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RESUMEN

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud de extrema
importancia en el mundo, que afecta la calidad y la eficiencia de los servicios médicos.
Entre las infecciones mas relevantes de este tipo se encuentran aquellas causadas por
Pseudomonas aeruginosa, con elevados indices de morbilidad y mortalidad,
especialmente en el medio intrahospitalario. Adicionalmente, esta bacteria presenta una
alta prevalencia de resistencia a los antibidticos mds cominmente empleados para su

tratamiento.

Dado que los métodos de deteccion de resistencia tradicionales poseen
limitaciones en cuanto a tiempo de andlisis e interpretacion, el presente estudié pretende
contribuir a la identificacion temprana de mecanismos moleculares de resistencia para
antibioticos P-lactamicos en P. aeruginosa, mediante el desarrollo de un sistema de
deteccion molecular de los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR mediante PCR y
secuenciacion automatica, con el fin de identificar la presencia de mutaciones asociadas

a la resistencia.

Para la deteccion de los genes de resistencia se probaron cinco sistemas de
PCR convencional y dos de PCR multiplex. Los sistemas resultaron altamente
especificos y sensibles, a excepcion del sistema de amplificacion simultanea de los

genes ampG-ampR que present6 una baja sensibilidad analitica para uno de los ensayos.

Los datos obtenidos a partir del andlisis mutacional de secuencias del gen
ampD de 16 aislados clinicos, indicaron una correlacion del 55% entre fenotipo-
genotipo. Tras la evaluacion de los pacientes en el transcurso de un mes de la toma, al
menos el 40% las cepas que habian presentado resistencia solamente a nivel genotipico,

se tornaron multiresistentes fenotipicamente.
Con estos resultados, se pudo demostrar la necesidad de disponer de andlisis

moleculares para la deteccion temprana de mecanismos moleculares de resistencia, lo

cual permitird que la terapéutica sea adecuadamente dirigida y oportuna.
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ABSTRACT

Nosocomial infections are a serious health problem all around the world.
Nosocomial infections affect the quality and efficiency of medical services. Among the
most important infections of this type are those caused by Pseudomonas aeruginosa.
These infections carry high rates of morbidity and mortality, especially in intensive care
units patients. Additionally, the bacterium has developed high resistance rates to

commonly used antibiotics schemes.

Given that available techniques for traditional microbiology antibiotic
susceptibility assessment have limitations in terms of turn around times, the present
study aimed to contribute to early identification of molecular mechanisms of resistance
to B- lactam antibiotics in P. aeruginosa, through the development of PCR-based
molecular biology systems for the ampC, ampD, ampE, ampG and ampR genes,
coupled with automated sequencing in order to identify the presence of mutations
associated with resistance in the above mentioned genes. Five conventional PCR and
two multiplex PCR systems were tested. The systems were highly specific and
sensitive, except for the assay for simultaneous amplification of the ampG-ampR genes,

which demonstrated a low analytical sensitivity..

Data obtained from mutational analysis of ampD gene sequences from 16
clinical isolates, showed a 55% phenotype/genotype correlation. Monitoring of patients
in the course of a month showed that at least 40% of the strains with resistance

genotype and no resistance phenotype developed a multiresistant phenotype.
We demonstrated the value of molecular analyses in the early detection of

molecular mechanisms of resistance. The assays here developed might provide guidance

for the use of properly targeted and timely antibiotic therapy.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

Las infecciones nosocomiales causadas por Pseudomonas aeruginosa estan
asociadas a altos indices de mortalidad, especialmente tras la primera semana de
hospitalizacion (Fick, 2000; Farias, Hernan & Chavarria, 2005; Rotstein, et al., 2008).
Para asegurar un buen prondstico para el paciente, el tiempo en el cual se suministra la
terapéutica adecuada es critico, ya que se conoce que si ésta se administra dentro de las
primeras 24 horas del establecimiento de la infeccion los indices de mortalidad pueden

reducirse considerablemente (Rotstein, et al., 2008).

En la actualidad, la determinacion del patdégeno causal de la infeccion, asi
como del perfil de resistencia, se realizan mediante técnicas de microbiologia
tradicionales tales como identificacion bioquimica y antibiograma, las mismas que
tienen limitaciones en sensibilidad y especificidad. Adicionalmente, estas pruebas
pueden tomar alrededor de una semana para concluirse, tiempo en el cual el paciente se
ve comprometido debido a que existe la posibilidad de que el responsable de la
infeccion sea un patdogeno multiresistente, complicando asi su cuadro clinico (Farias, et

al., 2005; Reinhardt, et al., 2007).

El empleo de técnicas de biologia molecular, tales como la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y la secuenciacion automatica, facilitan la deteccion de
material genético. Permitiendo ademas, el conocimiento de la secuencia especifica de
genes de relevancia clinica de manera rapida y sensible, por lo cual es una alternativa
efectiva para la deteccion de mutaciones asociadas a resistencia a antibioticos

comunmente empleados en infecciones causadas por P. aeruginosa.
1.2. Justificacion del problema
P. aeruginosa es uno de los principales agentes causales de infecciones

nosocomiales, Los indices de mortalidad por este tipo de infeccion a nivel mundial

alcanzan valores alarmantes, 45% para neumonias adquiridas durante hospitalizacion,



60% para casos de bacteriemia y hasta 69,7% para casos de neumonia adquirida por el
uso de ventilador mecanico (Fick, 2000; Farias, et al., 2005; Rotstein, et al., 2008). En
el Ecuador, hasta el afo 2008, la resistencia frente a antibidticos - lactdmicos
empleados comunmente es de 32 al 45% en pacientes hospitalizados, llegando a ser
hasta del 56% para ceftazidima para pacientes en unidades de cuidados intensivos

(Rednarbec, 2008).

La gravedad de las estadisticas antes mencionadas, sumada a la resistencia
natural que P. aeruginosa posee frente a una gran cantidad de antibioticos, incluyendo
B-lactamicos, hace que en la actualidad sea primordial el estudio a profundidad de los
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de resistencia. Se ha demostrado
que el inicio de la terapia con antibidticos adecuados, antes de haber transcurrido 24
horas del inicio de la infeccion, disminuye el indice de mortalidad considerablemente.
En el caso de pacientes con neumonia adquirida por el uso de ventilador mecanico, la

mortalidad en un estudio bajo del 69,7% al 28,4% (Rotstein, et al., 2008).

Dado que la produccion de P-lactamasas es el principal mecanismo de
resistencia frente a este tipo de antibidticos y que el mecanismo molecular mas
representativo para este fin es la sobreexpresion de ampC (Martinez & Hernandez,
2001), la deteccion de mutaciones en los genes ampC, ampD, ampE, ampG, y ampR nos
permitird obtener datos acerca de la relacién genotipo - fenotipo en cepas de P.
aeruginosa que presenten resistencia frente a los antibidticos: piperacilina/ tazobactam,
ceftazidima, cefepima y aztreonam en nuestro pais. Ademads, se podra establecer un
sistema de deteccidn de resistencia rapido, sensible y especifico que permitird al

personal médico en general dar un diagnoéstico y tratamiento oportuno y dirigido.

Finalmente, la utilizacion a largo plazo de esta técnica de laboratorio
disminuira el uso indiscriminado de antibidticos, evitando a su vez la diseminacion de
cepas resistentes en el medio hospitalario, reduciendo asi costos y complicaciones tanto

del paciente y sus familiares, como del hospital al utilizar el tratamiento especifico.



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Detectar los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) e identificar mutaciones asociadas a resistencia frente a

antibioticos fB-lactamicos en Pseudomonas aeruginosa.

1.3.2. Objetivos especificos

e Estandarizar y optimizar el protocolo de extraccion de ADN a partir de cultivos
puros de Pseudomonas aeruginosa.

e Disefar y optimizar la técnica molecular PCR para la deteccion de los genes ampC,
ampD, ampE, ampG y ampR.

e Identificar mutaciones asociadas y no asociadas a la resistencia frente a antibioticos
B-lactamicos en los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR de Pseudomonas
aeruginosa mediante secuenciacion automatica en cepas resistentes y sensibles a los
antibidticos: piperacilina/ tazobactam, ceftazidima, cefepime y aztreonam.

e Analizar la relacion fenotipo — genotipo de los resultados obtenidos y reportar las

conclusiones.

1.4. Marco Tedrico

1.4.1. Pseudomonas aeruginosa

1.4.1.1. Descripcion taxonémica, morfologica y fisiologica

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo perteneciente a la clase
Gammaproteobacterias, familia Pseudomonadaceae, siendo el miembro de mayor
relevancia clinica de este grupo. Su tamafio varia entre 0,5 — 0,8 por 1,5- 3,0 um en
forma de bastén con un unico flagelo polar. Su respiracion es de tipo aerobia estricta
(Fick, 2000; Prescott, Harley, & Klein, 2002), aunque debido a su gran versatilidad y

capacidad de adaptacion se ha observado puede sobrevivir en condiciones de



anaerobiosis cuando la arginina se encuentra presente en medios de cultivo complejos

(Fick, 2000).

Figura 1.1.- El bacilo Gram negativo Pseudomonas aeruginosa. Tomado de: Liberati, et al., 2006.

