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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Hisﬁor_ia del artl'Cul‘t)-“ Introduccion: Los objetivos de este trabajo fueron estudiar la presencia de 3-lactamasas de espectro
Recibido el 29 de julio de 2011 extendido (BLEE), investigar la ubicacién de los genes que codifican para esas enzimas y determinar la
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) relacién clonal de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a la ceftazidima aisladas de pacientes
On-line el 25 de febrero de 2012

mexicanos con fibrosis quistica.
Metodologia: Se determind el perfil de resistencia a 11 antibiéticos (CLSI) y la deteccién fenotipica de las
BLEE siguiendo un método de difusién en discos de papel filtro adaptado para P. aeruginosa. La caracte-
Fibrosis quistica rizacién de los genes de las BLEE y de integrones se realiz6 por PCR y secuenciacion del ADN, mientras
Resistencia a antibisticos que el andlisis de la relacién clonal se realizé por PFGE.
B-lactamasa OXA Resultados: De las 148 cepas en estudio, 22 resultaron resistentes a la ceftazidima y el andlisis por PCRy
secuenciacién reveld la presencia del gen blapxa-141 €n 7 cepas, 6 resistentes y una sensible a la ceftazidima.
Asimismo, blacgs se detect6 en 11 cepas. Los genes intl2 e intlI3 no se detectaron por PCR, pero en las 6
cepas resistentes a la ceftazidima se descubri6 el gen blagxa-141 €n un integrén de la clase 1. El andlisis
de la relaci6n clonal de los aislamientos mostré que la mayoria de los pacientes se infectaron a lo largo
del periodo de estudio con cepas de P. aeruginosa que presentaron patrones diferentes, principalmente
en los individuos que no tenian relacién familiar.
Conclusiones: Este trabajo demuestra la existencia del gen blaoxa-141 asociado a un integrén de clase 1 en
varias cepas de P. aeruginosa, asi como de genes blacgs cuya localizacion y variante estan en estudio en
el grupo de investigacién. Lo anterior, aunado a la diversidad de cepas capaces de infectar a individuos
sensibles, sugiere un riesgo de dispersion de las cepas de P. aeruginosa productoras de BLEE entre la
poblacién mexicana que padece fibrosis quistica
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Detection of extended spectrum [3-lactamase 0XA-141 in Pseudomonas
aeruginosa strains isolated from patients with cystic fibrosis

ABSTRACT

Keywords: Introduction: The aims of this research were to study the presence of extended spectrum (3-lactamases
Pseudomonas aeruginosa (ESBL) to investigate the location of the genes encoding these enzymes, and determine the clonal rela-
Cystic fibrosis tionship of strains of ceftazidime-resistant Pseudomonas aeruginosa isolated from Mexican patients with
Antibiotic resistance cystic fibrosis.

B-lactamase OXA Methods: We determined the resistance profile to 11 antibiotics (CLSI) and phenotypic ESBL detection
following a disk diffusion method adapted for P. aeruginosa. Characterization of ESBL genes and integrons
was performed by polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing, while analysis of the clonal
relationship was performed by pulsed field gel electrophoresis (PFGE).
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Results: Of the 148 strains studied, 22 were resistant to ceftazidime, and analysis by PCR and sequencing
revealed the presence of the gene blaoxa-141 in 7 strains, 6 of which were resistant and one, susceptible
to ceftazidime. In addition, blacgs was detected in 11 strains. intl2 and intI3 genes were not detected by
PCR, but in the 6 ceftazidime-resistant strains, the blapgxa-141 gene was determined in a class 1 integron.
Analysis of the clonal relationship of isolates showed that the majority of patients were infected during
the study period with P. aeruginosa strains that exhibit different patterns, especially in individuals without

a familial relationship.

Conclusions: This report demonstrates the existence of the blagxa-141 gene associated with a class 1 inte-
gron in several strains of P. aeruginosa, as well as blacgs genes, and their location and variants are being
studied by our research group. This, combined with the diversity of strains able to infect several sus-
ceptible individuals, suggests the risk of spread of P. aeruginosa-strain ESBL producers among Mexican
populations with cystic fibrosis.

© 2011 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista causante
de infecciones con altos indices de morbilidad y mortalidad en
huéspedes inmunocomprometidos y pacientes con fibrosis quis-
tica. La prevalencia de la bacteria en el tracto respiratorio de los
pacientes con fibrosis quistica es elevada, debido a la rapida adap-
tacion fisiol6gica y genética del microorganismo al medio ambiente
del huésped, por lo que requieren una mayor atencién médica, asi
como el uso obligado de antibiéticos!. El tratamiento continuo con
antibiéticos B-lactimicos y aminoglucésidos es importante para
evitar el deterioro pulmonar en estos pacientes, pero actia como
un mecanismo de seleccién de cepas capaces de resistir a la accién
de los antimicrobianos?.

