en disco (Bauer et al., 1966), siguiendo los lineamientos para bacilos Gram
negativos no fermentadores propuestos por el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorios, del inglés: Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI,
2012).



Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas en pacientes
atendidos en las diferentes areas del Hospital
Alcald”, durante el periodo junio—septiembre de 2008.

Universitario

“Antonio Patricio de

Cepas Servicio Muestra Terapia antimicrobiana previa Estadia (dias)
PA1 Medicina Secrecion CIP, CLI 5
PA2 UCI Secrecion OXA, IMP 8
PA3 Medicina Secrecion AN 2
PA4 Didlisis Orina (-) 5
PA5 Medicina Catéter NO 4
PAG6 Medicina Liquido OXA 39
PA7 Cirugia Secrecion AN 6
PA8 UCI Secrecion AMP, AN, CIP 7
PA9 UCl Secrecion AMP, AN, CIP 15
PA10 Pediatria Secrecion PEN, OXA 6
PA11 Medicina Secrecion TZP 2
PA12 UCl Secrecién  (-) 9
PA13 Retén Sangre MEM, VAN 4
PA14 Medicina Secrecion CIP, CLI 9
PA15 Medicina Secrecion CIP, CLI 4
PA16 Retén Catéter AMP 2
PA17 Medicina Secrecion OXA, CAZ, CIP, CLI 3
PA18 Pediatria Catéter CTX, VAN 5
PA19 Medicina Esputo (-) 10
PA20 ucCl Catéter (-) 3
PA21 UCl Secrecion CTX 7
PA22 Medicina Esputo PEN, FEP, CLI 4
PA23 Medicina Secrecion  IMP, CIP 21
PA24 Retén Sangre AMS 3
PA25 Retén Sangre AMS 4
PA26 Pediatria Sangre (-) 2
PA27 Retén Sangre AMS 3
PA28 ucCl Catéter (-) 4
PA29 Retén Sangre AMS 2
PA30 Retén Secrecion AMS 2
PA31 Retén Sangre AMS 7
PA32 Retén Sangre OXA 2

(-): no tenia terapia antimicrobiana previa, UCI: unidad de cuidados intensivos, PEN: penicilina G, AMP:
ampicilina, AMS: ampicilina-sulbactam, OXA: oxacilina, TZP: piperacilina- tazobactam, CTX: cefotaxima,
CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AN: amikacina, CIP: ciplofoxacina,
CLI: clindamicina, VAN: vancomicina.



Se prepard una suspension bacteriana de la cepa en 4,5 ml de solucion salina
fisioloégica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas sembrado en agar
tripticasa de soya (Himedia), ajustado al patron de 0,5 en la escala de
MacFarland, correspondiente a 1,50 x 10® unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml). Una vez obtenida la turbidez respectiva, se impregné un
hisopo estéril en la suspension y se diseminé uniformemente sobre la superficie
del agar Mueller Hinton (Himedia) contenido en placas de Petri, dejando secar
para proceder a colocar los discos de los agentes antimicrobianos a ensayar:
piperazilina (100 ug), piperazilina-tazobactam (100/10 pg), amoxicilina-acido
clavulanico (30 pg), cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 ug), cefepima (10 ug),
aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 ug), amikacina (30 ug),
netilmicina (30 pug), gentamicina (30 ug), tobramicina (30 pg), ciprofloxacina (5
Mg), levofloxacina (5 ug), ofloxacina (5 ug) y cloranfenicol (30 ug) (todos marca
OXOID). Las placas fueron incubadas a 35°C, durante 18 horas en aerobiosis,
posteriormente, se realizd la lectura de los halos de inhibicion empleando una

regla milimetrada.

El halo de inhibiciéon observado en la cepa bacteriana ante cada antimicrobiano
se interpret6 segun las categorias sugeridas por el CLSI (2012), como
susceptible, intermedio y resistente. La calidad de los discos se verifico
empleando la cepa control Escherichia coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC
27853.

Los fenotipos de resistencia obtenidos a través del estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana, se establecieron considerando el tipo de antimicrobiano que no
presentd actividad para una cepa en particular. Dichos fenotipos fueron

designados arbitrariamente con numeros romanos.

Deteccién fenotipica de betalactamasas tipo AmpC, BLEE vy
metalobetalactamasas
Se ubicaron estratégicamente discos de ceftazidima, amoxicilina/acido



clavulanico, imipenem, meropenem y acido etilendiaminotetraacético (EDTA),

para detectar los siguientes mecanismos:

Betalactamasa cromosomica de tipo AmpC: se dispusieron los discos de
ceftazidima e imipenem a 15 mm de distancia. La presencia de AmpC inducible
se observo cuando entre los discos se presentd un halo truncado (Radice et al.,
2011).

Betalactamasa de espectro extendido (BLEE): se ubico el disco de ceftazidima
a 15 mm del disco de amoxicilina/acido clavulanico. La presencia de BLEE se
evidencio con una distorsion en el halo de inhibicidn entre los discos de

ceftazidima y amoxicilina/acido clavulanico (Radice et al., 2011).