Considerada como muy motil, el desplazamiento de la bacteria es de tres tipos,
de acuerdo a la viscosidad del medio en el que se encuentra: a) en medios liquidos la
motilidad de la misma se da gracias al flagelo y se denomina “swimming”; b) para
medios solidos, o interfaces la movilidad se da por el mecanismo llamado “twitching”
en donde las fimbrias o pili tipo IV permiten la adhesion y posterior infeccion en las
células epiteliales del huésped; y c¢) para medios semisdlidos con una cantidad de agua
de 0,4 — 0,7 % (P/V) el mecanismo se denomina “swarming”, en el cual las células se
vuelven alargadas y con mas de un flagelo lo cual permite un movimiento concertado de
las mismas, esta motilidad es la mas compleja e implica la expresion de una serie de
genes cuya expresion y regulacion estan siendo estudiadas en la actualidad (Soberon,

2003; Overhage, Bains, Brazas & Hancock 2008).

El péptidoglucano se presenta tipicamente en el espacio periplasmico entre la
membrana interna y externa (Soberon, 2003; Farias, et al., 2005); encontrandose
ademads en su membrana externa dos bandas de lipopolisacarido: la banda A, compuesta
por un polimero de D - ramnosa producida por la mayoria de cepas, y la banda B, de
estructura variable la misma que determina el serotipo de la bacteria (Fick, 2000;

Soberon, 2003).



Esta bacteria produce una gran cantidad de pigmentos involucrados en
mecanismos de competencia con otros microorganismos y virulencia en huéspedes
humanos y animales, de los cuales se destacan los siguientes: a) piocianina, que es un
pigmento no fluorescente de coloracion azul verdoso exclusivo de la especie, pero
generado unicamente por el 50% de las cepas clinicas, muy soluble en agua, y de olor
caracteristico a uvas; b) pioverdina, cuya fluorescencia puede ser apreciada a 400nm
entre blanco y azul verdoso, y c) piorubina, las misma que posee una coloracion roja

pero que no es producida por muchas cepas (Farias, et al., 2005; Kong, et al., 2005).

Una caracteristica muy notable que posee P. aeruginosa es el sistema de
regulacion denominado “quorum sensing”. Este le permite a la bacteria responder
adecuadamente a cambios en la densidad celular mediante una expresion selectiva de
determinados genes, cuyos productos cumplen funciones de virulencia tales como lisis
de otros patdgenos e inactivacion de tejidos bioldgicos y agentes inmunoldgicos

(Soberon, 2003; Kong, et al., 2005).

Adicionalmente, este sistema juega un papel fundamental en la formacion de
los denominados “biofilms” bacterianos. Estas biopeliculas son comunidades
bacterianas envueltas en una matriz extracelular de exopolisacaridos, ADN y proteinas;
poseen una estructura compleja que incluye canales para el intercambio de sustratos y
oxigeno con la fase acuosa y la capacidad de reaccionar de una manera coordinada a la
densidad celular, disponibilidad de nutrientes y las fuentes de energia presentes en el

ambiente (Soberon, 2003; Moreau-Marquis, Statnton & O’Tools, 2008).

Se considera que la formacion de las biopeliculas es una estrategia de
sobrevivencia de P. aeruginosa en medios hostiles, ya que le confiere resistencia frente
a antibidticos y elementos de respuesta inmune, encontrandose principalmente en
superficies inertes, como los tubos endotraqueales, o en tejido necrdtico, asi como
también en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica (Giwercman, et al.,

1991; Soberon, 2003; Moreau-Marquis, et al., 2008).



1.4.1.2. Distribucion y patogénesis

Pseudomonas aeruginosa fue identificada por primera vez en 1882 en heridas
cutaneas productoras de pus con coloracion azul-verdosa (Farias, et al., 2005). En la
actualidad se conoce que la distribucion de la bacteria es muy amplia, ya que gracias a
la habilidad intrinseca que posee para asimilar una gran variedad de compuestos
organicos como fuente de nutrientes, ha sido capaz de adaptarse a multiples ambientes y

nichos ecoldgicos (Fick, 2000; Farias, et al., 2005; Soberon, 2003; Winsor, et al., 2009).

Al encontrarse presente también en el ambiente intrahospitalario, esta
caracteristica la ha convertido en uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial, en donde es uno de los agentes causales de infecciones nosocomiales de tipo
oportunista de mayor incidencia (Soberon, 2003; Qarah, et al., 2008). Ello ha generado
que en la actualidad éste sea el microorganismo aislado con mayor frecuencia en

pacientes que poseen mas de una semana de hospitalizacion (Qarah, et al., 2008).

Las infecciones nosocomiales causadas por P. aeruginosa poseen altos indices
de prevalencia y mortalidad especialmente tras la primera semana de hospitalizacion
(Fick, 2000; Farias, et al., 2005; Rotstein, et al., 2008). Los indices de mortalidad
asociados a infecciones por estabacteria a nivel mundial alcanzan valores alarmantes
que llegan a ser de 45% para neumonias adquiridas durante hospitalizacion, 60% para
casos de bacteriemias y hasta 69,7% para casos de neumonia adquirida por el uso de

ventilador mecanico (Fick, 2000; Farias, et al., 2005; Rotstein, et al., 2008).

Estas estadisticas, sumadas a la resistencia natural que P. aeruginosa posee
frente a una gran cantidad de antibidticos comuinmente empleados, hace que el
tratamiento de la misma sea muy complejo y que implique altos costos tanto materiales
como humanos. La situacién en el Ecuador hasta el afo 2008 nos indica que la
resistencia frente a antibidticos P - lactimicos empleados varia entre el 32 al 45% para
pacientes hospitalizados (Véase Figura 1.2), mientras que para aquellos internados en la
unidad de cuidados intensivos la resistencia llega a ser de hasta el 56% en el caso de

ceftazidima, como se puede apreciar en la Figura 1.3 (Rednarbec, 2008).



Figura 1.2.- Resistencia de Pseudomonas aeruginosa en aislamientos de pacientes hospitalizados en el
2008. Tomado de: Rednarbec, 2008.
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Figura 1.3.- Resistencia de Pseudomonas aeruginosa en aislamientos de pacientes de la unidad de

cuidados intensivos en el 2008. Tomado de: Rednarbec, 2008.

Las principales infecciones causadas por esta bacteria atacan a las vias
respiratorias, tracto urinario, tracto gastrointestinal, sistema nervioso central, epidermis,
tejido gastrointestinal, esqueleto, ojos y oidos (Qarah, et al., 2008). Adicionalmente,
existen grupos poblacionales que poseen una mayor sensibilidad a la infeccion, tales
como pacientes inmunodeprimidos, incluyendo a la unidad de cuidados intensivos como
punto critico, entre los cuales aquellos con fibrosis quistica, cancer y quemaduras son
los mas susceptibles a contraerla (Qarah, et al., 2008.; Soberon, 2007, Winsor, et al.,
2009).



La patogénesis de P. aeruginosa ocurre en tres etapas: a) adhesion bacteriana y
colonizacién, b) invasion local, y c¢) diseminacion y enfermedad sistémica. Tras el
establecimiento de la infeccion, P. aeruginosa secreta exotoxinas del tipo A y S
conjuntamente con enzimas hidroliticas, compuestos que al entrar en contacto con los
tejidos degradan las membranas celulares y las destruyen progresivamente (Qarah, et
al., 2008). Los factores de virulencia implicados en la patogénesis se encuentran

descritos en el siguiente cuadro:

Cuadro 1.1.- Factores de virulencia de P. aeruginosa. Tomado y traducido de: Fick, 2000.

FACTOR DE VIRULENCIA FUNCION

Endotoxina, es un mediador proximal para producir una
Lipopolisacarido ) ) .
gran variedad de eventos inflamatorios

Limita la entrada de moléculas cargadas como antibidticos.
Capsula de mucopolisacarido ] ) ) ) o
Sirve como adhesina bacteriana a las superficies epiteliales.

Fimbrias o pili Organelos extracelulares que actian como adhesinas
Digestion enzimatica de proteinas del medio incluyendo las
Proteasas . .
de importancia para las defensas del huésped
Piocianina y ramnolipidos Contribuyen a la disrupcion ciliar

Fosfolipasa C (hemolitica y no ) ) ) )
Disrupcién de fosfolipidos en las membranas plasmaticas
hemolitica )

Pioverdina Crecimiento acelerado en condiciones limitadas de hierro
Exotoxina Ay S Inhiben la sintesis de proteinas
Leucocidina Efectos citopaticos en leucocitos y cultivos celulares

1.4.1.3.  Estructura génica

El genoma de P. aeruginosa fue completamente secuenciado en el afio 2001
tomandose como base la cepa sensible PAOl (nimero de acceso en NBCI:
NC 002516) aislada de un paciente con otitis media; convirtiendo a esta bacteria desde
entonces en uno de los microorganismos mas investigados a nivel molecular. El tamafio
del cromosoma circular de PAOI es de aproximadamente 6,3 millones de pares de
bases y no posee plasmidos al igual que la mayoria de aislados de esta bacteria

(Soberon, 2003).



El genoma de PAO1 (Cuadro 1.2) posee un contenido de GC del 66%, y esta
compuesto por 5669 genes y 5 pseudogenes (NCBI, 2010). Mas de la mitad de los genes
de esta bacteria poseen homologia y una organizaciéon muy similar a la de Escherichia
coli y otras Enterobacterias. Sin embargo, se desconoce la funcion de casi el 32% de
los genes previstos en el genoma, considerandose que estos poseen “actividades
enzimaticas novedosas” que le otorgan la notable capacidad metabdlica y de adaptacion

que le caracterizan (Soberdn, 2003).

Cuadro 1.2.- Descripcion de los genes presentes en Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1 de acuerdo a
su funcion. Tomado y traducido de: NCBI, 2010.