P. aeruginosa presenta diversos mecanismos de resistencia hacia
los agentes terapéuticos, y los principales son la produccién de
[3-lactamasas, la presencia de bombas de expresion activa y la pér-
dida o la disminucién de la expresién de la porina OprD3, lo que
en conjunto contribuye a la seleccién de cepas multirresistentes
a los antibiéticos?. Los genes que codifican para la sintesis de las
[3-lactamasas de espectro extendido (BLEE) pueden estar localiza-
dos a nivel cromosomal, o bien en algln elemento genético como
plasmidos conjugativos, transposones, integrones e islas de patoge-
nicidad, facilitando asi su rapida diseminacién. En este sentido, los
integrones participan de manera determinante en la acumulacién
y la diseminacion de los genes de resistencia®.

La adquisicién de genes que codifican para la sintesis de BLEE
permite a las bacterias contar con uno de los mecanismos prin-
cipales de resistencia hacia las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion e incluso a monobactames. Estas enzimas son variadas
y con muchos tipos, debido a mutaciones en respuesta a la alta
presién del uso de antibidticos®. En las bacterias gramnegativas se
han detectado miltiples tipos de BLEE con mas de 800 varieda-
des; en cepas clinicas de P. aeruginosa se han determinado los tipos
TEM, SHV, CTX-M, GES, VEB, PER y OXA’, y actualmente suman unas
120 variedades8. Tanto OXA-2 (con 6 derivadas) como OXA-10 (con
10 derivadas) se consideran los prototipos con caracteristicas de
BLEE del tipo OXA que se han podido detectar en cepas clinicas®.
Actualmente se contintian incorporando resultados que muestran
nuevas variantes de las BLEE del tipo OXA en cepas de P. aeruginosa,
como la OXA-161 referida por Juan et al. en 200910, 1a cual confiere
resistencia a la ceftazidima. Sin embargo en otras enzimas, como
la OXA-141, se puede consultar la secuencia nucleotidica que esta
depositada en la base de datos provista por Jacoby en la web de
nomenclatura de [(-lactamasas [http://www.lahey.org/studies/],
pero no contamos con publicaciones que proporcionen informacién
adicional. De igual forma, en México no contamos con estudios que
detecten la presencia de BLEE en aislados de P. aeruginosa de origen
clinico.

Los objetivos de este trabajo fueron estudiar la presencia
de BLEE en cepas de P. aeruginosa resistentes a la ceftazidima,

investigar la ubicacion de los genes que codifican para esas enzimas
y determinar la relacién clonal entre las cepas aisladas de pacientes
mexicanos con fibrosis quistica.

Métodos
Material biologico

Se estudiaron 148 cepas de P. aeruginosa aisladas en el Labo-
ratorio de Bacteriologia Experimental del Instituto Nacional de
Pediatria del Distrito Federal, México, a partir de aspirados bron-
quiales de 76 pacientes que presentaban fibrosis quistica, durante
2000y 200111, La coleccién de cepas se ha mantenido en tubos con
caldo soya tripticaseina y glicerol al 15% a -70°C.

La cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 se utiliz6 para establecer el
control de calidad de la prueba de sensibilidad con discos de papel
filtro, ademas de no presentar alguna BLEE. Se emple6 una cepa de
Escherichia coli de origen clinico productora de SHV-5 como control
positivo de produccién de BLEE (donada por la Dra. Castro-Alarcén,
de la Universidad Auténoma de Guerrero, México). La cepa de
P. aeruginosa 208 de origen clinico fue usada como control positivo
de integrén de clase 1y de BLEE de la variedad OXA-2 (coleccién
de cepas del laboratorio).

Pruebas de sensibilidad

Se evalu6 la sensibilidad a 11 antibiéticos: aztreonam (ATM),
cefepima (FEP), ceftazidima (CAZ), ceftizoxima (ZOX), ciprofloxa-
cino (CIP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), netilmicina (NET),
norfloxacino (NOR), ofloxacino (OFX) y piperacilina (PIP) (adquiri-
dos de Becton, Dickinson Company, Maryland, EE.UU.) mediante
el método de difusién con disco de papel de filtro, siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI)!2,

La determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM)
de la ceftazidima (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.), se rea-
liz6 por el método de diluciones seriadas en agar, siguiendo las
recomendaciones y criterios de interpretacién de resultados del
CLSI'2,

Deteccion fenotipica de BLEE

Se estableci6 la presencia de BLEE empleando la prueba de
sinergismo de doble disco, ceftazidima 30 g y amoxicilina-acido
clavuldnico 20/10 p.g, dispuestos con una separacién de 6 mm!3,
Deteccion de genes de BLEE mediante PCR