Carbapenemasa de tipo metalobetalactamasa: se situaron discos de imipenem
y meropenem a 15 mm del disco de EDTA. La presencia de
metalobetalactamasa se observd a través de la sinergia entre los discos de

carbapenémicos y EDTA (Radice et al., 2011).

Deteccién de integrones clase 1
La extraccion de ADN total se realizé6 empleando el estuche comercial Wizard

Genomic (Promega). Siguiendo las instrucciones de la casa fabricante, se tomé
1,5 ml de caldo LB, inoculado con la cepa a estudiar, con 18 horas de
crecimiento previo, se centrifugdé durante 5 minutos a 5 000 g, luego se elimino
el sobrenadante y se resuspendieron las células en 450,0 ul de la solucion de
lisis de nucleo, se agitdé suavemente. Se anadieron 3,0 pl de solucion de
ARNasa, se homogenizé de 5 a 6 veces por inversion para ser incubadas a
80°C por 5 minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos, para
luego anadir 150,0 ul de solucién precipitante de proteinas. Se mezclé bien con
vortex por 20 segundos y se incubd en hielo por 5 minutos. Seguidamente, se

centrifugd a 12 000 g por 5 minutos, a 4°C y se trasfirio el sobrenadante,
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cuidadosamente, a un tubo limpio, se afadieron 600,0 ul de isopropanol y se
centrifugdb a 2 000 g por 15 minutos a 4°C. Después se descartdo el
isopropananol y se agregaron 600,0 pl de etanol al 70,00% el cual, se
centrifugdé a 12 000 g por 3 minutos. Seguidamente, se decanto el etanol y se
agregaron 100,0 pl de etanol al 95,00%, se decanté y se dejé secar a 37°C, con
cuidado de no exceder el secado. Posteriormente, el sedimento se resuspendio
en 50,0 ul de solucion de rehidratacion de ADN y se incub6 a temperatura

ambiente hasta el dia siguiente. Finalmente, se guardo a -20°C hasta su uso.

Los integrones clase 1 fueron determinados utilizando la técnica de la PCR.
Para la amplificacion se emplearon los oligonucleétidos: 5°CS: 5’- GGC ATC
CAA GCA GCAA-3 y 3CS: 5- AAG CAG ACT TGA CCT GA -3, los cuales
son segmentos de ADN que hibridan en las regiones 5CS y 3'CS de un
integron clase 1. Se emplearon 12,5 pl de master mix 2X (Promega), 4,0 pl de
cada oligonucleétido (Invitrogen) para una concentracion final de 0,62 pmol.I" y
2,5 pl del ADN bacteriano. Se completd con 2,0 pl agua destilada hasta obtener

un volumen total de reaccion de 25,0 pl (Levesqué et al., 1995).

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion 94°C por 1
minuto, hibridacion, 45°C por 1 minuto y extension 72°C por 1 minuto, durante
30 ciclos. Con una extension final de 72°C por 10 minutos (Levesqué et al.,
1995).

Para el control de calidad de la PCR se empleé como control positivo la cepa K.
pneumoniae (CVCM 682), la cual presenta un integron de 750pb y como

negativo E. coli J62-2 (CVCM 131), la cual no presenta integrén clase 1.
Los productos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 2,00%, el

cual se prepard en buffer TBE1X (stock 10X: tris base 0,89 mol.I"", acido borico

0,89 mol.I", EDTA 0,02 mol.I""). Este buffer, ademas, se utilizé para realizar las
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migraciones electroforéticas (60 voltios durante una hora, aproximadamente) de

los productos amplificados (Sambrook y Russell, 2001).

Para estimar el tamafio del fragmento de ADN amplificado, se utilizd el
marcador ADN Ladder (GeneRuler™) de 10 000 pb de longitud, el cual se

colocd en el gel junto a las muestras y los controles de la PCR.

Los geles fueron coloreados con solucién de bromuro de etidio 0,50 mol.I”
durante 5 minutos, el exceso se elimind manteniendo el gel en agua durante 5
minutos. Los productos amplificados fueron detectados en el gel, mediante la
observacion a través de un transluminador de luz ultravioleta, para finalmente

ser fotografiados y analizados.

Analisis de los datos
Los resultados obtenidos fueron analizados y expresados porcentualmente en

tablas y figuras (Dawson y Robert, 1997).
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RESULTADOS Y DISCUSION

P. aeruginosa constituye uno de los patdégenos oportunistas aislados con mayor
frecuencia de pacientes hospitalizados, debido a que produce una gran
variedad de enfermedades infecciosas, tanto superficiales como sistémicas, las
cuales, cursan con una letalidad extremadamente alta, a pesar del tratamiento
con antimicrobianos. (Mago et al., 2004; Morales y Andrade, 2006; Martinez et
al., 2007; Lujan et al., 2008; Strateva y Yordanov, 2009).

