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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la transferencia de plasmidos en cepas
intrahospitalarias de Pseudomonas aeruginosa resistentes a betalactimicos y
productoras de enzimas betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y/o
metalobetalactamasas (MBL’s). Para ello, se estudiaron 26 cepas aisladas de
pacientes recluidos en los diferentes servicios del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald” estado Sucre, recolectadas entre los meses de febrero-mayo de
2008. La susceptibilidad antimicrobiana se determin6 mediante la prueba de difusion
del disco en agar, la produccién de BLEE y MBL’s se determinaron por pruebas de
sinergia de doble disco y el método del disco combinado con 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), respectivamente, mientras que los ensayos de
conjugacion se realizaron empleando la técnica sobre filtro. El 88,46% de las cepas
fueron resistentes a ceftriaxona; 46,15% resistentes a ceftazidima; 38,46% resistentes
a aztreonam e imipenem respectivamente; 19,23% a meropenem y so6lo 11,54%
resistente a cefepime. Ninguna de las cepas en estudio expres6 la produccion de
BLEE, mientras que 7,69% mostr6 fenotipicamente la produccion de MBL’s. Se
obtuvo que el 100,00% de las cepas ensayadas en el proceso de conjugacion lograron
transferencia de genes codificadores de resistencia a ceftriaxona a la cepa receptora E.
coli K-12 J53-2, con una frecuencia de transferencia de 10-4 (transconjugantes por
célula donante). La transferencia de resistencia a ceftriaxona a la cepa receptora E.
coli K12 J53-2 permite inferir que la resistencia a este antibidtico en cepas de P.
aeruginosa se encuentra en elementos de resistencia que pueden ser transferidos
hacia otras bacterias.

Palabra y/o Frases Claves: Psecudomonas aeruginosa, Betalactamicos, Plasmidos,
Betalactamas, Metalobetalactamasas, Conjugacion en Pseudomonas aeruginosa



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un fenémeno creciente caracterizado por la
capacidad natural o adquirida de una cepa bacteriana a permanecer refractaria a los
efectos bactericidas o bacteriostaticos de un antimicrobiano (Koneman et al., 1999).
El uso indiscriminado de los antibidticos y la presion selectiva ambiental, realizada
por los antisépticos y desinfectantes, ha generado una respuesta de supervivencia en
los microorganismos, que los capacita para evadir eficazmente la accidon bactericida

de los antimicrobiano (Pedroza et al., 2002).

Existen, basicamente, cuatro mecanismos por medio de los cuales una bacteria
puede presentar resistencia a los antimicrobianos: 1) disminucion de la permeabilidad
de la membrana celular, lo cual evita el paso del antibidtico a la célula bacteriana; II)
modificacion quimica del sitio blanco sobre el que actua el antibidtico, con la
consecuente pérdida de la afinidad de éste por su sitio de accidn; III) aumento de la
expulsion del antibiotico mediada por la activacion de las bombas de flujo, las cuales
son estructuras proteicas capaces de expulsar del citoplasma y periplasma bacteriano
compuestos antibidticos y IV) la modificacion o inactivacion del antibidtico por
enzimas, siendo ésta la forma mas comun de resistencia adquirida, determinada en
gran medida, por la produccion de enzimas, entre las cuales se encuentran las
betalactamasas. Cabe destacar que estos mecanismos pueden actuar simultdneamente

(Grkovics et al., 2002; Livermore, 2002; Poole, 2004).

Las betalactamasas son proteinas fijadoras de penicilina que catalizan la
hidrolisis del anillo betalactimico de los antibidticos que lo poseen (penicilinas,
cefalosporinas, oxacilinas), separando el enlace amida, impidiéndole al
antimicrobiano inhibir la sintesis de la pared celular, lo que impide su actividad

terapéutica. Estas enzimas se caracterizan por su capacidad de inhibir determinados



subgrupos de betalactdmicos; por esto, algunas subclasificaciones las denominan
penicinilasas, cefalosporinasas o carbapenemasas, dependiendo de la familia de
betalactaimicos que tengan mayor sensibilidad a ser atacada por la enzima (Gémez et

al., 2005).

La resistencia a los antibidticos, por parte de una bacteria, puede ser natural o
intrinseca, la cual es una caracteristica estructural o funcional presentada por algunas
cepas bacterianas; o extracromosomica, que es generalmente adquirida, a través de
intercambio genético con otras bacterias (Snyder y Champness, 1997; Keith et al.,
2000). La resistencia a multiples antimicrobianos es un fenomeno frecuentemente

asociado a la presencia de plasmidos transmisibles (Pedroza et al., 2002).

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomales de dacido
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que se replican en forma independiente del
cromosoma de la célula hospedera, presentan un tamafio que oscila entre menos de 10 a
mas de 400 kilopares de bases; constituyendo s6lo una pequefia parte de genoma celular,
en general, entre 1,00 y 3,00%. Aun asi, esta pequefia fraccion de la informacion
hereditaria determina rasgos genéticos accesorios, pero importantes. Los plasmidos no
son necesarios para la viabilidad general de la célula, pero pueden contener genes que le
otorgan al microorganismo funciones que favorecen la supervivencia en condiciones
especiales, las cuales les confieren a los organismos hospederos ventajas competitivas
frente a otros microorganismos en el proceso de colonizacion de nuevos ambientes
(Kado, 1998; Alonso et al., 2001; Alonso et al., 2002, Narvaez, 2000; Toba, 2000).
Ademas poseen la capacidad de codificar mecanismos de resistencia a los agentes
antimicrobianos, a metales pesados, produccion de bacteriocinas, toxinas y otros
compuestos, asi como la habilidad de degradar una amplia variedad de compuestos

orgéanicos complejos (Rodriguez et al., 1998).