Para realizar la caracterizacién genética por PCR se us6 como

molde el ADN genémico obtenido con el producto DNeasy Tissue kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), asi como iniciadores especificos para
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Tabla 1
Iniciadores empleados para la deteccién de BLEE y la caracterizacion de integrones
Gen Iniciador Secuencia (5'-3) Tamaiio del amplicén (pb) Referencia
blaoxa-10 OXA-A GTC TTT CGA GTA CGG CAT TA 699 B
OXA-B ATT TTC TTA GCG GCA ACT TAC
blareym TEM-A ATA AAA TTC TTG AAG AC 1.075 ©
TEM-B TTA CCA ATG CTT AAT CA
blasyy SHV-A TGG TTA TGC GTT ATA TTC GCC 867 L
SHV-B GCT TAG CGT TGC CAG TGC T
blapeg PER-A AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA 933 ©
PER-B ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC
blaygp VEB-A CGA CTT CCA TTT CCC GAT GC 642 L
VEM-B GGA CTC TGC AAC AAA TAC GC
blacrx-m-3 CTX3-A GGT TAA AAA ATC ACT GCG TC 863 S
CTX3-B TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC
blacrx-m-9 CTX9-A ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA 870 ©
CTX9-B CCC TTC GGC GAT GATTCT C
blacrx-m-2 CTX2-A ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG 865 L
CTX2-B TGG GTT ACG ATT TTC GCC GC
blaoxa-2 OXA-F ATG GCA ATC CGA ATC TTC GCG AT 786 Este estudio
OXA-R CGC TTC AAT AGA GCG AAG GAT
blaggs-2 GES-C GTT TTG CAA TGT GCT CAA CG 370 D
GES-D TGC CAT AGC AAT AGG CGT AG
blaypc KPC-F ATG TCA CTG TAT CGC CGT CT 892 B
KPC-R TTT TCA GAG CCT TAC TGC CC
5'-CS INT5/CSBH AGC TAG ATC CTT CTA GAA AAC CGA GGA TGC Variable iz
3'-CS INT3/CSJY2ER AGC TAA AAT TGC GAT GCC ATA ACC GAT TAT GAC
intl2 INT2-F CAC GGA TAT GCG ACA AAAAGG T 789 B
INT2-R GTA GCA AAC GAG TGA CGA AAT G
intl3 INT3-F GGA ATT CCT GCA TGA ACA GGT ATA ACG G 1.044 B
INT3-R CGG GAT CCC GTC AGC CGG GCG ACA AGT GCA
aac(6) Aac6-F CAA CAA TGC CGC AAT AGT TCT Secuenciar Este estudio
aac(6) AvancelF TCTCATCTGCCTTCGCATC Secuenciar Este estudio
aac(6) Avance2R ACCAACATGGCACGATCC Secuenciar Este estudio

detectar variantes de las BLEE, los cuales fueron previamente repor-
tados por Jiang et al. (2006)!4: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB y OXA;
Bradford et al. (2004)1>: KPC-2 (carbapenemasa que puede degra-
dar ceftazidima), y Weldhagen y Prinsloo (2004)!6: GES-2 (tabla 1).
Las condiciones de reaccién también fueron tomadas de los
autores.

Deteccién y caracterizacion de los integrones de las clases 1,2y 3

Se realiz6 la deteccién de integrones en todas las cepas de
estudio mediante la técnica de PCR empleando las condiciones
de reaccién recomendada por Yatsuyanagi et al. (2004)'7 para
la clase 1, por Ploy et al. (2000)'8 para la clase 2 y por Collis
et al. (2002)° para la clase 3 (tabla 1). La caracterizacién de los
integrones se realizé mediante PCR y secuenciacién en avanzada,
disefidndose iniciadores en cada avance, tomando como molde las
secuencias parciales de los amplicones que se obtenian durante este
proceso hasta completar la regién interna del integrén. El disefio de
los iniciadores se llevé a cabo empleando el programa Oligo-Perfect
(Invitrogen) (tabla 1).

Purificaciéon, secuenciacion y andlisis bioinformadtico de los
amplicones

La purificacién de los productos de PCR se efectu6 con el sistema
comercial DNAclean & concentrator-5™ (Zymo Research, Orange,
California, EE.UU.). La secuenciacién de los amplicones obtenidos
se realiz6 con el sistema de Big Dye Terminador version 3.1 (Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems Foster City, California, EE.UU.)y
un secuenciador automatico ABIPRISM 3100 (Applied Biosystems).
Cada uno de los amplificados fue sometido a un andlisis con el
programa BLASTn para corroborar la identidad, y posteriormente
fueron comparados con el programa ClustalX 2.1.

Identificacion de los patrones clonales de las cepas en estudio
mediante electroforesis en campos pulsados (PFGE)

Se sigui6 el procedimiento operativo estindar para PFGE de
Salmonella, establecido por el CDC en la pagina del PulseNet
(http://www.cdc.gov/pulsenet/protocols.htm), con ligeras modifi-
caciones, utilizando la enzima Bcul (Spel) (Fermentas, Lituania) y el
equipo CHEF Mapper® XA (Bio-Rad). La interpretacion de los patro-
nes de restriccion obtenidos se realizé con base en los criterios de
Tenover et al20-21,

Resultados
Sensibilidad antimicrobiana y fenotipo BLEE

De las 148 cepas de P. aeruginosa incluidas en este estudio,
64 (43,2%) fueron sensibles y 84 (56,8%) fueron resistentes al
menos a uno y hasta a 8 de los 11 antibiéticos probados, detec-
tandose resistencia principalmente a los antibi6ticos ceftizoxima
(52%), ceftazidima (14,9%), piperacilina (10,8%), imipenem (8,8%) y
ofloxacino (8,8%). Se observé que las 22 cepas resistentes a la cef-
tazidima presentaron resistencia a uno y hasta a 7 antibiéticos mas
(tabla 2).