5 NUMERO PORCENTAJE EN
LU0 C1 Al O DE GENES | SECUENCIA (%)
Traduccion 206 3,13
Procesamiento y modificacién de ARN 2 0,03
Transcripcion 524 7,96
Replicacion, recombinacion y reparacion 163 2,47
Estructura de la cromatina y dindmica 3 0,04
Control del ciclo celular, mitosis y meiosis 36 0,54
Mecanismos de defensa 74 1,12
Mecanismos de transduccion de seiial 342 5,19
Biogénesis de la pared celular / membrana 274 4,16
Motilidad celular 155 2,35
Tréfico intracelular y secrecion 173 2,62
Modificacién postraduccional, proteinas chaperonas 202 3,07
Produccion y conversion de energia 338 5,13
Transporte de carbohidratos y metabolismo 256 3,89
Transporte de aminoacidos y metabolismo 591 8,94
Transporte de nucle6tidos y metabolismo 112 1,70
Transporte de coenzimas y metabolismo 191 2,9
Transporte de lipidos y metabolismo 247 3,75
Transporte de iones inorganicos y metabolismo 381 5,79
Sintesis de metabolitos secundarios, transporte y
catabolismo 207 3,14
Prediccion de funciones generales 773 11,75
Funcion desconocida 488 7,42
No descritos 841 12,78

1.4.2. Mecanismos moleculares de resistencia en Pseudomonas

aeruginosa.

P. aeruginosa presenta mecanismos moleculares de resistencia intrinseca tales
como produccion de B-lactamasas en niveles basales, presencia de bombas de expulsion

de antibidticos, alteraciones en el transporte debido a la baja permeabilidad de las



porinas presentes en la membrana externa y cambios en los sitios de accion de
antibioticos. Adicionalmente, la resistencia adquirida estd dada por eventos
mutacionales cromosémicos, asi como por adquisicion de genes de resistencia
(Soberén, 2003; Gomez, et al., 2005; Henrichfreise, et al., 2007b). Cada uno de estos

mecanismos sera analizado a continuacion.

1.4.2.1. Produccion de p-lactamasas

Las B-lactamasas (EC.3.5.2.6) son un amplio grupo de enzimas que actuan
sobre amidas, amidinas y otros enlaces carbono-oxigeno-nitrogeno (Bush, et al., 1995);
hidrolizan el anillo B - lactdmico de los antibidticos de este tipo, impidiendo asi su
accion antimicrobiana en la inhibicion de la sintesis del peptidoglucano que depende
directamente de la integridad del mismo, dejando al firmaco con accidén bioldgica

inactiva (Florez, et al., 2005).

La produccion de B-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia frente
a los antibidticos B-lactamicos cominmente empleados en el tratamiento de patogenos
Gram negativos (Livermore, 1995; Hawkey, 1998; Hanson & Sanders, 1999; OPS,
2004b; Florez, et al., 2005; Goémez, et al., 2005). Para el caso de P. aeruginosa, al igual
que en todos los microorganismos, la hidrélisis se produce en el espacio periplasmico

(OPS, 2004a).

Existen gran variedad de estas enzimas, por lo cual han sido categorizadas por
diversos autores, siendo las clasificaciones realizadas por Bush, et al. en 1995, asi como
la de Ambler en 1980 las mas empleadas hasta la actualidad. La clasificacion propuesta
por Ambler se basa en la estructura molecular y secuencia aminoacidica, de tal forma
que las enzimas que poseen como sitio activo un residuo de serina se encuentran
subdivididas en los tipos A, C y D mientras que aquellas que necesitan del cofactor Zn**
pertenecen al grupo B (Livermore, 1995; OPS, 2004a; Basak, Khodke & Mallick,
2009).

A su vez, la categorizacion de Bush y colaboradores se basa en los sustratos de
hidroélisis de la enzima y el tipo de sustancia que inhibe su actividad (Bush, et al., 1995;

Livermore, 1995; OPS, 2004a). En el Cuadro 1.3 se pueden apreciar las principales
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caracteristicas de cada tipo de enzima de acuerdo a estas dos sistematizaciones. En el

Anexo A se puede apreciar un esquema grafico de estas dos clasificaciones.

Cuadro 1.3.- Clasificacion de B-lactamasas. Tomado y traducido de: OPS, 2004a.

GRUPO FUNCIONAL

DE BUSH, JACOBY- - OLTnggL AR | ATRIBUTOS DE LAS p - LACTAMASAS EN
MEDEIROS EL GRUPO FUNCIONAL

GRUPO | SUBGRUPO DE AMBLER

AmpC B-lactamasa en bacterias Gram negativas.

Los genes a menudo son cromosémicos pero pueden
ser codificados por plasmidos. Confiere resistencia a
1 C todos los tipos de [-lactdmicos, excepto los
carbapenems (a menos que se combinen con cambios
en las porinas). No son inhibidas por el acido
clavulanico.

La mayoria de enzimas del grupo 2 son inhibidas por
2 A,D el acido clavulanico ( a menos que se indique lo
contrario)

A Incluyen penicilinasas estafilocdcica y enterococica.

2a . . .
Confiere alta resistencia a las penicilinas.

B-lactamasas de amplio espectro, incluyen TEM-1 y
2b A SHV-1, primordialmente de bacterias Gram
negativas.

Las pB-lactamasas de espectro extendido (BLEEs)
confieren resistencia a las penicilinas,
oximinocefalosporinas y monobactamicos.

2be

>

B-lactamasas tipo TEM (IRT) y una SHV que son

2br . s
b resistentes a los inhibidores

2c Enzimas que hidrolizan la carbenicilina

Enzimas que hidrolizan la cloxacilina-(oxacilina),

2d inhibidas moderadamente por el 4cido clavulanico

2e Cefalosporinasas

> > O |>]| >

Enzimas que hidrolizan los carbapenems con serina

2f .
en la zona activa

Metalo- B-lactamasas que confieren resistencia a los
carbapenems y todos los tipos de [-lactamicos
excepto los antibidticos monobactamicos. No son
inhibidas por el 4cido clavulanico.

3 3a, 3B, 3C B

Penicilinas miscelaneas que no caben en otros
grupos. No son inhibidas por el 4cido clavulanico.

La enzima de mayor relevancia clinica en P. aeruginosa es la B-lactamasa tipo
AmpC de origen cromosomico, la misma que al sobreexpresarse gracias a un
mecanismo complejo de interaccion y mutacion de varios genes, otorga a esta bacteria
resistencia frente a la mayoria de antibidticos P-lactamicos (Langaee, et al., 2000;
Reisbig, et al., 2003; Schmidtke & Hanson, 2006; Juan, et al., 2006; Henrichfreise, et
al., 2007a).
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A pesar de que P. aeruginosa produce otro tipo de enzimas f-lactamasas, tales
como las BLEE o tipo AmpC de origen plasmidico, estas son muy poco frecuentes en
relacion a aquellas de origen cromosomico (Livermore, 1995; Campbell, et al., 1997,
Martinez & Hernandez, 2001; Gomez, et al., 2005), presentandose en apenas el 0,5-

2,5% de los casos clinicos (Livermore, 1995).

1.4.2.1.1. Mecanismo de sobreproduccion de AmpC

Como ya se ha mencionado, la sobreproduccion de AmpC es el mecanismo de
resistencia mas prevalente frente a B-lactimicos en P. aeruginosa, encontrandose entre
el 20 al 75% del total de aislados clinicos resistentes (Henrichfreise, et al., 2007a;
Basak, et al., 2009). Los antibidticos frente a los cuales este sistema otorga resistencia
son los siguientes: a) cefalosporinas de segunda generacion como: cefuroxima,
cefoxitina cefmetazol, b) cefalosporinas de tercera y cuarta generacion como:
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefotetan y cefepime, c¢) monobactadmicos como el
aztreonam, y d) penicilinas de amplio espectro como la piperacilina-tazobactam

(Gomez, et al., 2005; Basak, et al., 2009).

La sobreexpresion del gen ampC “se relaciona muy estrechamente con el
proceso de reciclaje de péptidoglucanos de algunas bacterias y fue inicialmente descrito
para Enterobacteriaceae (Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii) siendo

posteriormente encontrado como conservado para P. aeruginosa” (Juan, et al., 2005).

Este sistema, también conocido como mecanismo de “derepresion” parcial o
completa de ampC, involucra a los genes: ampC, ampG, ampR, y el operén bicistronico
ampDE, cuyas interacciones moleculares y eventos mutacionales permiten la
sobreexpresion de la B-lactamasa tipo AmpC (OPS, 2004b; Dumas, et al., 2006;
Reinhardt, et al., 2007) y es considerado como “el mas sofisticado mecanismo de

represion-derepresion descrito en el mundo bacteriano” (Juan, et al., 2006).

En P. aeruginosa al igual que en otras bacterias, el sistema es inducible por los

propios antibidticos, se conoce que la cefoxitina e imipenem son inductores fuertes

! Derepresion: Traduccién informal del término “derepression” que significa ausencia de represién en el gen ampC.
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mientras que antibidticos como la ceftazidima , cefepime, piperacilina y aztreonam son
inductores débiles (Moya, et al., 2008; Jacoby, 2009). En condiciones normales y sin
inducciébn por antibidticos, la bacteria expresa cantidades basales de AmpC,
denominandose a este estado como “represion de ampC”, en donde cada uno de los
componentes del sistema génico juega un rol definitivo en la represion del gen ampC. El

proceso se describe de manera detallada a continuacion (Véase Figura 1.4,y 1.5).