La diseminacion de los plasmidos ocurre tanto de forma vertical (de célula



madre a célula hija) como horizontal, esencialmente a través del proceso de
conjugacion; ésta capacidad estd determinada por la presencia de un grupo de genes
que codifican para proteinas de transferencia (tra), sin las cuales no se puede realizar
el proceso, ocupando dentro del plasmido una porcion hasta de 33 kb. Este proceso
permite que se pueda llevar a cabo el intercambio de plasmidos entre especies e

incluso géneros (Ayres et al., 1995).

La transferencia horizontal del ADN plasmidico de una bacteria donadora a una
receptora se puede producir de tres formas; la transduccion, donde se transporta un
pequeiio fragmento del ADN bacteriano por medio de bacteri6fagos; la transformacion,
mecanismo por el cual se da la transferencia de un fragmento de ADN desnudo (del
medio ambiente); generalmente ocurre entre miembros de la misma especie o poco
relacionados; y la conjugacion, la cual consiste en la transferencia directa de plasmidos
desde una bacteria a otra, por contacto fisico temporal entre las células (Prescott et al.,
2004; Koneman et al., 2008). El proceso de conjugacion es una parte del ciclo de vida de
un plasmido conjugativo, y es considerado un tipo de replicacion especial de ADN,
mediante el cual una hebra del pldsmido en replicaciéon es mantenida en la célula

donante, mientras que la segunda hebra es transferida a una célula receptora (Lawley et

al., 2002).

En el proceso de conjugacion se diferencian dos grandes fases, las cuales
ocurren en paralelo, aunque sean mencionadas por separado. La primera fase es el
contacto entre la célula donante y la receptora. La célula donante presenta en su
superficie un pilus, el cual se forma de los productos de expresion de determinados
genes, ¢stos son apéndices en forma de cilindro constituidos por unidades de la propia
proteina pilina, siendo especificos para cada tipo de plasmido, lo que permite
agruparlos. Generalmente se encuentran de 1-3 pili por célula. Cada pilus se origina
en la membrana interna de la célula donante extendiéndose a través de su pared

celular hasta el ambiente extracelular, alli interacciona especificamente con una



proteina presente en la membrana externa de las células receptoras. Cuando esto
sucede se lleva a cabo el proceso de despolimerizacion del pilus, dejando en contacto
pared-pared a las células, al estabilizarse las células se forma el poro conjugativo

(Frost et al., 2005).

La segunda fase del proceso de conjugacion es conocida como transferencia
de ADN, se inicia en una region del plasmido denominada origen de transferencia
(oriT). Dicha fase esta basada en un proceso de replicacioén y secrecion (Llosa et

al., 2002).

Para que pueda ocurrir la transferencia efectivamente, los plasmidos
conjugativos deben presentar genes que codifican las proteinas necesarias para la
conjugacion, al igual que los genes para la produccion de pilus. El proceso también
depende de la incompatibilidad del plasmido a ser transferido, con los posibles
plasmidos que se encuentren originalmente en la célula receptora, ya que dos
plasmidos con un mismo tipo de control de replicacion no son estables dentro de una
misma célula. Existen plasmidos que no presentan todos los genes necesarios para la
transferencia, denominados pldsmidos no conjugativos, y s6lo pueden cotransferirse
con los plasmidos conjugativos. Este proceso de transferencia horizontal y de
cotransferencia de los plasmidos, puede producirse en cualquier ambiente, suelo,
aguas, ¢ incluso centros hospitalarios, en donde se ha observado un aumento en el
numero de bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos por su uso constante e
indiscriminado, permitiendo la seleccion de cepas bacterianas resistentes

(Davies, 1996; Griffiths et al., 1998; Koneman et al., 2008).

En las ultimas décadas, el uso indiscriminado de antimicrobianos en centros
hospitalarios ha permitido que Pseudomonas aeruginosa emerja como uno de los
principales patdgenos oportunistas causantes de infecciones adquiridas en el ambito

hospitalario; cominmente afecta individuos inmunocomprometidos, como aquellos



infectados con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), fibrosis quistica,
leucopénicos, quemados o en las unidades de cuidados intensivos (Martinez et al.,
2001). La infeccién por esta bacteria puede provocar infecciones graves como:
bacteremia, neumonia, infecciones del sistema nervioso central, infecciones del tracto
urinario e infecciones cutaneas en personas quemadas. Las infecciones causadas por
Pseudomonas son generalmente intrahospitalarias y tienen un curso fulminante y una
letalidad extremadamente alta a pesar de un tratamiento adecuado con antibidtico

(Lujan-Roca et al., 2008).

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, no esporulado, aerdbico estricto,
perteneciente al género Pseudomonas y a la familia Pseudomonadaceae, no
fermentador de glucosa, movil gracias a un flagelo nico, oxidasa positivo, produce
pigmentos fluorescentes (pioverdina, piocianina y piorrubina); emite un olor dulzéon
en el medio de cultivo y tiene la habilidad caracteristica de crecer a 42°C (Mandell et
al., 2002; Koneman et al., 2008). Se encuentra ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se puede aislar de muestras de suelos, aguas limpias o contaminadas, asi

como de plantas y animales (Rahme et al., 1997).

Tanto estructural como funcionalmente, P. aeruginosa presenta resistencia a una
gran variedad de agentes antimicrobianos, la cual se debe a la baja permeabilidad de
su membrana externa, el sistema de eflujo de los antibidticos hacia el exterior de la
célula y la produccion de enzimas inactivadoras de los antimicrobianos (Nakae,
1997). Dentro de estas enzimas se encuentran las betalactamasas, ya sean codificadas
por pldsmidos o de origen cromosdmico, las cuales juegan un papel fundamental en la

resistencia a los antibidticos betalactamicos (Vahaboglu et al., 2001).