Posteriormente se realiz6 un analisis de las 22 cepas que resul-
taron resistentes a la ceftazidima, que fueron recuperadas de
11 pacientes seguidos a lo largo de su tratamiento en el INP. En
el paciente 3 se aislaron cinco cepas durante el periodo de atencién
de suenfermedad. Los valores de la CIM para las cepas fueron de 32-
256 wg/ml.En 13/22(59,1%) de las cepas resistentes a la ceftazidima
se observo que la prueba de sinergismo de doble disco en la que se
usaron discos de amoxicilina-acido clavulanico y ceftazidima con
una separaciéon de 6 mm, produjo una sinergia discreta (diferente
al resultado franco que presenta la enterobacteria utilizada como
testigo), lo que sugiri6 la presencia de BLEE (tabla 2).


http://www.cdc.gov/pulsenet/protocols.htm

538 M. Gonzdlez-Villa et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30(9):535-541

Tabla 2

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica

Paciente Fecha Clave de Marcadores de resistencia Fenotipo de Genotipo de BLEE® Integrén de Patrones de
la cepa® BLEEP laclase 1 PFGEd
PV] 12/08/1997 22r CAZ, IPM, NET, ZOX, PIP - OXA-141 + A
GLG 02/09/1997 25m CAZ, IPM, NET, ZOX + OXA-141 + A
20/04/1998 41m CAZ, IPM, NET, ZOX + OXA-141 + Al
20/04/1998 41r CAZ, IPM, NET, ZOX + OXA-141, GES + A
GLC 04/06/1998 451 CAZ, NET, ZOX + OXA-141, GES + A2
04/06/1998 45m CAZ, IPM, NET, ZOX + - - D
01/03/2000 88r CAZ, IPM, NET, ZOX + GES = F
05/06/2000 102r CAZ, IPM, NET, ZOX - OXA-141, GES + H
04/07/2000 1061 CAZ, ZOX, PIP, ATM, CIP, OFX + - - D
MYE 14/04/1998 39r CAZ, ZOX, PIP, ATM, CIP, OFX + GES - B
TJA 25/06/1999 68r CAZ, IPM, ZOX, PIP, ATM - - - C1
03/08/1999 74m CAZ, ZOX, PIP, CIP, OFX, NOR + GES - C
03/08/1999 74r CAZ, ZOX, PIP, CIP, OFX, NOR + GES - C
AGR 25/06/1999 69r CAZ, ZOX, PIP - GES - D
02/05/2000 95m CAZ, ZOX, PIP, OFX - GES - D
OCRG 21/07/1999 73r CAZ, ZOX, PIP, ATM, OFX + GES - B
04/04/2000 91m CAZ, ZOX, PIP, ATM, CIP, OFX, NOR, FEP - - - G
04/04/2000 91r CAZ, ZOX, PIP, ATM, CIP, OFX, NOR + - - B
HGM] 24/09/1999 78r CAZ, IPM, ZOX, PIP, OFX + - - B
SCE 14/03/2001 132r CAZ, ZOX, ATM - - - 1
GCP 06/11/1991 27tA CAZ, IPM - GES - ]
VOA 22/07/1992 84rA CAZ, ZOX, PIP - - - K
MVLD 02/07/1999 71r IPM, ZOX - OXA-141 + E

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacino; FEP: cefepima; IPM: imipenem; NET: netilmicina; NOR: norfloxacino; OFX: ofloxacino; PIP: piperacilina; ZOX:

ceftizoxima.
2 m: cepa mucoide; r: cepa no mucoide.
b La prueba de sinergismo resulté discreta.
¢ La deteccién de la B-lactamasa tipo GES se realizé por PCR.
d Se refiere a electroforesis por campos pulsados.

Identificacion genotipica de BLEE

En las 148 cepas en estudio se realiz6 la bisqueda de los genes
mas frecuentes que codifican para BLEE en P. aeruginosa, empleando
los iniciadores indicados en la tabla 1. No se detecté la presencia
de BLEE de los tipos TEM, SHV, PER, VEB, CTX-2, CTX-3, CTX-9 y
OXA-10. Sin embargo, con los iniciadores dirigidos al gen blagxa_»
se detect6 la presencia de la BLEE OXA-2 en 7/148 cepas de estudio,
las cuales, con excepcién de una cepa, resultaron resistentes a la cef-
tazidima, ademas de provenientes de 4 pacientes. El andlisis de cada
una de las secuencias de los 7 amplificados revel6 una identidad del
100% con OXA-141, del 99% con las variantes OXA-2, 15, 34, 143 y
144,y del 90% con la variante OXA-3. El alto porcentaje de identidad
entre las variantes 15, 34, 141, 143 y 144 con la variante OXA-2 se
debe a que son derivadas de esta Gltima. Posteriormente, se corro-
bor6 la variante OXA presente en las cepas de estudio mediante
alineamientos de las secuencias obtenidas para el gen blagxa.» en
este estudio y las secuencias disponibles en el servidor NCBI para
las variantes de blagxa-(2,3, 15,34, 141, 144y 161)» cOdigos de acceso
en GenBank: FJ855130, L07945, U63835, AF350424, EF552405,
FJ617207, GQ202693, respectivamente. Empleando el programa
Chromas Pro 1.5 (Technelysium Pty Ltd.) y ClustalX2.1, encontra-
mos que las siete cepas de P. aeruginosa mostraron una BLEE del
tipo y variante OXA-141, caracterizada por el cambio nucleotidico
de G162S (posicion tomada con base en la secuencia de la variante
OXA-2) (tabla 2).