Quter membrane

I.G-anhytlromurup-eptide:?h(/\ {:}

Periplasmic space

Cell membrane

NT

-‘T
RSN

UDP-MurNAc- //
pentapeptld-es/\ W Voo : {:}

AmpC

Figura 1.4.- Represion de ampC. Durante el proceso normal de reciclaje del peptidoglucano, 1,6-
anhidromurapéptidos son removidos desde la membrana y transportados al citoplasma por la permeasa
AmpG. Una vez dentro, son hidrolizados por AmpD para generar tres péptidos libres los mismos que son
convertidos a UDP-muramil-N-acetil-pentapéptidos (péptidos represores) , éstos interactian con AmpR y
en conjunto se unen a la region intergénica ampR-ampC, creando una conformacion que reprime la
transcripcion de ampC. En este estado, se producen niveles bajos de AmpC y la enzima se localiza en el
espacio periplasmico confiriéndole resistencia intrinseca frente a los antibidticos B-lactamicos (Lister, et
al., 2009).
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Figura 1.5.- Derepresion de ampC asociada a mutaciones en ampD. La presencia de mutaciones que
conducen a la inactivacion de AmpD o a la expresion disminuida del gen que la codifica, no permite la
hidrélisis de los 1,6-anhidromurapéptidos (péptidos inductores) los mismos que se acumulan en el
citoplasma, y acttan tras vincularse a la proteina reguladora AmpR como inductores de la expresion de
ampC, esto debido a la conformacion que adquiere, resultanto en una sobreexpresion de la enzima en

altos niveles constitutivos (Lister, et al., 2009).

Cualquier alteracion o inactivacion de los componentes de este sistema génico
producida por mutaciones en su secuencia, desencadenan el estado de “derepresion” y
por lo tanto la sobreexpresion inducida para el sistema génico de la B-lactamasa AmpC
(Juan, et al., 2005; Schmidtke & Hanson, 2006; Wolter, et al., 2007; Moya, et al.,
2008). Hasta el momento, se ha demostrado que las mutaciones asociadas a la
resistencia de mayor importancia son las encontradas en los genes: ampD y ampR
aunque se ha encontrado también aislados de P. aeruginosa productores de f-
lactamasas que no poseen mutaciones en ninguno de los genes del sistema (Juan, et al.,

2005; Wolter, et al., 2007).

El genotipo mutante de “derepresion” puede ser parcial o completo y
dependiendo de su grado se presentara el nivel de resistencia fenotipica (Gémez, et al.,

2005; Wolter, et al., 2007, Amber, et al., 2008). De tal forma que las cepas con
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“derepresion” parcial expresan niveles ligeramente incrementados de AmpC
manteniendo cierto grado de inducibilidad por antibidticos, mientras que aquellas con
“derepresion” completa presentan niveles elevados de AmpC con pérdida completa de

la inducibilidad (Wolter, et al., 2007; Amber, et al., 2008).

1.4.2.2. Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion son complejos enzimaticos compuestos por un
sistema de tres proteinas: una presente en la membrana externa, en donde forma un
canal, otra en la membrana interna, en donde actia como un intercambiador droga-
proton, y finalmente una en el especio periplasmico, la cual permite la vinculacion entre
las otras dos (Soberén, 2003; Poole, 2004). Este mecanismo de resistencia otorga a la
bacteria la capacidad de expulsar desde el citoplasma compuestos dafinos, como
detergentes y sustancias antipaticas en contra a un gradiente de concentracion (Gémez,

et al., 2005).

Las bombas de expulsion estan clasificadas en dos grandes grupos seglin sus
caracteristicas estructurales: el primero, y de mayor relevancia, es el conformado por la
familia de transportadores RND (resistance nodulation-division), y el segundo
denominado MFS (mayor facilitator superfamiliy). En cuanto al primer grupo, su
sistema tripartito estd conformado por las proteinas: RND, MFP (membrane fusion
protein) y OMF (outer membrane factor); mientras que el segundo grupo esta
compuesto por: MFS, MFP y OMF, tal como se aprecia en la Figura 1.6 (Poole, 2004;
Soberon, 2003).

Figura 1.6.- Organizacion y operacion de las bombas de expulsion que confieren resistencia

antimicrobiana en bacterias Gram negativas. Modificado de: Poole, 2004.
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Este mecanismo es inducible por antibioticos, especialmente ciprofloxacina, y
se ha demostrado que la presencia de mutaciones en los genes que codifican para
cualquiera de las tres proteinas que conforman el sistema ocasiona la sobreexpresion de
la bomba y por lo tanto un fenotipo resistente a distintos tipos de antibioticos

dependiendo de los genes que alteren su expresion (Gomez, et al., 2005).

Las principales bombas de expulsion descritas para esta bacteria se encuentran
expuestas en el Cuadro 1.4. La bomba mexAB-oprM, cuya expresion es constitutiva,
incrementa su actividad con determinados eventos mutacionales que favorecen a la
bacteria confiriéndole resistencia ante penicilinas, quinolonas, cefalosporinas e incluso
meropenem; a su vez, la expresion de las bombas mexCD-oprJ y mexEF-oprN se
encuentra silenciada y la presencia de mutaciones en estos genes le confiere a P.
aeruginosa resistencia frente a quinolonas y algunos B-lactamicos que incluyen
meropenem ¢ imipenem. Mutaciones en la bomba mexXY-oprM, la misma que es
inducible por los propios antibioticos, le otorgan resistencia frente a quinolonas, f -
lactamicos, meropenem, y aminoglucésidos (Nakae, et al., 1999; Poole, 2004; Dumas,

et al., 2006; Reinhardt, et al., 2007et al.).

Cuadro 1.4.- Principales bombas de expulsion presentes en Pseudomonas aeruginosa. Tomado y
adaptado de: Poole, 2004.

COMPONENTES DE LA BOMBA DE EXPULSION’ :
SITIO DE MUTACION
MFP RND OMF
MexA MexB OprM nalB, nalc, mexR
MexC MexD Oprj nfxB
MexE MexF OprN nfxC en mexT
MexX MexY OprM mexZ

" MFP: membrane fusion protein, RND: resistance nodulation-division, OMF:

outer membrane factor.
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1.4.2.3. Alteracion de transporte: porinas de membrana

Las porinas son proteinas transmembranales que permiten el ingreso de
compuestos a la célula mediante difusion facilitada. Uno de los mecanismos de
resistencia en P. aeruginosa ocurre mediante el bloqueo o pérdida completa de la porina
OprD, la cual se encarga de la difusion facilitada de los carbapenems como imipenem y
meropenem, confiriéndole resistencia al bacteria en condiciones de ausencia de la
porina o expresion disminuida del gen que codifica para la misma (Gomez, et al., 2005;

Dumas, et al., 2006; et al.Reinhardt, et al., 2007; Henrichfreise, et al., 2007b).

Debido a la alta afinidad que presenta la porina OprD para el antibidtico
imipenem, las cepas con mutaciones inactivantes de esta porina son seleccionadas por el
uso de imipenem y su fenotipo es resistente (Gomez, et al., 2005; Dumas, et al., 2006;
Reinhardt, et al., 2007). Sin embargo, se ha demostrado que para que la cepa pueda
presentar la resistencia a este fArmaco por este mecanismo ocurre una interaccion entre
la inactivacion de la porina y la sobreproduccion de [-lactamasas de origen
cromosémico las cuales lo hidrolizan muy lentamente (Livermore, 1992). Para el caso
de meropenem, dado a que la afinidad de la porina OprD con el mismo es setenta veces
menor en relacion a imipenem, unicamente se ha detectado sensibilidad disminuida por
la presencia de este mecanismo molecular de resistencia (Goémez, et al., 2005;

Henrichfreise, et al., 2007b).

1.4.2.4. Modificacion de sitios de accion

Las proteinas denominadas por sus siglas en inglés como PBP (penicillin
binding protein) estan implicadas en la sintesis de peptidoglucano en bacterias y son el
sitio de accion de antibidticos tales como las penicilinas, de tal forma que cuando un
antibidtico de este tipo ingresa y se une con gran afinidad a las mismas, las enzimas se
inactivan inhibiendo la sintesis del peptidoglucano, motivo por el cual la célula muere,

presentando un fenotipo resistente frente al mismo (Hawkey, 1998).

Es asi, que el mecanismo de resistencia implica la modificacion de los sitios
blancos de unién de la penicilina PBP, de tal forma que el antibidtico ingresa a la célula

pero no logra unirse al sitio objetivo o se une con menor afinidad, siendo en estas
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circunstancias incapaz de inhibir su actividad y presentando por tanto resistencia frente

a ese antibiotico (Hawkey, 1998).

Si bien este mecanismo es comun en bacterias Gram positivas, para P.
aeruginosa aun la situacion no es clara. Como explicaban Martinez y Hernandez en el
2001 “Algunos autores han relacionado la resistencia frente a imipenem con alteracion
en la expresion de la PBP4 pero hasta el momento no se ha demostrado la importancia

de este mecanismo para esta bacteria”.

1.4.3. Diagnostico de infeccion causada por Pseudomonas aeruginosa

1.4.3.1. Métodos de diagnéstico tradicional

Dado a que las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa poseen una
amplia distribucion, el aislamiento de esta bacteria puede darse a partir de una infinidad
de tipos de muestras. Para la obtencion de resultados reales en el diagnostico de la
bacteria y en el menor tiempo posible, deben considerarse todos los pardmetros que
permitan su correcta toma, manejo y procesamiento. Estos parametros generales son: a)
que el material que se utilice para la toma de la muestra sea estéril, evitindose a toda
costa la contaminacion externa de la muestra cuando ésta sea tomada, b) que la cantidad
del material recuperado debe sea la adecuada con el fin de poder realizar todos los
examenes de laboratorio requeridos, y ¢) que el procesamiento se realice lo mas pronto
posible con el fin de que sea un reflejo cuantitativo de la situacion real del paciente

(Baron, et al., 1994).