En la tabla 2 se observa la frecuencia de P. aeruginosa, segun el tipo de
muestra de donde fue aislada. El 46,88% de las cepas se obtuvo de muestras
de secreciones (respiratorias, de heridas quirdrgicas y de abscesos), seguida
de muestras de sangre (25,00%), punta de catéter (15,63%), esputo (6,25%),
liquidos estériles (3,13%) y orina (3,13%).

Tabla 2. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa, segun el tipo de muestra, aisladas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, durante
el periodo junio—septiembre de 2008.

Muestra Numero de cepa Frecuencia (%)
Secreciones” 15 46,9
Sangre 8 25,0
Catéter 5 15,6
Esputo 2 6,3
Liquido 1 3,1
Orina 1 3,1
TOTAL 32 100,0

(*Secreciones respiratorias, de heridas quirurgicas, abscesos).

En el presente estudio, la mayor frecuencia de P. aeruginosa fue detectada en
muestras de secreciones y de sangre. Resultados relacionados fueron
publicados por Murillo et al. (2009), quienes realizaron un estudio en el hospital
general de Culiacan, México, encontrando porcentajes de P. aeruginosa
superiores al 60,0% en cultivos de secreciones y de 7,2% en muestras de

sangre. Asi mismo, Mago et al. (2004), en un trabajo realizado en diferentes
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centros de salud del estado Nueva Esparta, detectaron que el mayor
aislamiento de P. aeruginosa se obtuvo de muestras de secreciones (81,9%).
Sin embargo, Lujan et al. (2008) reportaron una mayor frecuencia de P.
aeruginosa aislada de muestras de orina (62,2%) seguido de secreciones
bronquiales (37,8%).

P. aeruginosa es el segundo patdgeno causante de neumonia adquirida en
hospitales, incluyendo las asociadas a ventilacion mecanica, afectando
principalmente a pacientes inmunosuprimidos, como aquellos que sufren del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), cancer, quemaduras, fibrosis

quistica, entre otros (Morales y Andrades, 2006; Yousefi et al., 2010).

Las infecciones por P. aeruginosa han sido reportadas en todos los servicios de
un centro hospitalario, pero su mayor frecuencia se presenta en la unidad de
cuidados intensivos (UCI), salas quirurgicas y de quemados (Lebeque et al.,
2006; Vitkauskiené et al., 2010; Machado et al., 2011).

En este estudio, la distribucion porcentual de los aislados segun el servicio,
indica que P. aeruginosa se presentd con mayor frecuencia en el area de

medicina y retén, con 11 y 9 casos, respectivamente (Tabla 3).

Aunque varios autores reportan mayor aislamiento de P. aeruginosa en UCI
(Martinez et al., 2007; Picao et al., 2009; Vitkauskiené et al., 2010; Machado et
al., 2011), en esta investigacién se encontré mayor frecuencia en el area de
medicina, este hecho puede deberse a que el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” posee tres salas de medicina interna (A, B y C) y s6lo una
sala de UCI; por lo tanto, puede existir una mayor concentracion de pacientes

en dicha area.
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Tabla 3. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa, segun el servicio, aisladas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, durante
el periodo junio—septiembre de 2008.

Servicio Numero de cepa Frecuencia (%)
Medicina 11 344
Retén 9 28,1
UCl 7 21,9
Pediatria 3 9,4
Cirugia 1 3,1
Dialisis 1 3,1
Total 32 100,0

UCI: unidad de cuidados intensivos.

En este mismo orden de ideas, Camacho et al. (2007), en un estudio realizado
en un Hospital Universitario al norte de México, reportaron un 21,7% de P.
aeruginosa aisladas, principalmente, del servicio unidad de cuidados criticos
médicos y postquirurgicos, seguido de medicina interna y cirugia general.
Mientras que, Murillo et al. (2009) detectaron una prevalencia de P. aeruginosa
del 32,4% proveniente de medicina interna, 28,8% de cirugia general y 26,1%
de UCI.

Segun los resultados de susceptibilidad en las cepas evaluadas, se observa un
alto porcentaje de resistencia ante los distintos antimicrobianos ensayados
(figura 2). EI mayor porcentaje de cepas resistentes se ubico en gentamicina

(81,3%) y el menor porcentaje para aztreonam (28,1%).

En cuanto a los betalactdmicos, un elevado porcentaje de aislados presenté
resistencia ante piperacilina (75,0%), imipenem (71,9%) y meropenem (68,8%).
Con respecto a los aminoglucésidos, se encontraron elevados porcentajes de
cepas resistentes a gentamicina (81,3%), amikacina (78,1%), netilmicina
(78,1%) y trobamicina (59,4%). Entre las quinolonas ensayadas, el mayor

porcentaje de cepas resistentes fue observado frente a ofloxacina (59,4%).
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Se ha reportado que la resistencia bacteriana es un problema de salud publica
reconocido a nivel mundial, que trae como consecuencia un aumento en las
tasas de morbilidad y mortalidad de los pacientes, complicandose cuando un
microorganismo puede presentar mas de un mecanismo de resistencia y tiene

la facultad de transmitirlo (Garcia, 2003; Hernandez, 2010).
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Figura 2. Distribucion porcentual de la resistencia a los antimicrobianos en las cepas de
Pseudomonas aeruginosa, aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Universitario

“Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo junio—septiembre de 2008. PIP:
piperacilina, PTZ: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, ATM: aztreonam, IMP:
imipenem, MER: meropenem, AN: amikacina, GEN: gentamicina, NET: netilmicina, NN: trobamicina,
CIP: ciplofoxacina, LVX: levofloxacina, OFX: ofloxacina.