Gonzélez et al. (2003), en un estudio realizado en 117 cepas de P. aeruginosa
para evaluar la resistencia a betalactimicos mediada por plasmidos, en Cuba,

encontraron que la resistencia a cefuroxima y ceftazidima fue transferida



espontaneamente de cepas resistentes de P. aeruginosa a cepas receptoras de E.
coli; y que las transconjugantes resultantes resistentes a cefuroxima y ceftazidima

fueron capaces de producir betalactamasas.

Son escasos los trabajos publicados en Venezuela sobre la conjugacion
plasmidica en P. aeruginosa, sin embargo, existen varias publicaciones de ensayos
realizados en enterobacterias con resultados exitosos (Araque et al., 1997; Torres et

al., 2005; Redondo y Alonso, 2007).

Pedroza et al. (2001) realizaron un estudio de resistencia bacteriana en el
Hospital Universitario de Caracas, demostrando que un 80,00% de las cepas de
bacilos Gram negativos de origen hospitalario eran multirresistentes y, de éstas, el
31,00% presentaban plasmidos conjugativos capaces de codificar resistencia a un

nimero representativo de agentes antimicrobianos.

Redondo y Alonso (2007) demostraron la presencia de plasmidos conjugativos
en cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, aislados de cuatro (4) centros
de salud del area metropolitana de Caracas; ellos sugieren que éstas cepas han podido
obtener el fenotipo de resistencia mediante la adquisicion de plasmidos que codifican

resistencia a diferentes agentes antimicrobianos.

Silva (2009) determin6 la transferencia plasmidica en aislados de
enterobacterias resistentes a betalactadmicos, aislados de los diferentes servicios del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalda” demostrando que el 50,00% de
las cepas en estudio, de un total de 18, transfirieron exitosamente los plasmidos de

resistencia.

Desde el punto de vista de salud publica, los determinantes genéticos de mayor

importancia, que pueden ser codificados por plasmidos, son los que codifican para los



factores de virulencia y los asociados a la resistencia antimicrobiana. Los plasmidos
portadores de determinantes de resistencia, con capacidad conjugativa o de movilizacion,
son las estructuras extracromosomales de mayor relevancia epidemioldgica, por su
capacidad de promover la diseminacién horizontal de un gran numero de genes de
resistencia, contribuyendo al incremento de las poblaciones bacterianas resistentes y

promoviendo la aparicion de cepas patdgenas multirresistentes (Narvaez et al., 2005).

P. aeruginosa es causante de un gran numero de infecciones comunitarias e
intrahospitalarias, ya que presenta plasmidos que codifican para resistencia a
multiples antimicrobianos betalactdmicos (Nakazawa et al., 1996). En vista de lo
antes expuesto y debido a los pocos trabajos de investigacion, respecto a este tema,
realizados en nuestro pais, la finalidad de la presente investigacion fue evaluar la
transferencia de resistencia a antimicrobianos betalactamicos en cepas de P.

aeruginosa, por medio de la conjugacion.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas
Clinicas o donantes

Para el presente estudio se utilizaron veintiséis (26) cepas identificadas
previamente mediante métodos convencionales como P. aeruginosa, provenientes de
muestras clinicas de pacientes recluidos en el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (HUAPA), durante el afio 2008, las cuales se encuentran
conservadas en el Laboratorio de Investigacion Bacteriologica del Departamento de

Bioanalisis de la Universidad de Oriente.

Receptora

Se utiliz6 como receptora de plasmidos, la cepa Escherichia coli K12 J53-2, 1a
cual fenotipicamente es resistente a prolina, metionina y rifampicina (F-, pro', met',
rif'); suministrada por el Laboratorio de Bacteriologia Molecular del Departamento de

Bioanalisis.

Viabilidad de las cepas

Con el objeto de comprobar la viabilidad de las cepas, éstas se sembraron en
caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI) a 37°C, durante 18 horas; posteriormente, se
sembraron en agar MacConkey (AMC) con la finalidad de verificar su pureza y

observar las caracteristicas macroscopicas de las colonias.

Susceptibilidad antimicrobiana
La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizé por el método de
difusion por disco en agar Mueller Hinton (MH), descrito por Bauer et al. (1966);

considerando las actuales recomendaciones publicadas por “Instituto de Estandares



Clinicos y Laboratorio”, del inglés: Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2010).

El procedimiento utilizado se llevd a cabo de la siguiente manera: se
suspendieron de 2 a 4 colonias provenientes del agar nutritivo en 4,50 ml de solucion
salina fisioldgica ajustando al patron 0,50 de Mac Farland. Posteriormente, se realizo
la siembra en una placa de agar MH utilizando un hisopo de algodon estéril,
impregnado con la suspension bacteriana. Se realizaron indculos uniformes en cuatro
direcciones; dejando secar la placa antes de colocar los discos de antibioticos; las
placas se incubaron a 35°C durante 24 horas. Los antibioticos ensayados fueron
ceftriaxona (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), aztreonam (30 pg),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), rifampicina (5 pg). Paralelamente se realizo
un control de calidad, utilizando una cepa certificada de P. aeruginosa “Centro
Americano de Coleccion de Microorganismos”, del inglés American Type Culture
Collection (ATCC 27853). De acuerdo con el halo de inhibicidon producido por el
antibidtico, los microorganismos se clasificaron como sensibles, intermedios y

resistentes, segun los criterios establecidos por la CLSI (2010).