Para entender el resultado fenotipico con ausencia de un
gen correspondiente en las cepas resistentes a la ceftazidima se
realiz6 la basqueda de genes menos frecuentes que codifican
para [3-lactamasas en P. aeruginosa, empleando los iniciadores
indicados en la tabla 1. No se detectéd la presencia de la -
lactamasa del tipo KPC; sin embargo, con los iniciadores dirigidos
al gen blaggs se detecté un amplicon del tamafio esperado en
11 cepas, incluso en 3 que presentaron también el gen blagxa-141
(tabla 2).

Caracterizacion de los integrones detectados

En ninguna de las 148 cepas se obtuvo una PCR positiva para la
deteccién de los genes intl2 e intl3. Unicamente se logré amplificar
el gen de la integrasa de clase 1 (intl1) en las 7 cepas que presentan
la BLEE del tipo OXA-141 (tabla 2).

En las 6 cepas resistentes a la ceftazidima (22r, 25m, 41m,
41r, 451 y 102r) se obtuvieron amplificados del mismo tamafio de
~3,5kb en la regién que abarca de la regién conservada de la Intl1
a la regién variable 3’ que contiene a los casetes de resistencia,
mientras que la cepa sensible a la ceftazidima (71r) gener6 un frag-
mento de ~1,5kb (fig. 1). La estructura del integrdn clase 1 de la
cepa 71r mostré un solo casete, el aadA7, que codifica para una
6-adenil transferasa, pero no se ubicé en este el casete que codi-
fica para blagxa-141 ¥ blages. Tomando como molde las secuencias
parciales de los integrones detectados, se llevé a cabo el disefio de
iniciadores para realizar PCR y secuenciaciones en avanzada, deter-
minando de esta forma la zona variable de los integrones de clase
1 de mayor tamafio. Las regiones variables de todos estos integro-
nes estan constituidas por el gen aac(6'-IIc), que se relaciona con
la resistencia a aminoglucésidos, seguido rio abajo por aadAl, que
también confiere resistencia a los aminoglucésidos y finalmente
blapxa-141, pero en ningtn integrén se detecté la presencia del gen
blaGEs (ﬁg 2)

Caracterizacion clonal de las cepas resistentes a la ceftazidima

Para establecer la relacién epidemioldgica de las 22 cepas resis-
tentes a la ceftazidima y con respecto a las 7 cepas que presentan
el gen blapxa-141, se realizé6 un andlisis de PFGE. Se detectaron
11 patrones clonales designados de la A-K (fig. 2); ademas, el ana-
lisis de las bandas obtenidas en las cepas con el patrén A permitié
detectar dos subtipos, A1 y A2. Encontramos que cepas aisladas de
dos hermanos presentaron patrones clonales relacionados, inde-
pendientemente del fenotipo bacteriano en primer aislamiento



M. Gonzdlez-Villa et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30(9):535-541

539

A Pe
«— — —
intl1 —H}~ aadA7 qacEA 7
_____ PR

| TsicsaH at | || Wracss |
| Extremo 5’ conservado Zona variable Extremo 3’ conservado
B Pc

< — — —
intl1 aac(6-llc) ——  aadAl —— bla,, ... — qacEA7
e “<--- -
\ ----- > anl } """ ey e OXAF OXA-R INT3/CSJ
aacéc ~ S¥<EESL 4-----
INTS/CSBH avance2-R

Extremo 5’ conservado

Extremo 3’ conservado

Zona variable

Figura 1. Estructura esquematica (no a escala) de los integrones de clase 1 caracterizados en cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica. En
A) se representa la organizacién del integrén de ~1,5 kpb de la cepa 71r de P. aeruginosa, que presenta identidad con intl1 [integrasa], aadA7 (GenBank nimero de acceso:
DQ899757) [resistencia aaminoglucésidos]y gacAE1 [gen que codifica laresistencia a las sales cuaternarias de amonio]. En B) se representa el integron de ~3,5 kpb conservado
en las 6 cepas de P. aeruginosa, que presentando identidad con int1 [integrasa], aac(6'-Ilc) (GenBank niimero de acceso: AF162771) [resistencia a aminoglucésidos], aadA1
(GenBank niimero de acceso: HQ454494) [resistencia a aminoglucdsidos], blaoxa-141 (GenBank niimero de acceso: EF552405) [[3-lactamasa de espectro extendido] y gacAE1
[gen que codifica la resistencia a las sales cuaternarias de amonio]. Las flechas completas indican la orientacién de la transcripcién. Las flechas punteadas muestran los

iniciadores empleados.