Dentro del diagnostico tradicional, las muestras son sembradas en un medio de
cultivo diferencial, de uso habitual en el laboratorio para el aislamiento de patdgenos.
Algunos de los medios méas comunmente empleados para este fin son: agar sangre, agar
MacConkey y agar chocolate. Paralelamente se realiza un cultivo en medio de soporte
para obtener un respaldo de la muestra clinica investigada, este medio es generalmente
el caldo de tioglicolato o infusion cerebro corazéon (Baron, et al., 1994). Una vez

inoculados,estos medios son incubados a 37° C por 24h.
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Tras la identificacion preliminar del patogeno en funcidon de sus caracteristicas
morfologicas en el medio diferencial, (en el caso de P. aeruginosa, la formacion de
colonias alargadas con coloracion verdosa y fuerte olor a frutas), se realiza la
identificacion final mediante la siembra en medios de cultivo para la ejecucion de las
pruebas bioquimicas convencionales. En la Tabla 1.1 se muestran los resultados de las

pruebas en P. aeruginosa.

Tabla 1.1.- Resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de Pseudomonas aeruginosa.

Tomado de: Alvarez, Boquet & de Fez, 1996; Baron, et al., 1994.

RESULTADO
MEDIO SIGNIFICADO
Reporte Cambio de color
TSI K/K Medio alcalino, color: rojo No existe fermentacion de glucosa
H2S (-) Colonias con brillo metalico. ni lactosa.
No existe produccion de acidos,
MR (-) No hay cambio de color al acetoina o  butanediol como
MR-VP ) ) )
VP (-) afadir el reactivo productos finales del metabolismo
de la glucosa.
Utiliza citrato como tnica fuente de
Citrato + De verde a azul
carbono.
Algunas cepas poseen la enzima
Urea +/- De rosa claro a fucsia ureasa, de ser asi esta hidroliza la
urea del medio.
H>S (-) . :
) No posee enzima triptofanasa para
SIM Indol (-) No hay cambio de color ) )
. degradar el triptofano a indol.
Motilidad (+)
No descarboxilacion de la lisina, no
Lisina - No hay cambio de color posee la enzima lisina
descarboxilasa
) Posee la enzima catalasa que le da
Se observa la formacion de )
) ) la capacidad de descomponer el
Catalasa + burbujas en el medio ) )
peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno
Presencia de la enzima
o citocromooxidasa por lo cual el
Aparicion de un color azul | =~ . o )
Oxidasa + dimetil-parafenilen-diamin (reactivo
oscuro
incoloro) se oxida dando wun
producto de color.
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Dependiendo del caso, la identificacion también puede efectuarse mediante el
empleo del sistema multitest API 20E (para bacilos Gram negativos), el mismo que
consiste en una prueba bioquimica mas completa dispuesta en un microarreglo en donde
se encuentran los sustratos secos, una vez que estos son re-hidratados al colocarse una
suspension del microorganismo en cada celda, permite que la reaccion bioquimica
ocurra tras su incubacién a 37° C por 24h, permitiendo asi la identificacion de P.
aeruginosa gracias a la codificacion que arroja la reaccion en cada celda de la prueba

(Baron, et al., 1994).

Existen adicionalmente métodos automatizados, que paralelamente a la
identificacion de la bacteria permiten conocer su antibiograma, pero que son utilizados
en casos especiales debido a lo costoso de los reactivos necesarios para la operacion de
los mismos, un ejemplo de esto es el bioMerieux Vitek, Inc. El cual partiendo de una
muestra del microorganismo realizarda un amplio set de pruebas bioquimicas
relacionando los resultados con su amplia base de datos para la identificacion,
permitiendo de esta forma obtener resultados rapidos sin la asistencia de ningln

operador (Baron, et al., 1994).

1.4.3.2. Métodos de diagndstico molecular

Debido a las limitaciones inherentes a los métodos de diagnodstico
tradicionales, el desarrollo de técnicas moleculares de identificacion de patogenos de
relevancia clinica como P. aeruginosa se ha potenciado ampliamente en los ultimos
afios. Estas metodologias han permitido superar las dificultades en cuanto al tiempo de
emision de resultados, ya que permiten la identificacion de P. aeruginosa en tan solo un
dia, superando la obtencioén de resultados mediante el uso de pruebas convencionales
que toman alrededor de ocho dias. Asi mismo, se ha logrado mejorar por mucho la
sensibilidad y especificidad en comparacion a las pruebas tradicionales llegando a
exhibir valores de especificidad y sensibilidad de 100% (Cattoir, et al., 2010; Baron, et
al., 1994).

Los principales métodos de diagndstico molecular empleados para la
identificacion de P. aeruginosa son: la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real cuantitativa (RT-Q-PCR). Estas
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técnicas permiten revelar la presencia de la bacteria basadas en el principio de que una
gran cantidad de ADN puede ser sintetizado a partir de un solo fragmento presente en
una muestra mediante una reacciéon enzimatica. El producto de esta reaccion, que
determina la presencia del microorganismo investigado, sera detectado entonces gracias
a la visualizacion del fragmento en geles de agarosa sometidos a electroforesis (PCR) o
mediante la cuantificacion de la emision de fluorescencia en tiempo real de la sonda
marcada radiactivamente afiadida a la reaccion que hibrida con el ADN de nuestro
interés (RT-Q-PCR) (Baron, et al., 1994; Pandero, Rivas & Sanchez, 2000; Kubista, et
al., 20006).

Los principales blancos genéticos empleados hasta la actualidad para la
identificacion de la presencia de P. aeruginosa en muestras clinicas son: 16S rRNA,
algD, oprl, oprL, toxA, gyrB y ecfX. Sin embargo, se han observado resultados falsos
positivos con 16S rRNA y oprl, asi como falsos negativos con los genes algD y toxA,
por lo cual los genes ecfX y gyrB han sido escogidos como los principales blancos en el
diagnostico molecular de este patdgeno debido a la alta especificidad y sensibilidad de
los ensayos evaluados en muestras de sangre (et al.Lavenir, et al., 2007; Anuj, et al.,

2009; Cattoir, et al., 2010).

Para superar los inconvenientes que ocasiona la obtencion de falsos positivos o
negativos, se han propuesto recientemente métodos de amplificacion tipo duplex
mediante PCR en tiempo, que detectan a la vez los genes: gyrB y ecfX volviendo atn
mas sensible y especifica la técnica al existir la posibilidad de encontrar resultados

cruzados por la presencia de otras bacterias en la muestra (Anuj, et al., 2009).

1.4.4. Tratamiento de infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa

El tratamiento de la infeccion causada por P. aeruginosa depende en gran
medida de consideraciones clinicas inherentes a cada tipo de infeccion. De manera
general se debe procurar tratar la enfermedad lo mas répido posible con un antibidtico
ante el cual la bacteria sea sensible in vitro con el fin de evitar la seleccion de cepas

multiresistentes (Beherman, et al., 2004).
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Para el caso de pacientes cuyo sistema inmunologico sea normal o para
infecciones urinarias se recomienda la utilizacion de un solo antibidtico, mientras que
para otro tipo de infecciones graves, septicemias, infecciones en pacientes
inmunodeprimidos o terapia empirica se recomienda el empleo de una combinacion de
dos antibioticos generalmente un B-lactamico y un aminoglucosido para garantizar al
maximo el éxito de la antibioticoterapia gracias al sinergismo generado, (Jawetz, et al.,
2002; Beherman, et al., 2004; Kayser, et al., 2005; Murray, et al., 2006). En la Tabla
1.2 se puede apreciar una recopilacion de los principales antibidticos empleados en la

terapia en infecciones por P. aeruginosa.

Tabla 1.2.- Antibidticos empleados en el tratamiento de la infeccion por P. aeruginosa (Autora).

TIPO GRUPO ANTIBIOTICO TERAPIA
Penicilinas de amplio Ticarcilina® Combinada *
espectro (anti- Piperacilina® Combinada *
Pseudomonas) Piperacilina-tazobactam” Monoterapia °
o Terapéutica Primaria®/
Ceftazidima® b
p-lactamicos Cefalosporinas Monoterapia
Cefoperazona® Monoterapia °
Imipenem *° ND
Carbapenemes =
Meropenem ND
Monobactanos Aztreonam™ ND
Gentamicina® Combinada *
Grupo 1I de espectro — .
Aminoglucésidos ) Tobramicina * Combinada *
ampliado
Amikacina * ND
Quinolonas Ciprofloxacina * ND

2 Jawetz, Melnick, Butel & Morse, 2002, ® Beherman, et al., 2004, © Florez, 2005, ND: No documentado.

1.4.5. Deteccion de resistencia antimicrobiana en Pseudomonas

aeruginosa

1.4.5.1. Métodos de deteccion tradicionales

La determinacion del perfil de sensibilidad de P. aeruginosa frente a los

antibioticos mas comunmente empleados para el tratamiento, es un punto critico en la

22




eleccion de la terapia antimicrobiana de una infeccion y al ser aplicada adecuadamente,
permite un mejor pronostico.. Las técnicas tradicionales para la determinacion de este
perfil se encuentran completamente difundidas, siendo al presente pruebas de aplicacion

rutinaria en el laboratorio clinico.