Deteccion de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

La determinacion fenotipica de BLEE se realizd por la técnica de sinergia de
doble disco, descrito por Jarlier et al. (1988). Se aplicé un disco de amoxicilina-acido
clavulanico (20 pg/10 pg) en el centro de la placa con agar MH. Luego se colocaron
discos alrededor, a una distancia de 15 mm borde-borde y éangulo de 90°, de
ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg), cefepima (30 pg) y ceftriaxona (30 pg),
empleando pinzas de metal esterilizadas al calor. Las placas se dejaron reposar 15
minutos incubandose por 24 horas a 37°C. Se consider6 sinergia positiva y, por tanto,
presencia presuntiva de BLEE, al observar una ampliacién o distorsion del halo de
inhibicion adyacente al disco de amoxicilina-dcido clavuldnico de alguna de las

cefalosporinas o del aztreonam (CLSI, 2010).



Deteccidn de metalobetalactamasas (MBLS)

En una placa de agar MH inoculada con una suspension de la cepa en estudio
ajustada al 0,50 en la escala McFarland, se colocaron dos discos comerciales de
imipenem (10 pg) y dos de meropenem (10 pg). Se afadieron 10 pl de écido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 mol/l sobre uno de los discos de imipenem,
meropenem, y un disco estéril que sirviéo como control de la actividad inhibitoria nula
del EDTA en el crecimiento de las cepas; las mismas fueron incubadas durante 18 a
24 horas a 37°C. Considerando prueba positiva y, por tanto, presencia de
metalobetalactamasas, la observacion de una ampliacion del halo de inhibicion en los

discos que contenian EDTA (Arakawa et al., 2000).

Seleccion de cepas resistentes

Las cepas de P. aeruginosa que mostraron resistencia al menos a dos (2)
betalactimicos y productoras de BLEE y/o metalobetalactamasas y resultaron
sensibles a rifampicina fueron cultivadas nuevamente en 2 ml de caldo LB e
incubadas a 37°C por 24 horas para su posterior utilizaciéon en el proceso de

conjugacion.

Transferencia de plasmidos de resistencia
Para evaluar la transferencia de plasmidos que contengan genes de resistencia a
ceftriaxona, se utilizaron cepas receptoras de E. coli K12 J53-2 y se empled el

método de conjugacion.

Determinacion de la concentracion de antimictrobiano a emplear en el ensayo de
conjugacion

La Concentraciéon Minima Inhibitoria para el antimicrobiano ensayado en el
proceso de conjugacion se determind empleando el método de dilucion en agar
Mueller Hinton, segin los lineamientos del CLSI, 2010 para lo cual se utilizaron

soluciones stock de ceftriaxona (CRO) y rifampicina (RIF) obtenidos comercialmente
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(Glaxo Smith Kline). Para preparar las soluciones stock (512 pg/ml) se peso la
cantidad adecuada de CRO y RIF (para preparar 100 ml) en una balanza de precision
y, posteriormente, se aiadio el volumen de diluyente (agua destilada) necesario. Se
realizaron diluciones seriadas 1:10 del agente antimicrobiano en agua destilada. Se

realizaron diluciones seriadas desde 512 pg/ml hasta 0,125 pg/ml.

El medio MH se prepar6 de la manera habitual siguiendo las indicaciones
comerciales y se esterilizo en autoclave. Una vez esterilizado, se dejo enfriar antes de
agregar las soluciones de antimicrobianos. Se vertido el medio en placas de petri
estériles en la proporcion de 19 ml de medio por 1 ml de soluciéon de la
correspondiente concentracion de antimicrobiano completando 20 ml del total. Se
dejaron solidificar y se usaron inmediatamente o se almacenaron en nevera en bolsas

de pléstico hasta su uso.

La cepa de P. aeruginosa se creci6 en agar MK a 37°C, para obtener cepas con
crecimiento de 24 horas. Se prepar6 una suspension con SSF cuya concentracion fue
ajustada al patron 0,50 de Mac Farland y se sembrd en cada placa de MH con la

concentracion antimicrobiana correspondiente.

Conjugacion

El proceso de conjugacion se realiz6 empleando la técnica sobre filtro en medio
s6lido, descrita por Pedroza et al. (2001), para lo cual se crecieron cultivos de 2,00
ml cada uno caldo Luria Bertani (LB) con la cepa donante (P. aeruginosa) y otro con
la cepa receptora (E. coli), los cuales se incubaron durante toda la noche a 35 y 37°C,
respectivamente. Posteriormente, se inoculé 0,10 ml de cada cultivo en 5,00 ml de
LB y se dejaron crecer hasta 60 unidades Klett (UK) la cepa donante y 80 UK la cepa

receptora, durante cuatro horas aproximadamente.

Luego, se mezclaron 0,50 ml de la cepa donante con 2,50 ml de la cepa
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receptora, dicha mezcla se centrifugd por 1 minuto a 6 000 g y el sedimento se coloco
en una membrana de filtro millipore estéril de 0,22 pm, previamente colocada sobre
una placa de agar MacConkey (AMC). Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, al terminar el tiempo de incubacion, se resuspendi6é la mezcla de
conjugacion en 1,00 ml de cloruro de sodio (NaCl) 0,85% y se sembraron por
rastrilleo, tanto directamente de la mezcla como de diluciones, desde 10" hasta 107
en AMC, suplementadas con ceftriaxona (32 pg/ml) y rifampicina (100 pg/ml). Las
placas se distribuyeron de la siguiente manera: AMC solo con rifampicina, AMC solo
con ceftriaxone y AMC con ceftriaxone y rifampicina, y fueron incubadas a 37°C por
24-72 horas. Se consideraron cepas transconjugantes aquellas crecidas en las placas
de AMC que contengan las combinaciones de ceftriaxone (32 pg/ml) y rifampicina

(100 pg/ml).