P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a muchos antibiéticos, entre ellos,
a la mayoria de los betalactamicos, acido nalidixico, cloranfenicol, tetraciclina,
macrolidos, trimetoprim-sulfametoxazol y rifampicina, razén por la cual, los
agentes antimicrobianos que se pueden utilizar contra las infecciones por P.
aeruginosa son relativamente limitados. Entre los agentes
antipseudomonadales que se emplean para el tratamiento estan ticarcilina,
piperacilina, ceftazidima, cefepima, aztreonam, imipenem, meropenem,
gentamicina, tobramicina, netilmicina, amikacina, ciprofloxacina, levofloxacina y

ofloxacina (Branski et al., 2009).
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Un elevado porcentaje de las cepas estudiadas presenta resistencia a los
antimicrobanos de uso comun en la practica médica, como lo son ceftazidima,
cefepima, piperacilina, imipenem, meropenem, amikacina, gentamicina,
netilmicina y trobamicina, razén por la cual, no deben ser considerados como
opciones terapéuticas en el tratamiento de las infecciones causadas por P.
aeruginosa en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Estos
resultados coinciden con los publicados por Lujan et al. (2008), quienes al
estudiar la susceptibilidad antimicrobiana de P. aeruginosa, en un hospital de
Lima, Perud, encontraron altos porccentajes de resistencia a ceftazidima
(71,0%), aztreonam (62,0%), ciplofloxacina (57,0%) y gentamicina (55,0%).

Otros autores han notificado altos porcentajes de cepas de P. aeruginosa
resistentes (Martinez et al., 2007; Picao et al., 2009; Poole, 2011). Al respecto,
Yousefi et al. (2010), en un estudio realizado en Teheran sobre la resistencia de
P. aeruginosa, reportaron que dicho microorganismo es uno de los patdgenos
intrahospitalarios mas dificil de tratar, debido a su multirresitencia, ademas,

encontraron una frecuencia elevada de cepas resistentes a los carbapenemas.

En contraposicién a lo encontrado en la presente investigacion, Gamero et al.
(2007), en un estudio realizado en un hospital de Espafia, reportaron altos
porcentajes de cepas de P. aeruginosa sensibles a los antimicrobianos
betalactamicos (80,0%) y aminoglucésidos (75,0%), lo que pone de manifiesto
que los porcentajes de susceptibilidad pueden variar dependiendo del area

geografica.

Al igual que en la presente investigacion, Tovar (2008) realizé un estudio en
Cumana, estado Sucre, con el objeto de determinar la susceptibilidad
antimicrobiana en 66 aislados clinicos de P. aeruginosa, sin embargo, encontro
que el mayor porcentaje de resistencia en las cepas fue para aztreonam

(54,6%) y el menor para imipenem (15,2%), asi mismo, reportd porcentajes de

17



resistencia menores al 30,0% para piperacilina, ceftazidima, cefepima,

meropenem, gentamicina y amikacina.

Segun los resultados de susceptibilidad antimicrobiana, se encontr6 que el
43,2% de los aislados clinicos estudiados fueron resistentes a 3 o0 mas familias
de antimicrobianos, lo que indica que dichas cepas presentaban
multirresistencia. Este hecho desencadena un problema a nivel clinico, puesto
que se disminuyen las opciones terapéuticas para el tratamiento de las
infecciones por P. aeruginosa. Al respecto, varios autores reportan la presencia
de un elevado porcentaje de cepas multirresistentes en aislados clinicos de P.

aeruginosa (Martinez et al., 2007; Pessoa et al., 2007; Machado et al., 2011).

La multirresistencia en P. aeruginosa puede deberse a varios mecanismos de
resistencia, incluyendo sistemas de eflujo, produccion de enzimas y pérdida de
las proteinas de membrana externa, los cuales pueden presentarse
simultdneamente y originar fenotipos de resistencia donde resulta dificil definir
en base al antibiograma cual de ellos sea el responsable (Moraga et al., 2007,
Strateva y Yordanov, 2009).

Desde el punto de vista clinico, los resultados del estudio fenotipico de la
resistencia son importantes porque logran proveer informacién para minimizar la
terapia empirica inapropiada, la cual ha sido asociada con un incremento en las

tasas de mortalidad en las infecciones por P. aeruginosa.