La técnica clasica para la determinacioén de resistencia frente a antibiodticos es
la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mediante dilucion del
antimicrobiano en el caldo de cultivo. Ello permite la obtencion de un “resultado
cuantitativo de la cantidad de antibidtico que es necesaria para la inhibicion de un
microorganismo especifico” (Baron, et al., 1994). Esta metodologia se basa en la
realizacion de diluciones seriadas en repeticion del agente antimicrobiano en el caldo de
cultivo de tal forma que tras la incubacion por 24h a 37° C es factible conocer la mas
baja concentracion a la cual el antimicrobiano inhibe el crecimiento de la bacteria

(Baron, et al., 1994).

Debido a lo laborioso del método antes mencionado las casas comerciales
desarrollaron kits para la determinacion del CMI mediante plataformas de
microdiluciones que gracias a lecturas de resultados automatizadas volvieron de mayor
aplicacion la técnica al laboratorio. Sin embargo, otros métodos que permiten elucidar
la resistencia se aplican de forma mas practica en el laboratorio. Uno de estos métodos y
quizas el mas difundido es el método de difusion de disco, el mismo que es conocido

regularmente como antibiograma (Baron, et al., 1994).

El método de difusion de disco se basa en el principio de que al afadir un disco
que posee una concentracion conocida de antibidtico que es efectiva para la inhibicion
del crecimiento del microorganismo, este se difundird en el medio de cultivo
circularmente, de tal forma que inhibird el crecimiento de bacterias en un halo alrededor
del mismo. Conforme mayor sea este halo (valores de radio en mm.) mejor sera la
accion del antimicrobiano por lo tanto la bacteria serd sensible frente al mismo, y a
menores valores o ausencia del halo la bacteria presentard resistencia. En base a este
principio existen ya los valores estandarizados que determinan el perfil fenotipico de

resistencia frente a los antibioticos cominmente empleados (Baron, et al., 1994).
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1.4.5.2. Métodos de deteccion molecular

En los ultimos afios con el afan de comprender de una manera mas integral el
perfil de sensibilidad bacteriano, cientificos alrededor de todo el mundo han
concentrado esfuerzos en la investigacion de los mecanismos de resistencia a nivel
molecular y han desarrollado métodos que permiten la investigacion de estos perfiles

basados en la informacion genotipica del patdgeno.

Estos resultados presentan una informacién mas amplia y precisa del perfil de
resistencia de la bacteria, y por lo tanto su aplicacion a largo plazo en el laboratorio
clinico podria ser vital para hacer ain mas efectiva la toma de decisiones en cuanto al
tratamiento antimicrobiano. Los principales métodos que deben ser empleados para la
investigacion del material genético bacteriano en busqueda de mecanismos de
resistencia molecular, y en el caso de esta investigacion para la determinacion del
mecanismo de sobreproduccion de AmpC asociado a la presencia de mutaciones en los

genes del sistema son: ampC, ampD, ampE, ampG y ampR.

1.45.2.1. Extraccién de ADN

El aislamiento de ADN es el primer paso para el estudio del mecanismo
molecular de resistencia mediado por la sobreproduccion de AmpC, ya que permite
obtener el material genético que sera procesado para la identificacion de mutaciones
asociadas a resistencia en los genes del sistema. El objetivo de este paso serd por tanto,
separar el ADN de los demas componentes celulares para obtener una “solucion
homogénea del mismo que represente la informacién genética completa contenida en
una célula”. Por este motivo, el método de extraccidon debe ser eficiente, no debe alterar
ni fisica ni quimicamente las moléculas de ADN y debe ser rapido y simple. Los
métodos de aislamiento comprenden en general cuatro pasos esenciales que son: a) lisis
celular, b) desproteinizacion y remocion de ARN, c) concentracion de ADN y d)

determinacion de pureza y cantidad de ADN.

La lisis celular es una de las etapas mas importantes en el aislamiento de
material genético. Los métodos para alcanzar este fin pueden ser quimicos

(detergentes), mecanicos (sonicacion, agitacion) o enzimaticos (proteinas que rompen
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las paredes celulares). En esta etapa se obtiene el material del interior de la célula en

forma libre al haberse lisado las membranas celulares y nucleares.

La desproteinizacion y remocion de ARN tienen como fin remover los
productos no deseados del lisado, es decir proteinas y ARN. Esta remocion se facilita
gracias a que las propiedades quimicas y de solubilidad de las proteinas son distintas a
las del ADN, siendo este hidrofilico mientras que las proteinas son parcialmente
solubles en solventes organicos debido a su mayor hidrofobicidad. Por lo tanto, el uso
de diversos tipos de solventes organicos permite desproteinizar el lisado al separar estos
componentes en distintas fases, o mediante la formacidén de complejos insolubles con

las proteinas o ADN que bajo este mismo principio pueden ser retirados de la solucion.

Otros métodos usados para la desproteinizacion se basan en la utilizacion de
enzimas que digieren las proteinas y/o columnas de silica gel, este ultimo se fundamenta
en la capacidad que posee el ADN para unirse a superficies de silica en presencia de
altas concentraciones de sales, mientras que las proteinas por la presencia de las sales no
se adsorben a esta membrana, separandolas de la solucidn; este método es empleado en
algunos kits comerciales. En cuanto a la remocion de ARN, esta se realiza
habitualmente con enzimas tipo ARNasas las cuales degradan el ARN removiéndolo del

preparado.

El objetivo de la concentracion de ADN es concentrar el ADN de alto peso
molecular de la solucion desproteinizada, y ademas remover nucleétidos, aminoacidos e
impurezas de bajo peso molecular que hayan quedado después de la lisis celular. Esto se
logra gracias a la precipitacion del material genético con alcohol (etanol, o alcohol

1soamilico) y didlisis con compuestos que absorben agua activamente.

Finalmente, la determinacion de la pureza y cantidad de ADN es ¢l paso en el
que se evaluan los resultados. En este paso generalmente se emplean técnicas de
espectrofotometria y fluorometria, que nos permiten conocer la calidad y cantidad del
ADN con el que vamos a trabajar. Debido a que el ADN presenta su maxima
absorbancia a 260 nm., los valores obtenidos en el rango de 0,1 — 2 representan una

concentracion de 0,5 a 100 pg/uL; mientras que, debido a que las proteinas presentan
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una maxima absorbancia a 280 nm., la pureza del ADN puede ser determinada al

establecer el radio de absorbancia Azs0/Azso, (Surzycki, 2000).

1.4.5.2.2. Disefio y analisis de cebadores

Un punto critico para el éxito de la PCR es el disefio y analisis de sus
cebadores. Para este fin existen algunos programas bioinformaticos disponibles que
permiten tanto el disefio (Primer BLAST) como el analisis de los pardmetros Optimos
para la eleccion de los cebadores (IDT Oligo Analyzer), estas herramientas son de gran
ayuda para la deteccion de los genes blanco implicados en el mecanismo de resistencia
por la sobreproduccion de AmpC. A continuacién se describen los principales
parametros que estos programas proporcionan para la acertada toma de decisiones en el

disefio del ensayo de PCR:

a) Tamafo: los cebadores deben ser lo suficientemente largos como para dar
especificidad a la reaccion y lo suficientemente cortos como para aumentar al
maximo la eficiencia de la hibridacion. Este tamafio se considera habitualmente

entre 18 — 30 nucleotidos.

b) Contenido en porcentaje de GC: de este parametro dependera la temperatura de
melting, los valores Optimos de este porcentaje deben encontrarse entre 40 — 60% y
deben ser muy similares para ambos cebadores. Se debe considerar en el disefio, que
en las 5 ultimas bases del cebador no pueden existir mas de 3 bases G o C para que
la unién de los mismos sea especifica y estable a la secuencia blanco; ademas se
recomienda que los cebadores terminen en una de estas dos bases debido a su
estabilidad de union, incrementando su especificidad (Surzycki, 2000; Arun &
Saurabha, 2003; Wadsworth, 2006; Cultek, 2010; Premier Biosoft International,
2010).

c) Estructuras secundarias: la presencia de estas estructuras, ya sea por interacciones
inter o intramoleculares, es indeseable ya que estas van a disminuir la eficiencia de
la reaccion de PCR. Las interacciones que deben ser evitadas se indican a

continuacion:
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i. Horquillas: o también conocidas como “hairpins”, son interacciones
intramoleculares que ocurren entre las bases del cebador, deben ser
evitados cuando los valores de la variacion de la energia libre de Gibss
(AG) son inferiores a -2 kcal/mol para la parte interna del cebador y

menores a -3 kcal/mol cuando se ubican en los extremos 3’ del mismo.

ii. Dimeros de cebadores: también conocidas como “primer dimers”, estas
interacciones intermoleculares deben ser evitadas. Cuando se forman
homodimeros, es decir uniones entre el mismo cebador, o heterodimeros,
entre los dos cebadores, se tolera como maximo valores de AG iguales a -6
kcal/mol cuando se encuentran en la parte interna; de encontrarse en el
extremo 3’ se toleran valores de hasta -Skcal/mol (Premier Biosoft

International, 2010).

d) Secuencias palindrémicas y/o repeticiones: las repeticiones de di-nucle6tidos deben

ser evitadas y se tolerard un maximo de 4 en todo el cebador, para las repeticiones
de nucledtidos individuales el limite de tolerancia sera igualmente de 4; en cuanto a
las secuencias palindromicas estas deberan ser evitadas con el fin de garantizar la
especificidad de hibridacion a la secuencia blanco (Surzycki, 2000; Premier Biosoft

International, 2010).