Determinacion de la frecuencia de transferencia

La frecuencia de transferencia (FT) de los pldsmidos se determiné mediante la
siguiente relacion: FT = T/DV, donde T: es el titulo de transconjugantes obtenidas en
las placas de seleccion y DV: es el titulo de células donantes viables en la mezcla de

conjugacion.

El titulo de donantes viables (DV) se calcul6 sembrando 50 pl de diluciones
seriadas (desde 10™ a 10™) de la cepa donante al momento de realizar la mezcla de
conjugacion. El titulo de donantes viables y de las transconjugantes se calculd

mediante la siguiente formula:

DV =n° colonias x factor de dilucion/volumen de siembra

Verificacion de los determinantes transferidos
Para confirmar cuales determinantes de resistencia se transfirieron a la cepa

receptora, se realizaron antibiogramas, segin Bauer et al. (1966).
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Anélisis de datos
Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis descriptivo y se

expresaron a través de tablas y figuras, segiin Jiménez (2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION

P. aeruginosa constituye uno de los patogenos oportunistas aislados con mayor
frecuencia en pacientes internados. El tratamiento de las infecciones graves causadas
por este microorganismo suele ser dificil, ya que éste es naturalmente resistente a una
gran variedad de antimicrobianos y, ademads, pueden adquirir mecanismos de
resistencia a practicamente la totalidad de los antimicrobianos disponibles para su
tratamiento, de manera que las infecciones producidas por este microorganismo son

cada vez mas dificiles de tratar (Pagniez et al., 2006).

En la figura 1 se muestran los resultados de susceptibilidad antimicrobiana

obtenidos en las cepas de Pseudomonas aeruginosa frente a los betalactamicos

ensayados.
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Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana frente a los betalactamicos ensayados en las

26 cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas de pacientes recluidos en el Hospital

Universitario “Antonio Patricio de Alcald”. Cumana, estado Sucre. Febrero-mayo de
2008.
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El 88,46% de las cepas resulto resistente a ceftriaxona, representando el mayor
porcentaje de resistencia obtenido en dicho ensayo, 46,15% a ceftazidima, 38,46% a
aztreonam e imipenem, respectivamente, y 19,23% a meropenem. Al respecto,
Jaramillo (1996), en un estudio realizado sobre resistencia bacteriana, en la unidad de
cuidados intensivos del Hospital de Caldas Colombia, encontr6 que un alto
porcentaje de cepas de P. aeruginosa fue resistente a carbenicilina, cefotaxime y
ceftriaxona; menor porcentaje de las cepas resultaron resistentes a amikacina,
ceftazidima, aztreonam, piperacilina y ciprofloxacina; y ninguna mostré resistencia al
imipenem. Mata (2002) reportdé un 11,60% de cepas de P. aeruginosa resistentes a
meropenem en aislados del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de la
ciudad de Cumana, estado Sucre. De igual manera, Pagniez et al. (2006) reportaron
porcentajes de resistencia a carbapenemas similares a los obtenidos en el presente

trabajo, en un Hospital Universitario de Buenos Aires, Argentina.

Las cepas evaluadas fueron sensibles al cefepime, so6lo tres resultaron
resistentes (11,54%), estos resultados son comparables a los reportados por Ortega y
Figueroa (1998), en un estudio realizado en un hospital escuela de Honduras,
igualmente, Malavé (2008) reportd un bajo porcentaje de cepas resistentes de P.
aeruginosa ante cefepime, en un estudio realizado en el Hospital “Antonio Patricio de

Alcald” de Cumana.

P. aeruginosa se caracteriza por expresar una resistencia natural (intrinseca)
a diversos antibidticos sin relacion estructural, esto se debe principalmente a una
escasa permeabilidad de la membrana externa, presencia de una betalactamasa
cromosoémica inducible tipo AmpC y la expresion constitutiva de diversos
sistemas de expulsion activa, la participacion conjunta de éstos tres factores
condiciona resistencia natural a penicilina, aminopenicilinas, cefalosporinas de
primera y segunda generacion, cefotaxima, ceftriaxona, cefalosporinas de tercera

generacion orales, cloranfenicol, nitrofurantoina, sulfonamidas, trimetropim,
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tetraciclina, novobiocina y &acido nalidixico (Lauretti et al., 1999; Naas y
Nordmann, 1999; Gibb, 2002)

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es uno de los serios problemas
en la terapia de las enfermedades infecciosas y en la practica epidemioldgica
(Williams, 2000). Ninguna sustancia antimicrobiana actua sin el riesgo futuro de que
los microorganismos desarrollen resistencia frente a ella (Stuart y Levy, 1998). Las
cepas de P. aeruginosa se aislan con frecuencia en pacientes sometidos a tratamientos
antimicrobianos prolongados, lo cual favorece la adaptacion al antimicrobiano y el

surgimiento de la multirresistencia bacteriana (Asboe et al., 1998).

Los agentes antimicrobianos ejercen una fuerte presion selectiva sobre las
comunidades bacterianas que comparten un nicho particular, promoviendo la
seleccion y acumulacion de genes de resistencia, dando origen al fendmeno conocido
como resistencia multiple a los antibidticos, fendmeno que afecta a un gran nimero

de especies bacterianas (Narvaez et al., 2005).

Al analizar los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, se
pudieron diferenciar diez (10) fenotipos en las cepas en estudio (Tabla 1), los cuales
se designaron arbitrariamente con niimeros romanos (I hasta el X). Los fenotipos I y

II fueron los mas observados, con siete aislados cada uno.

De acuerdo con la variedad de fenotipos observados se puede inferir la
existencia de diversos mecanismos de resistencia en las cepas, e incluso la

combinacion de muchos de ellos.