En este trabajo de investigacion, la evaluacién de la actividad antimicrobiana
permitié detectar 17 fenotipos de resistencia diferentes (Tabla 4). El fenotipo |
se presentd con mayor frecuencia, encontrandose en diez cepas (PA13, PA15,
PA16, PA24, PA25, PA27, PA29, PA30, PA31, PA32), seguido del fenotipo XI
(PA1, PA2, PA14), fenotipo Il (PA12 y PAZ20), fenotipo VIII (PA9 y PA23),
fenotipo XI (PA1, PA2 y PA14) y el fenotipo XVI (PA5 y PA10).
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Tabla 4. Fenotipos de resistencia presentes en las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes atendidos en el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, durante el periodo junio—septiembre de 2008.

Fenotipo Perfil de resistencia N° de cepas AmpC BLEE MBLs
I PIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MER, GEN, NN, NET, AN 10 - - +
Il PIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MER, GEN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 2 + - +
11 PIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MER, NET, AN, CIP, LVX, OFX 1 + - +
v PIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MER, AN, CIP, LVX, OFX 1 + - +
\Y, PIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, GEN, NN, NET, AN 1 - - +
VI PIP, TZP, CAZ, FEP, ATM, IMP, MER, GEN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 1 - - +
VI PIP, TZP, CAZ, FEP, ATM, IMP, MER, GEN, NN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 1 - - +
VI PIP, TZP, CAZ, FEP, ATM, IMP, MER, GEN, NN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 2 - - -
IX PIP, CAZ, FEP, ATM, NN, NET, AN 1 - - -
X PIP, CAZ, ATM, GEN, NN, NET, CIP, LVX, OFX 1 + - -
Xl PIP, IMP, MER, GEN, NN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 3 + - -
Xl ATM, IMP, MER, GEN, NET, AN, CIP, LVX, OFX 1 + - -
Xl FEP, ATM, GEN, AN, LVX, OFX 1 + - -
XV FEP, ATM, OFX 1 + - -
XV ATM, CIP 1 + - -
XVI GEN, OFX 2 + - -
XVII OFX 1 + - -

PIP: piperacilina, TZP: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MER: meropenem, AN:
amikacina, NET: netilmicina, GEN: gentamicina, NN: trobamicina, CIP: ciprofoxacina, LVX: levofloxacina, OFX: ofloxacina, AmpC:
observacion fenotipica de betalactamasa cromosomica inducible de clase C, BLEE: observacion fenotipica de betalactamasa de espectro

extendido, MBLs: observacion fenotipica de metalobetalatamasas.
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Con respecto a los betalactamicos, en la tabla 4 se observa que los fenotipos |,
I, 1, y IV, presentaron resistencia a piperacilina, piperacilina-tazobactam,
ceftazidima, cefepima, imipenem y meropenem, con produccién de
metalobetalactamasa, mecanismo de resistencia que se caracteriza por tener
un perfil hidrolitico que incluye a todos los betalactamicos con la excepcion del
aztreonam. Ademas, en los fenotipos I, Ill y IV, también se evidencio la
presencia de AmpC inducible, enzima que en P. aeruginosa es natural y de muy
poco valor epidemiologico al estar presente una metaloenzima (Vila y Marco,
2010; Radice et al., 2011).

Los fenotipos V, VI y VIl fueron productores de enzima tipo
metalobetalactamasa, sin embargo, presentaron variaciones en la actividad de
dos antimicrobianos, en el fenotipo V se observo sensibilidad a meropenem, en
el fenotipo VI y VIl incluye resistencia ante aztreonam, lo cual sugiere, al
interpretar el antibiograma, que en estas cepas puede existir, adicionalmente, la
presencia de una bomba de eflujo, BLEE o alteracién de la permeabilidad (Vila
y Marco, 2010; Radice et al., 2011).

En las cepas que presentaron el fenotipo VIII, se observd resistencia a
piperacilina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepima, aztreonam,
imipenem y meropenem, sin la observacion fenotipica de AmpC inducible o
metalobetalactamasas, por lo tanto, es probable que exista la produccion de
otra clase de carbapenemasa, como por ejemplo, las serinocarbapenemasas
del grupo A (KPC), las cuales, se caracterizan por hidrolizar eficientemente las
penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas, sin ser inhibidas por acido
clavulanico o tazobactam (Corso et al., 2011; Navarro et al., 2011). Para la
deteccidn fenotipica de dichas enzimas se recomienda aplicar a las cepas el

método de Hodge modificado (“Hodsuda”).

En las cepas que presentaron el fenotipo IX se observo resistencia a
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piperacilina, ceftazidima, cefepima y aztreonam y las cepas con el fenotipo X
fueron resistentes a piperacilina, ceftazidima y aztreonam, aunque, en el
presente trabajo no se observd, mediante el estudio fenotipico la produccion de
BLEE, a través de la sinergia de doble disco, la presencia de la misma no
puede ser descartada, ya que estas constituyen un grupo importante de
enzimas que poseen la capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos, pero no a cefamicinas ni a carbapenémicos, siendo inhibidas
por el acido clavulanico. Los genes que codifican para dichas enzimas se
suelen encontrar generalmente en plasmidos, elementos genéticos méviles que
facilitan su diseminacion (Vila y Marco, 2010; Navarro et al., 2011; Radice et al.,
2011).