Temperatura de melting: esta temperatura (T,,) corresponde a la temperatura a la
cual el 50% del ADN bicatenario se ha disociado formando ADN monocatenario
que podra ser blanco para la hibridacion de los cebadores. Por ello, la especificidad
de la PCR esta vinculada con esta temperatura. Los valores tedricamente 6ptimos de
la Ty, oscilan entre 52-60° C. A valores cercanos o mayores a 65 ° existe una mayor
tendencia a la formacion de estructuras secundarias. Por otro lado, la temperatura de
hibridacioén, en teoria, es 5-10 ° C inferior a la Ty, El célculo de esta temperatura
puede realizarse haciendo uso de una gran variedad de formulas, la mas sencilla es
la de Wallace, descrita a continuacion. Otras formulas, a mas de considerar la
composicion del cebador toman en cuenta pardmetros termodindmicos de la
molécula (Surzycki, 2000; Wadsworth, 2006; Cultek, 2010; Premier Biosoft
International, 2010).
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Tw=2 (A+T) + 4 (G+C)

f) Andlisis de homologia y alineamiento de secuencias: este analisis se lleva a cabo
con el fin de evaluar la especificidad de los cebadores para el ensayo de PCR. El uso
de algoritmos en programas bioinformaticos nos permite conocer si el cebador se
une Unicamente al blanco en el organismo deseado, o si lo hace también con otros
organismos y con qué grado de homologia y probabilidad. Es por tanto, un punto
fundamental para la eleccioén del cebador adecuado y puede ser llevado a cabo en

programas que usan como base la informacion contenida en el NCBI.

1.4.5.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
permite la sintesis enzimdtica de gran cantidad de ADN a partir de una sola copia
presente en una muestra. Esto lo hace gracias a que secuencias cortas, (10 a 30 bases)
denominadas cebadores, hibridan la secuencia complementaria del sitio blanco de
estudio del material genético, mientras que una enzima ADN polimerasa termoestable
se encarga de adicionar ANTP’S (deoxinucleétidos trifosfato) desde el extremo 3’ de los
mismos, de tal forma que tras ser llevada esta mezcla a un proceso de ciclado bajo
temperaturas especificas que favorecen la reaccion, la enzima extendera la secuencia
entre los cebadores, obteniendo al final millones de copias del ADN blanco (Baron, et

al., 1994; Pandero, Rivas, Sanchez & 2000; Surzycki, 2000; Hayden, 2004).

El proceso de ciclado de temperaturas se repite de 25-30 veces en tres fases:

que se describen a continuacion:

a) Denaturacion: esta etapa se lleva a cabo a una temperatura que oscila entre 94 —
95°C durante 30 a 60 segundos, tiempo tras el cual el ADN bicatenario se
encuentra completamente denaturado, dando paso a las siguientes etapas que

facilitan la reaccidon enzimatica.

b) Hibridacion: también conocida como “annealing”, esta fase permite la unién por

complementariedad de los cebadores al principio y al final de la secuencia
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blanco y ocurre a una temperatura teorica de entre 50-55 °C por 30 a 60

segundos.

¢) Extension: una vez que los cebadores hibridan la secuencia blanco, se inicia la
reaccion enzimdtica de adicién de nucledtidos en el extremo 3’ por una ADN
polimerasa termoestable. La principal consideracion para fijar la temperatura de
esta etapa es que esta deberd ser lo suficientemente alta y cercana a la
temperatura Optima de accion de la enzima pero a su vez lo suficientemente baja
como para no permitir la disociacion de los cebadores. La temperatura de 72°C
es la mas usada para este fin por un tiempo de 15 — 20 segundos para 1 Kpb. del

fragmento deseado (Surzycki, 2000).

Los fragmentos resultantes de este ciclado se denominan amplicones y pueden
ser visualizados por electroforesis en geles de agarosa previo a su purificacion para ser
secuenciados automaticamente y permitir asi la deteccion de mutaciones asociadas a la

resistencia mediada por la sobreproduccion de AmpC.

1.4.5.2.4. Secuenciacién automatica

El método de secuenciacion tradicional para diagndstico molecular es el
descrito por Sanger en 1977, el cual se fundamenta en la sintesis de fragmentos de
ADN. Esto ocurre gracias a la presencia de uno o mas cebadores que hibridan al
amplicon purificado, y a partir de los cuales, una polimerasa especialmente designada
afade deoxinucléotidos (dNTP’s) en el extremo 3’, hasta que un terminador
denominado dideoxinucledtido (ddNTP) se incorpora y completa efectivamente la
sintesis de un producto de secuenciacion. Este dideoxinucledtido es una molécula
andloga al deoxinucledtido, pero carente del grupo hidroxilo 3’ necesario para la
formacion del enlace fosfodiéster durante la polimerizacion, por lo cual interrumpe la
sintesis de ADN (Surzicky, 2000; Alcorn & Anderson, 2004; Applied Biosystems,
2009). El resultado de esta reaccion genera fragmentos de ADN que comparten su
extremo 5’°, sin embargo poseen diferentes tamafios y en su extremo 3’ poseen una base
especifica tras la incorporacion del terminador ddNTP, de tal forma que al separar estos
fragmentos por electroforesis en geles de poliacrilamida es factible conocer la secuencia

del fragmento de ADN estudiado (Surzycki, 2000).
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Los métodos de secuenciacion automatica emplean este fundamento, pero
identifican la secuencia de una forma automatizada gracias a la deteccion de
fluorescencia emitida por fluorocromos afiadidos a la mezcla. Cuando los fluorocromos
son afiadidos a los cebadores se ejecutan cuatro reacciones por separado y en cada una
se encuentra el cebador marcado con un colorante fluorescente diferente y uno de los
cuatro ddNTP’s. A su vez, en el caso de que el marcaje se haya realizado en los
ddNTP’s cada uno de estos seran etiquetados con un colorante fluorescente distinto y se
realiza una sola reaccion. Al final de cualquiera de los dos tipos de reacciones, los
productos de secuenciacion son separados por electroforesis capilar lo que permitira la
deteccion de cada base nitrogenada gracias a la excitacion de dichos fluorocromos por

un rayo laser (Applied Biosystems, 2009; Alcorn & Anderson, 2004).

1.4.5.2.5. Andlisis de secuencias

Una vez que se obtiene la secuencia del gen es necesario su analisis, con el fin
de poder determinar la presencia de mutaciones asociadas a la resistencia molecular por
la sobreproduccion de AmpC. Esto se logra comparando la secuencia del gen que se
esta investigando con secuencias de cepas patron disponibles en bases de datos como el

NCBL

Para este fin, se efectia un alineamiento multiple de secuencia (AMS)
empleando programas bioinformaticos como: Clustal W, Clustal X, T-coffe, entre otros,
comunmente empleados en biologia molecular. Como explica Vinueza (2007), un AMS
se realiza en base a la consideraciéon de que las secuencias ingresadas poseen una
relacion evolutiva por la cual comparten un linaje y descienden de un ancestro comun,
de tal forma que al sobreponer las secuencias unas respecto a otras el resultado arrojara

la maxima similitud entre ellas.

El resultado del AMS permite inferir la homologia de las secuencias
comparadas y su relacion filogenética, asi como identificar mutaciones puntuales o de
insercion o supresion de nucledtidos gracias a la representacion visual del programa
empleado. Este resultado es ademas un “modelo hipotético” que explica estos eventos

mutacionales a través de la evolucion (Rodriguez, et al., 2006).
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Existen ademas, programas que tras el AMS permiten la edicion, traduccion a
proteina y busqueda automadtica de mutaciones, lo cual facilita el procesamiento de la
informacion por parte del investigador. Algunos de estos programas son Bioedit, Codon
Code Aligner y Jalview, los mismos que permiten obtener datos de relevancia de las

secuencias investigadas asi como datos en linea del NCBI.

Una vez que han sido identificadas las mutaciones y el cambio que estas
producen a nivel proteico, la informacién debe ser procesada correlacionando toda la
informacion genotipica con la fenotipica de cada cepa, ademds de comparar los
resultados obtenidos con bases de datos e investigaciones que permitan comprobar la

asociacion de la misma a la resistencia bacteriana.

1.5. Sistema de hipdtesis o pregunta de investigacion

Las mutaciones encontradas mediante PCR y secuenciacion automatica en la
secuencia de los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR en Pseudomonas
aeruginosa estan asociadas a resistencia fenotipica frente a antibioticos p-lactamicos:

piperacilina/ tazobactam, ceftazidima, cefepime y aztreonam.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El presente proyecto fue cofinanciado entre el Laboratorio de Biotecnologia
Humana de la Escuela Politécnica del Ejército, en su afan de apoyar el desarrollo
cientifico dentro del area de investigacion biomédica, y la autora Maria Gabriela Granja
Bastidas. Ademas, el proyecto cont6 con la colaboracién activa del Laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade Marin, el mismo que proveyo las cepas

clinicas con perfil de resistencia conocido, asi como la cepa control ATCC 27853.

2.2. Zona de estudio

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Humana de
la Escuela Politécnica del Ejército, el mismo que estd ubicado en la ciudad de Sangolqui

del canton Rumifiahui , en la provincia de Pichincha (Av. Progreso S/N).

2.3. Periodo de tiempo de la investigacion

La investigacion se realizo en el transcurso de once meses, comprendidos entre

Febrero - Diciembre de 2010.