El fenotipo I se caracterizo por presentar resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (CRO, CAZ) y al ATM, con sensibilidad a FEP y ambos carbapenemes
pudiendo ser la presencia de una bomba de eflujo el mecanismo involucrado en la

resistencia, o una desrrepresion parcial de AmpC, la cual se manifiesta por la
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sensibilidad presentada a FEP, MER e IMP en las cepas. Si bien la producciéon de
BLEE no es un mecanismo comun en Pseudomonas, éste no puede descartarse, aun
cuando fenotipicamente no se hayan observado cepas con este mecanismo. Al
respecto, se sugiere emplear la técnica del disco combinado para dilucidar posibles

BLEE en Pseudomonas (Vilay Marco, 2010).

Tabla 1. Fenotipos de susceptibilidad de cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa
aisladas de pacientes recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”. Cumana, estado Sucre. Febrero-mayo de 2008.

FENOTIP N SENSIBLE RESISTENTE MBL
®)
I 7 FEP, IMP, MER CRO, CAZ, ATM -
1 7 CAZ, FEP, ATM, MER CRO,IMP -
11 3 CAZ, FEP, ATM, IMP, MER CRO -
v 2 FEP, IMP CRO, CAZ, ATM, MER -
\Y 2 CRO, CAZ, FEP, ATM, IMP MER -
VI 1 ATM CRO, CAZ, FEP, IMP, MER +
VI 1 ATM, MER CRO, CAZ, FEP, IMP +
VI 1 CRO, CAZ, FEP, ATM, MER IMP -
IX 1 ATM, IMP, MER CRO, CAZ, FEP -
X 1 CAZ, FEP, IMP, MER CRO, ATM -

N: Numero de cepas; CRO: Ceftriaxona; IMP: Imipenem; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime;
ATM: Aztreonam; MER: Meropenem; MBL: metalobetalactamasa.

Las cepas pertenecientes al fenotipo II mostraron resistencia a CRO e IMP. La
resistencia a IMP puede ser debido a la pérdida de la porina OprD, ya que esta porina
es la via principal de entrada de las carbapenemas, y la pérdida de ésta, produce una
disminucion de la sensibilidad de P. aeruginosa a estos antibioticos; la sensibilidad a
MER, podria indicar que éste antibidtico utiliza otra via de entrada al interior de la

célula (Pérez et al., 1996; Vila y Marco, 2010).

El fenotipo III s6lo mostré resistencia a CRO, Pseudomonas aeruginosa

expresa una resistencia natural a este antibiotico (Vila y Marco, 2010).
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Las cepas pertenecientes al fenotipo IV mostraron resistencia a CRO, CAZ,
ATM y MER, lo cual podria deberse a la expresion de varios mecanismos de
resistencia combinados, como una BLEE no detectada o una AmpC desrreprimida

(Vila 'y Marco, 2010).

Los fenotipos V y VIII se caracterizan por ser resistentes a MER e IMI
respectivamente, ésta resistencia solo a las carbapenemas podria deberse a la pérdida
de la porina OprD, ya que la pérdida de ésta produce una disminucion de la

sensibilidad de P. aeruginosa a éstos antibidticos (Vila y Marco, 2010).

El fenotipo VI se caracteriza por mostrar resistencia a CRO, CAZ, FEP, IMI y
MER vy ser sensible a ATM, la resistencia se puede atribuir a la presencia de una
metalobetalactamasa ya que éstas atacan a los betalactimicos incluidos

carbapenémicos sin afectar al ATM (Vila y Marco, 2010).

En el caso del fenotipo VII, éste muestra resistencia a CRO, CAZ, FEP e IMI y
sensibilidad a ATM y MER, la resistencia a los betalactdmicos y al IMI se puede
atribuir a la presencia de una metalobetalactamasa, que no afecta al ATM, y la
sensibilidad a MER podria indicar que éste antibidtico utilizé otra via de entrada al

interior de la célula (Vila y Marco, 2010).

Sélo una cepa (Fenotipo IX) presentd resistencia a CRO, CAZ y FEP y fue
sensible a ATM, IMP y MER, en este caso la resistencia puede ser debida a la
combinacion de varios mecanismos de resistencia como una impermeabilidad de la
membrana, desrrepresion de AmpC, ya que la resistencia a FEP ocurre generalmente
cuando estan presentes estos dos mecanismos, y también pudiera ser debido a la
presencia de una betalactamasa tipo OXA que expresan un espectro de actividad

hidrolitica extendido (Vila y Marco, 2010).
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El fenotipo X se caracterizé por ser resistente a CRO y ATM, Pseudomonas
aeruginosa expresa una resistencia natural a CRO, mientras que la resistencia a

aztreonam pudo ser debido a la presencia de una bomba de eflujo (Vila y Marco,

2010).

Estudios realizados en P. aeruginosa revelan la presencia de diferentes perfiles
fenotipicos de resistencia a betalactamicos e infieren que P. aeruginosa tiene una
facil adaptacion al ambiente una rapidez en adquirir resistencia antibidtica,

confluyendo en ella, muchos mecanismos de resistencia (Crespo, 2002).

El estudio de los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa es importante
para una buena aproximacion terapéutica, ya que no siempre se expresan
fenotipicamente. Existe la posibilidad de que in vivo, el tratamiento con
betalactamicos suponga un fracaso terapéutico (Sanchez et al., 2006). Es necesario en
el tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa, utilizar farmacos de forma
combinada, pues pueden desarrollar mas facilmente resistencia cuando se usan de
forma unica, la literatura recomienda combinar un betalactimico mas un
aminoglucosido (Pérez et al., 1991; Follath et al.,1992; Martinez et al., 2001; Trucco
etal., 2002).