Las cepas que poseen el fenotipo Xl se caracterizaron por presentar resistencia
a piperacilina, imipenem y meropenem, y las cepas con el fenotipo Xl son
resistentes a aztreonam, imipenem y meropenem, este comportamiento puede
deberse a la combinacion de dos mecanismos, tales como, impermeabilidad de
la membrana y sistemas de expulsion activa. En P. aeruginosa es frecuente la
produccion de sistemas de eflujo tales como MexAB-OprM y MexXY-OprM, los
cuales no solo afectan en menor o mayor medida a los betalactamicos, sino
también a las fluoroquinolonas y otros antimicrobianos. La impermeabilidad de
la membrana se atribuye a pérdida de proteinas de membrana (porinas), las
cuales son los canales de entrada de los antimicrobianos a la célula bacteriana.
La impermeabilidad de la membrana de forma similar a los sistemas de eflujo
puede causar resistencia a varios antimicrobianos simultaneamente (Vila y
Marco, 2010; Radice et al., 2011).

Los fenotipos Xlll y XIV mostraron resistencia a cefepima y aztreonam, y el
fenotipo XVI sélo a aztreonam. Posiblemente, el mecanismo involucrado en

dichas resistencias sean sistemas de expulsion activa.
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La mayor parte de los fenotipos observados en las cepas de P. aeruginosa,
presentaron resistencia al menos a un aminoglucésido. La produccion de
enzimas modificantes de aminoglucésidos es el mecanismo de resistencia mas
importante en P. aeruginosa, frente a estos antimicrobianos. Los genes que
codifican para dichas enzimas suelen encontrarse en integrones clase 1, que a
su vez, estan localizados en plasmidos conjugativos. Sumado al mecanismo
anteriormente sefalado, se encuentran las bombas del expulsién activas de tipo
MexXY-OprM, MexXY-OprB, MexXY-OpmG y MexXY-Opml, aunque son
mecanismos de resistencia poco frecuentes contra los aminoglucésidos en P.
aeruginosa (Yan et al., 2007; Radice et al., 2011; Budak et al., 2012).

La resistencia presentada por las cepas estudiadas a las quinolonas,
posiblemente, se deba a una combinacion de mecansimos tales como
alteraciones de las proteinas diana, alteraciones en la permeabilidad de la
membrana y sobreexpresion de bombas de expulsiéon. Sin embargo, se han
reportado genes de resistencia a quinolonas codificados en plasmidos y
asociados a integrones clase 1, tales como, gqnry el aac (6')-Ib-cr, que codifica
la enzima inactivante de aminoglucdsidos que acetila también las quinolonas
(Rodriguez, 2005; Ruiz, 2007; Vila y Marco, 2010; Navarro et al., 2011; Radice
etal., 2011).

La aparicion de cepas resistentes se debe, fundamentalmente, al uso masivo e
irracional de los antimicrobianos y a la existencia de elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones e integrones, los cuales son claves en
la diseminacién de la misma. Particularmente, los integrones se han
identificados en distintas bacterias, entre las cuales se encuentran las
enterobacterias y los BGNNF. El papel de estos elementos ha tomado gran
valor, debido a que son responsables, en parte, de la adquisicion de
mecanismos de resistencia por via horizontal, presentandose como

almacenadores de genes de resistencia a los antimicrobianos en las bacterias
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(Fonseca et al., 2005; Moraga et al., 2007). La frecuencia de integrones clase 1
en bacilos Gram negativos, causantes de infecciones hospitalarias, varia de
acuerdo al hospital y al periodo en que son analizados los aislamientos y, en la
ultima década, se han considerado como un factor clave en la investigacion de
las bases genéticas causantes de la multirresistencia de P. aeruginosa
(Levesqué et al., 1995; Maguire et al., 2001; Peter et al., 2001; White et al.,
2001; Budak et al., 2012)

A pesar de que en esta investigacion se identificaron cepas multiresistentes y
con diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana, los resultados de la
PCR muestran que sélo la cepa PA11 (1/32), presenté un integron clase 1
(Fenotipo XIV), la cual se aislé de una muestra de secrecion, que provenia del
area de medicina del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, con
resistencia a cefepima, aztreonam y ofloxacina (Figura 3). Al respecto, a nivel
internacional, numerosos trabajos han determinado integrones clase 1 en P.
aeruginosa (Ruiz, 2007; Yan et al., 2007; Juan et al., 2009; Kotsakis et al.,
2010).