(mucoide o no mucoide) y de la fecha de aislamiento (cepas 25m,
41my 41r del paciente GLG y cepa 45r del paciente GLC). También
encontramos que una cepa aislada de otro paciente sin relacién
familiar con los anteriores (cepa 22r del paciente PV]) mostré el
mismo patréon de PFGE. En el caso del paciente GLC se pudo esta-
blecer la presencia de 5 clones de P. aeruginosa diferentes (A2, D,

Figura 2. Electroferograma obtenido por PFGE con Bcll de 9/23 cepas de Pseudomo-
nas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica. Carril 1: PAO1; carril 2:
45m; carril 3: 88r; carril 4: 102r; carril 5: 106r; carril 6: 68r; carril 7: 69r; carril 8:
74m; carril 9: 74r; carril 10: 95m.

F, Hy G) durante el tiempo de estudio; ademas de compartir el
tipo clonal D con el paciente AGR, con quien no tiene relacion fami-
liar. De igual manera, se observd que algunos pacientes tinicamente
estuvieron infectados por un solo clon de P. aeruginosa, el cual no
se present6 en algtin otro paciente. La cepa tipo B fue identificada
en 3 pacientes sin relaciéon familiar (tabla 2).

Discusion

Los pacientes con fibrosis quistica presentan exacerbaciones
respiratorias, lo que hace necesario un tratamiento con antibi6ti-
cos para restaurar las funciones basicas de los pulmones y asi evitar
complicaciones respiratorias. El tratamiento convencional incluye
una combinacién de antibiéticos antiseudomonas, empleando un
antibiético 3-lactdmico como piperacilina-tazobactam, ceftazi-
dima, cefepima, meropenem, imipenem o aztreonam, asi como
un aminoglucésido, que puede ser amikacina, gentamicina o
tobramicina22. Los pacientes de este estudio recibieron tratamien-
tos a base de ceftazidima, tobramicina, amikacina o combinacién
de ceftazidima y alguno de los aminoglucésidos, lo que debié favo-
recer en ellos la seleccién de cepas resistentes a los 3-lactdmicos y a
los aminoglucésidos. Algunas cepas demostraron resistencia al imi-
penem, lo que no se debe a una presién selectiva, ya que segin los
expedientes clinicos y los protocolos establecidos en el nosocomio,
los pacientes no recibieron ese carbapeneme para su tratamiento.
En P. aeruginosa un mecanismo comun de resistencia a la ceftazi-
dima corresponde a la produccién de BLEE y carbapenemasas que
actdan contra las cefalosporinas y/o contra los carbapenemes?3, lo
que ha quedado documentado en reportes de brotes causados por
cepas de P. aeruginosa que producen BLEE del tipo OXAZ4.

La deteccidn en las enterobacterias de BLEE por métodos feno-
tipicos es facil, pero en el caso de P. aeruginosa esto no resulta asf,
ya que las cepas pueden presentar varios mecanismos alternos de
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resistencia, como son la sobreexpresion de la 3-lactamasa AmpC
y/o de las bombas de expresién activa, lo que puede enmascarar la
inhibicién realizada por el cido clavulanico sobre la BLEE2>, En este
estudio eso pudo suceder, ya que en varias cepas que se demostré
laresistencia a la ceftazidima no se obtuvo un resultado positivo en
la deteccion fenotipica de BLEE, pero se logré detectar la presencia
de los genes blagxa-141 V blages.

La adquisicion de los genes blagya se ha asociado con elementos
genéticos como los integrones de clase 1, transposones y secuen-
cias de insercién26. Este estudio es el primer informe en México
de la identificacién y caracterizacién de cepas clinicas de P. aeru-
ginosa productoras de la BLEE OXA-141, y se observa una relacién
directa entre la presencia del gen OXA-141 e integrén de clase 1,
hallazgo que concuerda con el de Laudy et al. en 2007 en Polonia
[http://[www.lahey.org/studies/]. Adicionalmente, la organizacién
genética de los 6 integrones result6 ser la misma; este hecho es
muy interesante, ya que de los 3 pacientes en los que se detectaron
las cepas con integrones, solo 2 fueron convivientes, lo que sugiere
que se pudo haber dado un cruce de cepas con el tercer individuo al
asistir al hospital a recibir atencién médica. Atin no hemos logrado
esclarecerlalocalizacién del gen blagxa-141 detectado enlacepa71r
de nuestro estudio, ya que no se encuentra dentro de la zona varia-
ble del integrén de clase 1 hallado, y esto es de gran interés debido
a la ausencia de resistencia a 3-lactamicos de espectro extendido
y no asi de carbapenemes. Todas las cepas blapxa-141 presentaron
resistencia a [B3-lactdmicos y la presencia de los casetes aac(6'-1I)
y aadA1l y aadA7, responsables de la resistencia al aminoglucésido
probado, lo que representa un problema terapéutico en nuestra ins-
titucién, ya que el régimen antimicrobiano para estos pacientes es
a base de cefalosporinas de tercera generacién en combinacioén con
aminoglucésidos.