Los ensayos de produccion de betalactamasas tipo BLEE y MBL en las 26
cepas de P. aeruginosa en estudio, evidenciaron la nula produccion de BLEE (Figura
2). A pesar de que las cepas en estudio mostraron porcentajes de resistencia
considerables ante las cefalosporinas de tercera generacion (CRO y CAZ), no se
observo la expresion fenotipica de BLEE, esto pudo deberse a que su observacion in
vitro, esta condicionada por la cantidad de enzima producida por la bacteria, y de la
presencia o no de otros mecanismos de resistencia, que pudieran interferir con su

expresion fenotipica (Calvo et al., 2011).
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La produccion fenotipica de MBL’s se observo en 2 cepas (7,69%) de P.
aeruginosa, pertenecientes a los fenotipos VI caracterizado por ser resistente a ambos
carbapenemas y el fenotipo VII resistente solo a IMI. Estos resultados difieren de los
reportados por Ferrero et al. (2009), en un estudio realizado sobre la resistencia a
carbapenemas por MBL's en P. aeruginosa, donde obtuvieron 15 cepas (17,40%)
productoras de MBL's de un total de 86 cepas estudiadas. Resultados similares a los
anteriores fueron obtenidos por Pagniez et al. (2006), en el Hospital Universitario de
Buenos Aires, determinando 10  (11,00%) de los aislamientos recuperados

productores de MBL's, los cuales fueron resistentes a ambas carbapenemas en su

totalidad.
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Figura 2. Deteccion de betalactamasas en cepas de Pseudomonas aeruginosa,
aisladas en pacientes recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”. Cumana, estado Sucre. Febrero-mayo de 2008.

A nivel mundial, se ha registrado, especialmente en Europa y Asia, un notable
incremento en el informe de MBL’s y en la diseminacion entre microorganismos
relacionados e incluso no relacionados, descritas en bacilos Gram negativos causantes

de infecciones intrahospitalarias, considerando a éstas enzimas un factor de riesgo en
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el fracaso terapéutico y originando un incremento en los niveles de morbilidad y
mortalidad (Livermore, 1993; Bush, 1998; Livermore y Woodford, 2000).

Las 2 cepas de P. aeruginosa productoras de MBL's y que fueron resistentes a
CRO, se sometieron al ensayo de conjugacion, obteniéndose dos cepas
transconjugantes, las cuales resultaron resistentes a ceftriaxona, sin embargo, no se

evidenci6 fenotipicamente la produccion de betalactamasas (Figura 3).

Al respecto, Gonzalez et al. (2003) realizaron ensayos de conjugacién en
117 cepas de P. aeruginosa de origen clinico, obteniendo una conjugacion
efectiva en el 100,00% de las cepas resistentes a los antibidticos betalactamicos
ensayados, méas no todas las transconjugantes obtenidas fueron productoras de

betalactamasas.

Figura 3. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas donante (A), receptora (B) y
transconjugante (C), frente a los antibioticos betalactdmicos ensayados.

A nivel nacional, son escasos los experimentos de conjugacion,

reportados en P. aeruginosa, con el fin de evaluar la presencia de plasmidos
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transferibles, portadores de determinantes de resistencia, sin embargo, se han
reportado muchos trabajos realizados en cepas de enterobacterias (Pedroza et
al., 2002; Narvaez et al., 2005; Torres et al., 2005; Guzman 2006; Redondo y
Alonso, 2007).

Las 2 cepas de P. aeruginosa fueron capaces transferir el plasmido que porta
resistencia a ceftriaxona a la cepa receptora de E. coli. A pesar de que la frecuencia
de transferencia horizontal obtenida en este ensayo fue baja de 107
transconjugante/célula donante, como se observa en la tabla 2, es importante destacar
que la transferencia de genes fue posible entre dos géneros bacterianos distintos,
reflejando asi, in vitro lo que ocurre en el mundo bacteriano, esto representa un gran
problema epidemioldgico, ya que organismos multirresistentes pueden diseminar
genes de resistencia a bacterias susceptibles a la mayoria de los agentes
antimicrobianos, haciendo cada vez mads dificil poder eliminar a dichas bacterias

(Hall y Stokes, 1993; Alonso et al., 2001).

Tabla 2. Frecuencia de transferencia plasmidica obtenida en el proceso de
conjugacion bacteriana en las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Cepas transconjugantes Frecuencia de conjugacion
(transconjugantes/células donantes)

T. PA0O5 2,4x10™

T. PA017 1,2x10™

T: Transconjugante; PA: P. aeruginosa.

Marchandin et al. (2000), también estudiaron cepas de P. aeruginosa
multirresistentes productoras de BLEE, aisladas de pacientes hospitalizados durante
largos periodos de tiempo, en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Arnaud
de Villeneuve, en Francia, obteniendo una frecuencia de transferencia plasmidica de
10™* transconjugantes por célula donante, mediante ensayos de conjugacién exitosos

entre P. aeruginosa y E. coli HB101 (resistente a rifampicina), la cual se correlaciona
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con la obtenida en el presente trabajo.

La no transferencia de plasmidos en la mayoria de las cepas de P. aeruginosa
bajo las condiciones ensayadas pudo deberse a diferentes causas, entre ellas, la
presencia de plasmidos termosensibles, los cuales pueden ser inhibidos a una
temperatura inadecuada, este estudio se realizd a 37°C, lo cual pudo disminuir la
capacidad de transferencia plasmidica; bien sea por represion de los genes de
transferencia, inhibicion de la formacion del pilus sexual o por alteracion de alguna
de las proteinas implicadas en el acoplamiento de las células para la conjugacion

(Sherburne et al., 2002).