En este orden de ideas, Yan et al. (2006) realizaron un estudio en 26 aislados
clinicos de P. aeruginosa multirresistentes en Taiwan, en el cual encontraron
que el 88,5% de las cepas poseian integrones clase 1, los cuales se
relacionaban con determinantes de resistencia para betalactamicos, tales como
b/av||\/|-2, b/av||\/|-3, bIaOXA-17 Yy b/ao)(A-1o. Por su parte, Manzur et al. (2007)
estudiaron 41 muestras clinicas de P. aeruginosa, provenientes de distintas
instalaciones médicas de Bolivia, con la finalidad de evaluar la presencia de
integrones clase 1 y 2. Dichos autores reportaron integrones clase 1 en el
46,3% de las muestras analizadas y ademas observaron una relacion entre la

presencia de integrones y la multirresistencia de las muestras estudiadas.

Moraga et al. (2007) investigaron la presencia de integrones clase 1 y 2 y su
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relacion con el fenotipo de resistencia en bacilos Gram negativos provenientes
de muestras clinicas de un hospital de Chile. De un total de 88 cepas, 32,0%
(28/88) fueron identificadas como BGNNF, de los cuales, 7,3% (6/28)
correspondieron a P. aeruginosa, entre ellas, se detectd una cepa portadora de
integrones clase 2. Los autores concluyeron que los datos obtenidos no
permitieron encontrar una relacién entre la presencia de integrones y el fenotipo

de resistencia.

M 12 345 67 8 9 10

12000 pb —

850 pb—>
B850 pb—>

Figura 3. Producto de amplificacion de la region variable del integron clase 1, aislado de
una cepa de Pseudomonas aeruginosa en un paciente atendido en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo junio—-septiembre, de

2008. carril M: marcador 10 000 pb ADN Ladder (GeneRuler™), carril 1y 2: Klebsiella pneumonieae (CVCM N°
682) control positivo 750 pb, carril 3: Escherichia coli J62-2 (CVCM N° 131) control negativo, carril 4: PAL, carril 5:
PAS, carril 6: PA9, carril 7: PA11 (850 pb), carril 8: PA12, carril 9: PA13, carril 10: PA14.

Por otra parte, en Espana, Rodriguez et al. (2010) caracterizaron
molecularmente 9 aislados clinicos de P. aeruginosa productores de
metalobetalactamasas, provenientes del servicio de microbiologia, revelando la

presencia de integrones clase 1 en todos los aislados clinicos, dichos
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integrones poseian el gen blayu.2, lo que justificaba la resistencia a los

carbapenemas.

Mas reciente, Budak et al. (2012) evaluaron cepas de P. aeruginosa, aisladas
de la UCI de 6 hospitales de Turquia, con el propdsito de estudiar los genes de
resistencia a betalactamicos y el rol de los integrones clase 1 en dicha
resistencia. Los resultados revelaron la presencia de integrones clase 1 en el
14,3% de las cepas estudiadas y los analisis de secuenciacion mostraron que
los integrones clase 1 encontrados no contenian ningun determinante de
resistencia para betalactamicos, por lo tanto, los autores no lograron relacionar

la resistencia a los betalactamicos con la presencia de los integrones clase 1.

En la region variable de los integrones clase 1 se han reportado,
aproximadamente, mas de 100 casetes géneticos, los cuales pueden conferir
resistencia a betalactamicos, aminoglucésidos, trimetoprim, sulfonamidas,
fenicoles, tetraciclinas, rifampicina, eritromicina y quinolonas, siendo los genes
que confieren resistencia a aminoglucésidos, los que con mayor frecuencia se
detectan en P. aeruginosa. Sin embargo, se han reportado desde integrones
con region variable vacia, hasta algunos con mas de siete casetes genéticos,
sin embargo, habitualmente se suelen encontrar de dos o tres casetes
genéticos en los integrones. En los ultimos anos, se han descrito numerosas
combinaciones de casetes genéticos, incluso varias copias de un mismo casete
en un mismo integréon (Garcia, 2002; Ruiz, 2007; Di Conza y Gutkind, 2010,
Budak et al., 2012).

En la presente investigacion, el tamafio del integron detectado en la cepa PA11
fue de 850pb. Segun el fenotipo de resistencia expresado y el tamafo del
integron, se puede sospechar de una enzima tipo CTX-M, por la resistencia de
la cepa a cefepima, sin embargo hay que resaltar que para conocer el gen que

porta el integrén clase 1, es necesario realizar analisis de secuenciacion, ya que
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incluso puede tratarse de un gen que no se esté expresando. El tamafno de los
integrones varia segun el arreglo de los genes que posea el casete genético,
existen reportes de integrones clase 1 con tamafos entre 200 a 400pb, sin
casetes genéticos o vacios, también se han encontrado integrones clase 1 con
una longitud entre 750 a 865pb, los cuales poseen un gen en el casete, tales
como, blages 0 aadB. De forma similar, se han descrito integrones clase 1 entre
1100 a 1700pb, donde se observan varios genes en un mismo casete (aadA2-
dfrA12), asi como combinaciones de genes en varios casetes dentro de un
integron (Ruiz, 2007; Di Conza y Gutkind, 2010; Kotsakis et al., 2010; Yan et al.,
2010; Budak et al., 2012).