De los 76 pacientes incluidos en este proyecto, 4 presentaron
siete cepas de P. aeruginosa con los genes blagxa.141 € integrones
de la clase 1. La caracterizacién genética por PFGE revel6 que 5
de las cepas de los pacientes PV], GLG y GLC tienen una relacién
clonal, mientras que el aislamiento del paciente MVLD no pre-
sento relacion epidemiolégica con ninguna de las cepas en estudio.
El paciente GLG presenté 3 aislamientos del patrén A, mientras
que su familiar GLC tiene 5 aislamientos pero Ginicamente uno
del tipo A, lo que habla del recambio de cepas que puede darse a
lo largo del tiempo en los pacientes con fibrosis quistica. En este
altimo se aprecia que el paciente fue infectado con 2 cepas que
presentan el mismo integrén de clase 1 y la OXA-141; con todo,
el patrén de PFGE de ambas cepas resulté diferente, por lo cual se
puede sospechar una transferencia horizontal de informacién gené-
tica intraespecie. En otros pacientes no se detect6 la presencia de
OXA-141, pero puede participar la 3-lactamasa GES detectada, la
cual se presenté en cepas de los patrones A, B, C, D, Fy H; aunque
también puede ser atribuido a la participacién de otros mecanismos
de resistencia que pudieran presentarse, como bombas de expre-
sién activa e impermeabilidad de la membrana, ya que pueden
participar de forma individual o en conjunto en la resistencia a los
antibiéticos de cepas de P. aeruginosa®. En las cepas en las que fue
posible detectar la presencia del gen blagxs encontramos que se
trata de la misma variante, OXA-141, y este hallazgo concuerda
con el de Laudy et al. en 2007 en Polonia en un aislado de P. aeru-
ginosa [http://www.lahey.org/studies/other.]; hasta la fecha no se
ha descrito dicha enzima en alguna otra parte del mundo (una oxa-
cilinasa de espectro extendido, de resistencia adquirida, reportada
en P. aeruginosa y asociada a un integrén de clase 1).

En conclusion, en 6 aislamientos de P. aeruginosa de nifios con
fibrosis quistica se detect6 la presencia del gen blagxa-141 asociado
a un integrén de clase 1, siendo el primer reporte de ello a nivel
mundial. Asi mismo se evidenci6 la presencia del gen blaggs en 11 de
las cepas resistentes a la ceftazidima, siendo este estudio pionero en
el reporte de este tipo de BLEE en pacientes con fibrosis quistica, lo

que alerta de la necesidad de establecer mecanismos permanentes
de monitorizacién de los genes que confieren la resistencia a los
antibiéticos para frenar la seleccién y la dispersién de los genes
que confieren resistencia.

Financiacion

M.G.V.y J.E.D.R. recibieron beca y apoyo econémico para reali-
zar esta investigacion por el CONACyYT y el IPN, México. RM.RA. y
G.A.O. son becarios de los programas COFAA-IPN y EDD-IPN. Esta
investigacion fue soportada por SIP-IPN-México; claves: 20091358
y 20101151. R.CJ. recibi6 apoyo del INP-SSA-México con clave
039/2008.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no existe ningn conflicto de intereses.

Bibliografia

1. Jones AM, Dodd ME, Morris ], Doherty C, Govan JR, Webb AK. Clinical outcome
for cystic fibrosis patients infected with transmissible Pseudomonas aeruginosa:
an 8-year prospective study. Chest. 2010;137:1405-9.

2. Oliver A, Cantén R, Campo P, Baquero F, Blazquez J. High frequency of hyper-
mutable Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis lung infection. Science.
2000;288:1251-3.

3. Strateva T, Yordanov D. Pseudomonas aeruginosa—a phenomenon of bacterial
resistance. ] Med Microbiol. 2009;58:1133-48.

4. Tomas M, Doumith M, Warner M, Turton JF, Beceiro A, Bou G, et al. Efflux
pumps, OprD porin, AmpC beta-lactamase, and multiresistance in Pseudomonas
aeruginosa isolates from cystic fibrosis patients. Antimicrob Agents Chemother.
2010;54:2219-24.

5. Pfeifer Y, Cullik A, Witte W. Resistance to cephalosporins and carbapenems in
Gram-negative bacterial pathogens. Int ] Med Microbiol. 2010;300:371-9.

6. BushK, Jacoby GA.Updated functional classification of B-lactamases. Antimicrob
Agents Chemother. 2009;54:969-76.

7. Bradford PA. Extended-spectrum 3-lactamases in the 21st century: characteri-
zation, epidemiology, and detection of this important threat. Clin Microbiol Rev.
2001;14:933-51.

8. Zhao WH, Hu ZQ. Beta-lactamases identified in clinical isolates of Pseudomonas
aeruginosa. Crit Rev Microbiol. 2010;36:245-58.

9. Ktari S, Mnif B, Znazen A, Rekik M, Mezghani S, Mahjoubi-Rhimi F, et al. Diversity
of B-lactamases in Pseudomonas aeruginosa isolates producing metallo-f3-
lactamase in two Tunisian hospitals. Microb Drug Resist. 2011;17:25-30.

10. Juan C, Mulet X, Zamorano L, Alberti S, Pérez JL, Oliver A. Detection of the novel
extended-spectrum [3-lactamase OXA-161 from a plasmid-located integron in
Pseudomonas aeruginosa clinical isolates from Spain. Antimicrob Agents Che-
mother. 2009;53:5288-90.