Con respecto a la verificacion de los patrones de resistencia transferidos a la
cepa receptora E. coli K12 J53-2, se pudo observar que las cepas transconjugantes
presentaron resistencia a ceftriaxona, cualidad de la que carecia la cepa receptora
antes de realizar el ensayo de conjugacion (Tabla 3). Por su parte, Cabeza (2010)
determind que algunas de las cepas empleadas para este estudio como cepas donantes
poseen plasmidos, tal es el caso de las cepas PA0OOS y PAO17, a las cuales describe
con un mismo perfil plasmidico, 1 banda de >10,00kb. Al respecto, Narvaez et al.
(2005), en aislados del Hospital Universitario de Caracas, obtuvieron una cepa

transconjugante de P. aeruginosa, la cual presentd un plasmido mayor de 60 kb.

Tabla 3. Perfil de resistencia y produccion de metalobetalactamasas en la cepa
donante, receptora y transconjugante.

Cepa Resistencia antimicrobiana Fenotipo
R. E. coli J53-2 CRO® CAZ® FEP® ATM® IMP® MER® RIF}
D. PA0O5 CRO® CAZ® FEP? ATM® IMPR MERR RIF® VI
T. PA005 CRO® CAZ® FEPS ATM® IMP® MERS RIFR®
D. PAOL7 CRO® CAZR FEP® ATM® IMP® MER® RIF® VIl
T. PAO17 CRO® CAZ® FEP® ATM® IMP® MERS RIF®

R: Receptora; D: Donante; T: Transconjugante; CAZ: Ceftazidima; CRO: Ceftriaxona; FEP:
Cefepime; AZT: Aztreonam; IMP: Imipenem; MER: Meropenem; RIF: Rifampicina; PA: P.
aeruginosa; MBL's: Metalobetactamasas.
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P. aeruginosa presenta una resistencia bastante peculiar a muchos agentes
antimicrobianos. De manera natural es resistente al CRO, donde los genes que
codifican para esta resistencia se ha sefialado que pueden estar localizados a nivel
cromosomal. Esta resistencia se ha asociado con la presencia de enzimas CTX-M,
donde el gen blactx.m2 que codifica para esta betalactamasa se ha sefialado podria

estar localizado en el cromosoma bacteriano (Nordmann et al., 2009).

Por otro lado, en este estudio se obtuvieron cepas transconjugantes resistentes a
CRO, estos resultados permiten inferir que los genes que codifican para la resistencia
a CRO en P aeruginosa pudieran estar localizados en un plasmido conjugativo, los
cuales han demostrado la capacidad de transferencia entre bacterias de diferentes
géneros, lo que constituye un factor de alto riesgo a nivel hospitalario, ya que una
transferencia espontaneca in vivo de plasmidos de resistencia generaria la
diseminacion de los mismos en el area hospitalaria, aumentando el nimero de cepas
multirresistentes, haciendo cada vez mas dificil el tratamiento terapéutico de las

infecciones intrahospitalarias.

Aunque no se evidencid la presencia de metalobetalactamasas en las cepas
transconjugantes, no se descarta la posibilidad de la transferencia de estos genes hacia
las cepas receptoras; la no deteccion puede ser debido a que los genes que codifican
para estas enzimas se encuentren reprimidos y no pudieran ser detectados mediante la

técnica de sinergia de doble disco a la distancia utilizada entre los discos.

Ingold et al. (2011) en Uruguay, sefialan la deteccion el gen bla vive
codificante para metalobetalactamasas, asociado con el gen blacrxam2 en un
integron de clase 1, de un aislamiento clinico de P. aeruginosa. La deteccion del
gen blactx.m2 en P. aeruginosa podria constituir una evidencia del probable

intercambio de genes de resistencia localizados en integrones entre enterobacterias
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y P aeruginosa, especie que probablemente constituya un reservorio subestimado
de tales genes.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion dan a conocer el hallazgo
de un plasmido conjugativo mediador de resistencia a ceftriaxona en P. aeruginosa,
los cuales han demostrado la capacidad de transferencia entre bacterias de diferentes
géneros, lo que constituye un factor de alto riesgo a nivel hospitalario, ya que una
transferencia espontanea in Vvivo de plasmidos de resistencia generaria la
diseminacion de los mismos en el area hospitalaria, aumentando el nimero de cepas
multirresistentes, haciendo cada vez mas dificil el tratamiento terapéutico de las

infecciones intrahospitalarias.
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CONCLUSIONES

Ninguna cepas de P. aeruginosa en estudio fue capaz de expresar

fenotipicamente BLEE mientras que 2 expresaron MBL's.
Fue posible la transferencia de plasmidos, por conjugacion, entre La cepa
donante de P. aeruginosa resistente a ceftriaxona y una receptora de E. coli K12 J53-

2.

La frecuencia de conjugacion entre las cepas de P. aeruginosa y la E. coli K12

J53-2, fue baja, en el orden de 10-4 transconjugante/célula donante.

Las cepas transconjugantes solo expresaron resistencia a ceftriaxona.
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RECOMENDACIONES

Implementar medidas de control sanitario en todas las areas hospitalarias con el
fin de evitar la diseminacion de genes de resistencia que favorecen las infecciones

intrahospitalarias.

Vigilar y controlar el uso indiscriminado de antibidticos de amplio espectro en
el ambiente hospitalario, a fin de disminuir la apariciéon de cepas multirresistentes,

capaces de transferir los determinantes de resistencia a otros géneros bacterianos.

Realizar estudios frecuentes sobre los determinantes de resistencia y la

capacidad de transferencia de estos.
Realizar nuevos estudios a fin de caracterizar los pldsmidos conjugados,

confirmar la presencia de los mismos y relacionar su presencia con la

multirresistencia bacteriana.
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