Los mecanismos de resistencia relacionados con genes presentes en los
integrones son variados e incluyen la sintesis de proteinas como las enzimas
modificantes de aminoglucésidos (EMA), cloranfenicol acetil transferasas (CAT),
modificantes de rifampicina, betalactamasas, especialmente carbapenemasas,
cefotaximasas y dihidrofolato reductasas. También, se han descrito genes que
codifican proteinas protectoras de la ADN girasa y bombas de eflujo (Gonzalez
et al., 2004; Ruiz, 2007; Di Conza y Gutkind, 2010).

Se ha demostrado una gran variedad de casetes genéticos en los integrones
clase 1 en P. aeruginosa, tales como, genes que codifican resistencia a
aminoglucosidos (aadB, aadA), a los betalactamicos (blasxs y blaym), a
trimetoprim (dfrA12), entre otros. Es importante resaltar que, los genes que se
encuentran ubicados cercanos a los promotores, son los que, generalmente, se
expresan (Pagniez et al., 2006; Yan et al., 2006; Yan et al., 2007; Shahcheraghi
et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Vila y Marco, 2010; Yan et al., 2010; Radice
et al., 2011; Budak et al., 2012).

En este mismo orden de ideas, Yan et al. (2010) reportaron integrones clase 1

con tamafios desde 200 hasta 2655pb, en el estudio se identificaron 33 casetes
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genéticos distintos, dentro de los cuales predominaban genes de resistencia a
aminoglucosidos (aadA2) y a trimetoprim (dfrA12). Estos determinantes son
responsables de conferir resistencia a los antimicrobianos estreptomicina,
espectomicina y trimetoprim, los cuales son empleados con mucha frecuencia
en infecciones del tracto urinario, factor que contribuye a que permanezcan

estos casetes.

Pagniez et al. (2006) realizaron una investigacién en un hospital universitario de
Argentina, en la cual encontraron una asociacion entre los genes que codifican
para metalobetalactamasas (MBLs) y los integrones clase 1 aislados de P.
aeruginosa resistentes a carbapenemas. En todos los casos (10/91), los genes
codificantes de MBLs se encontraban como casetes en la regién variable de los

integrones clase 1.

En Venezuela, existen trabajos realizados sobre identificacion de integrones
clase 1 en bacterias distintas a P. aeruginosa. Al respecto, Torres et al. (2005),
detectaron integrones clase 1 en 14 aislados clinicos de enterobacterias, en
varios hospitales de Caracas, encontrando una relacidén entre los integrones
clase 1 y los genes blasyy Yy blactx-.v. En el Hospital Universitario Antonio
Patricio de Alcala, de Cumana, estado, Sucre, también se han realizado
investigaciones previas sobre integrones, tal es el caso de Rodriguez (2008),
quien detecto integrones clase 1, en 3 cepas de enterobacterias, mientras que,
Guzman y Alonso (2009) reportaron integrones clase 1 asociados a plasmidos

en 10 aislados clinicos de Klebsiella pneumonie.

Se encuentra bien establecida la amplia distribucion de los integrones clase 1
en los bacilos Gram negativos, y su importancia en la adquisicién y
diseminacion de genes de resistencia. Los integrones clase 1 se muestran
como elementos genéticos que les permiten a las bacterias poseer un gran

potencial adaptativo, estos se pueden expresar bajo presion selectiva y ademas
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compartir entre microorganismos de la misma especie o0 entre especies
diferentes. La baja frecuencia de integrones clase 1 en las cepas de P.
aeruginosa estudiadas contrastan con la elevada resistencia presentadas por
dichas cepas. Estos datos permiten inferir que los posibles mecanismos
involucrados en dicha resistencia no se encuentran ubicados en integrones
clase 1, lo que abre un camino a investigaciones futuras, que permitan dilucidar
los mecanismos genéticos que promueven la transmisibn de genes
responsables de la resistencia antimicrobiana en cepas de P. aeruginosa en el

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.
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CONCLUSIONES

Los pacientes internados en el area de medicina y retén fueron los mas
afectados con infecciones por P. aeruginosa, siendo aislada con mayor

frecuencia de las muestras de secrecién y sangre.
El mayor porcentaje de cepas resistentes fue frente a gentamicina, amikacina,
netilmicina y piperacilina. El antimicrobiano mas activo contra P. aeruginosa fue

aztreonam.

Se evidencia baja frecuencia de integrones clase 1 en los aislados clinicos de

P. aeruginosa evaluados.
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RECOMENDACIONES

Fomentar el uso y seleccion adecuada de los agentes antimicrobianos de
amplio espectro en el ambiente hospitalario, especialmente, en el area de
medicina y retén, de tal manera de evitar el progreso y propagacion de
infecciones intrahospitalarias; y ademas, concientizar al personal de salud para

que aplique normas higiénicas antes y después de examinar a los pacientes.

Realizar la deteccion de otros genes de resistencia a las cepas de P.
aeruginosa recolectadas en la presente investigacion, puesto que es importante
continuar con los estudios de epidemiologia molecular, que permitan crear
estrategias y planes para evitar la diseminacion de microorganismos

multirresistentes.
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