11. Cuevas-Schacht F, Banegas-Matamoros J, Sosa de Martinez C, Coria-Jiménez R,
Pérez-Fernandez L, Gerénimo-Gallegos A, et al. Identificacién de Pseudomonas
aeruginosa en pacientes pediatricos con fibrosis quistica. Cultivo de expectora-
cién vs lavado broncoalveolar. Acta Pediatr Méx. 2001;22:419-23.

12. CLSL Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. Vol. 30, No. 1, M02-A10 and MO07-A8.
Wayne, PA., USA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2010.

13. Vedel G. Simple method to determine [3-lactam resistance phenotypes in Pseu-
domonas aeruginosa using the disc agar diffusion test. ] Antimicrob Chemother.
2005;56:657-64.

14. Jiang X, Zhang Z, Li M, Zhou D, Ruan F, Lu Y. Detection of extended-spectrum
f3-lactamases in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents
Chemother. 2006;50:2990-5.

15. Bradford PA, Bratu S, Urban C, Visalli M, Mariano N, Landman D, et al. Emergence
of carbapenem-resistant Klebsiella species possessing the class A carbapenem-
hydrolyzing KPC-2 and inhibitor-resistant TEM-30 beta-lactamases in New York
City. Clin Infect Dis. 2004;39:55-60.

16. Weldhagen GF, Prinsloo A. Molecular detection of GES-2 extended spectrum
B-lactamase producing Pseudomonas aeruginosa in Pretoria, South Africa. Int ]
Antimicrob Agents. 2004;24:35-8.

17. Yatsuyanagi J, Saito S, Harata S, Suzuki N, Ito Y, Amano K, et al. Class 1 integron
containing metallo-beta-lactamase gen blaVIM-2 in Pseudomonas aeruginosa
clinical strains isolated in Japan. Antimicrob Agents Chemother. 2004;48:626-8.

18. Ploy MC, Denis F, Courvalin P, Lambert T. Molecular characterization of integrons
in Acinetobacter baumannii: description of a hybrid class 2 integron. Antimicrob
Agents Chemother. 2000;44:2684-8.

19. Collis CM, Kim M]J, Partridge SR, Stokes HW, Hall RM. Characterization of the class
3 integron and the site-specific recombination system it determines. ] Bacteriol.
2002;184:3017-26.

20. Tenover FC, Arbeit RD, Goening RV, Mickelsen PA, Murray BE, Persing DH,
et al. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced by


http://www.lahey.org/studies/
http://www.lahey.org/studies/other

21.

22.

23.

M. Gonzdlez-Villa et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30(9):535-541

pulsed-field gel electrophoresis: Criteria for bacterial strain typing. ] Clin Micro-
biol. 1995;33:2233-9.

Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV. How to select and interpret molecular
strain typing methods for epidemiological studies of bacterial infections: A
review for health care epidemiologists. Infect Control Hosp Epidemiol. 1997;18:
426-39.

Sordé R, Pahissa A, Rello J. Management of refractory Pseudomonas aeruginosa
infection in cystic fibrosis. Infec Drug Resist. 2011;4:31-41.

Picdo RC, Poirel L, Gales AC, Nordmann P. Diversity of 3-lactamases produced
by ceftazidime-resistant Pseudomonas aeruginosa isolates causing bloodstream
infections in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 2009;53:3908-13.

24,

25.

26.

541

Naas T, Namdari F, Bogaerts P, Huang TD, Glupczynski Y, Nordmann P.
Genetic structure associated with blaOXA-18, encoding a clavulanic acid-
inhibited extended-spectrum oxacillinase. Antimicrob Agents Chemother.
2008;52:3898-904.

Cabot G, Ocampo-Sosa AA, Tubau F, Macia MD, Rodriguez C, Moya B, et al,,
Spanish Network for Research in Infectious Diseases (REIPI). Overexpression of
AmpC and efflux pumps in Pseudomonas aeruginosa isolates from bloodstream
infections: prevalence and impact on resistance in a Spanish multicenter study.
Antimicrob Agents Chemother. 2011;55:1906-11.

Poirel L, Nass T, Nordmamm P. Minireview. Diversity, epidemiology, and gene-
tics of class D-beta-lactamases. Antimicrob Agents Chemother. 2010;54:24-38.



	Deteccin de la beta-lactamasa de espectro extendido OXA-141 en cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica
	Introduccin
	Metodos
	Material biolgico
	Pruebas de sensibilidad
	Deteccin fenotipica de BLEE
	Deteccin de genes de BLEE mediante PCR
	Deteccin y caracterizacin de los integrones de las clases 1, 2 y 3
	Purificacin, secuenciacin y analisis bioinformatico de los amplicones
	Identificacin de los patrones clonales de las cepas en estudio mediante electroforesis en campos pulsados (PFGE)

	Resultados
	Sensibilidad antimicrobiana y fenotipo BLEE
	Identificacin genotipica de BLEE
	Caracterizacin de los integrones detectados
	Caracterizacin clonal de las cepas resistentes a la ceftazidima

	Discusin
	Financiacin
	Conflicto de intereses
	Bibliografía