2.4. Diseiio

El proyecto de investigacion se realizd en el marco de un disefio de tipo
exploratorio-confirmatorio. La fase exploratoria comprendio6 el disefio y optimizacion
de cuatro sistemas de PCR para la identificacion de los cinco genes implicados en el
mecanismo molecular de sobreproduccion de AmpC, a partir de cultivos puros de la
cepa tipo ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa, evaluandose los parametros de

amplificacion hasta la determinacion de las condiciones dptimas del ensayo.

En la fase confirmatoria se procesaron aislados clinicos con perfil de

sensibilidad cuyas secuencias fueron analizadas mediante el empleo de herramientas

32



bioinformaticas con el fin de comparar el genotipo y fenotipo resistente frente a
antibidticos B-lactdmicos en relacion a la cepa ATCC y a las secuencias disponibles de

esta bacteria en el NCBI.

2.5. Procedimientos

2.5.1. Preparacion y mantenimiento de suspensiones celulares a partir de

cultivos puros

Se prepararon suspensiones celulares por duplicado a partir de la cepa ATCC
27853 y aislados clinicos con perfil de sensibilidad conocido, colocando tres asadas de
cultivo puro en 1,5 mL de glicerol al 60% y 1,5 mL de suero fisioldgico, las mismas que
fueron almacenadas a -20 °C para su uso y conservacion durante el desarrollo de esta
investigacion. Las suspensiones celulares de los aislados clinicos fueron preparadas a
partir de cultivos puros suministrados por el Hospital Carlos Andrade Marin en agar
sangre, manitol o Mueller Hinton dependiendo del caso; mientras que las suspensiones

de la cepa ATCC 27853 se realizaron a partir de agar sangre.

2.5.2. Obtencion de los controles positivos

Para la obtencion de controles positivos de ADN para la optimizacion de los protocolos
de amplificacion por PCR, se utilizaron las suspensiones celulares de la cepa ATCC
27853. 100 uL de estas fueron incubadas en 5 mL de medio liquido infusion cerebro
corazon por 24h a 37°C, tras lo cual se procedid a la extraccion de su ADN empleando
el protocolo detallado mas adelante. Cada uno de los controles de ADN con
concentraciones diversas, fueron llevados a una concentracion final de 15 ng/uL para su

empleo en la estandarizacion de los sistemas de amplificacion mediante PCR.

2.5.3. Extraccion de ADN bacteriano mediante Qlamp DNA Mini kit de
QIAGEN

Previo la obtencion del material genético fue necesaria la preparacion de un
medio de cultivo liquido, para lo cual se inocularon 100 pL de la suspension celular

correspondiente en 5 ml de caldo infusion cerebro-corazon (BHI), y tras la incubacion
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por 18 h a 37° C se procedio a la extraccion de ADN. El protocolo empleado es una

modificacion al procedimiento propuesto por el fabricante QIAGEN en el 2008, y

constd de los siguientes pasos:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se colocaron 2 mL de cultivo bacteriano en un microtubo. Se centrifugo el
microtubo a 14000 rpm por 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante con cuidado de
no alterar el pellet.

Se afiadieron 120 uL de buffer ATL junto con 20 pL de lisozima (15 mg/ml) al
pellet. Se incub6 la mezcla en un termobloque con agitacion a 37 °C por 60 minutos.
Se adicionaron 20 pL de proteinasa K (20 mg/ml) o proteasa (QIAGEN) a la mezcla
y se homogenizé con vortex. Se incubd la preparacion a 56 °C por 60 minutos.

Se afiadieron 200 pL de buffer AL y se mezcld suavemente con vortex. Se incubo6 la
mezcla a 70 °C por 10 minutos.

Se agregaron 200 pl de etanol frio (96- 100%) a la mezcla y se homogenizo
mediante vortex durante 15 segundos.

Se coloco la mezcla en una columna QIAamp unida a un tubo colector con cuidado
de no topar los bordes de la misma. Se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Se
descarto el tubo colector con el filtrado y se lo remplaz6 con uno nuevo.

Se anadieron 500 pL de buffer AW1 al interior de la columna con cuidado de no
topar los bordes y se centrifugé a 8000 rpm durante 1 minuto. Se descart6 el tubo
colector con el filtrado y se lo remplaz6 con uno nuevo.

Se colocaron 500 pL de buffer AW2 al interior de la columna con cuidado de no
mojar los bordes y se centrifugé a 14000 rpm por 3 minutos. Se descartd el tubo
colector con el filtrado y se coloco un tubo estéril de 1.5 mL a la columna.

Se adicionaron 50 pL de buffer de elucion AE en la columna con cuidado de no
topar las paredes de la misma y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 a 5
minutos. Se centrifugd a 8000 rpm y se descartd la columna. El ADN eluido fue

almacenado a — 80 °C.

2.5.4. Electroforesis en gel de agarosa

Para la verificacion del tamafio, integridad y una aproximacion de la cantidad

de ADN extraido fue necesaria la visualizacion del mismo en geles de agarosa previo a

su cuantificacion. El porcentaje al cual se prepara el gel depende del tamafio de la
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molécula, para el caso del ADN de Pseudomonas aeruginosa extraido este se visualizo
en un gel de agarosa al 0,8%. El procedimiento de preparacion del gel se describe a

continuacion:

1) Se calculo y peséd la cantidad de agarosa grado biologia molecular necesaria de
acuerdo a la concentracion del gel y se aford con buffer TBE 1X hasta el volumen
final considerado.

2) Se hidrat¢ la solucion mediante agitacion en frio durante 10 minutos en una plancha
con agitacion. Se calentd la solucion durante 1 minuto en el microondas hasta su
ebullicion y se agitoé durante otros 5 minutos mas dejando enfriar la solucion.

3) Se realiz6 un segundo calentamiento hasta que la solucién alcanzé nuevamente la
ebullicion y se tornd totalmente transparente.

4) Se dejo enfriar la solucién en la plancha con agitaciéon hasta que alcance una
temperatura de entre 50 — 55 ° C, y se anadié bromuro de etidio (Invitrogen) o
SYBR safe (Invitrogen) en relacion de 0,5 pL y 1pL por cada 10 mL de buffer TBE
1X, respectivamente.

5) Se colocd la soluciéon aun caliente en una cdmara previamente armada de
electroforesis horizontal con la peineta adecuada y se dejo solidificar a temperatura
ambiente. Al retirar la peineta y los contenedores se coloco el gel en una camara de

electroforesis horizontal y se cubrié el mismo con buffer TBE 1X.

Las muestras fueron cargadas en cada uno de los pocillos del gel de agarosa,
tomando 10 pL del ADN aislado con 2 pL de tampon de carga (BlueJuice Loading
Buffer 10X, Invitrogen). Ademas se cargaron 5 pL de un marcador de peso molecular
de 1 Kb. (Tracklt 1 Kb DNA Ladder, Invitrogen), esta referencia permitié aproximar el
peso molecular del ADN extraido. La migracion electroforética se realizd a un voltaje
de 100 V durante aproximadamente 1 hora. Posteriormente, se procedid a visualizar los
resultados en un fotodocumentador de luz UV (BioDoc- It, UVP) que emite luz a una

longitud de onda de 302 nm.

2.5.5. Cuantificacion de ADN por fluorometria

Para la determinacion de la cantidad de ADN extraido se utilizd el fluorometro

Qubit™ conjuntamente con el kit comercial Quant-iT dsDNA HS de Invitrogen, que
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detecta entre 0.01 y 100 ng/uL de ADN. El protocolo aplicado fue el sugerido por el

fabricante (Invitrogen, 2008) y se detalla a continuacion:

)

2)

3)

4)

Se preparo la solucion de trabajo, mezclando el fluor6foro con el buffer de dilucion
en una proporcion 1:200, tomando en cuenta que el volumen final por reaccion es
200 pL.

Se elaboraron las soluciones estandar mezclando 190 pL de la soluciéon de trabajo
con 10 uL de cada estandar de calibracion. Se mezclaron las soluciones en un vortex
por 3 segundos.

Se prepararon las pruebas mezclando la solucion de trabajo con la muestra de ADN
extraido. Se pueden tomar entre 1 a 10 pL de muestra, dependiendo de su
concentracion y se ajusta la solucion final a 200 pL. Esta mezcla se incubd a 37 °C
por 2 minutos.

Se calibra el equipo con los estandares 1 y 2 preparados anteriormente y se insertan
las pruebas en el fluorémetro. Con el fin de obtener resultados mdas precisos se
realizaron 3 lecturas de cada muestra. Finalmente, se calculd la concentracion de

ADN mediante la siguiente formula:

C = qf x 2004

Donde C es la concentracion de ADN en ng/ml, Qf es la lectura obtenida por el

fluorometro y X es la cantidad de muestra empleada en microlitros.

2.5.6. Deteccion de los genes de resistencia: ampC, ampD, ampE, ampG y

ampR mediante PCR convencional y PCR multiple.

2.5.6.1. Diseiio y analisis de cebadores

Los cebadores empleados para la amplificacion de los genes ampD y ampE

fueron los definidos por Juan y colaboradores en el 2005. Sus caracteristicas fueron
determinadas empleando el programa IDT OLYGO ANALYZER, y estan descritas en
la Tabla 2.1.
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Mientras que para la amplificacion de los genes ampC, ampG y ampR se
realizé un disefio de cebadores utilizando el programa PRIMER BLAST, en base a la
secuencia de la cepa PAO1 de P. aeruginosa. Tras el empleo del programa IDT
OLYGO ANALYZER, se escogieron los cebadores 6ptimos de diez opciones brindadas
por el PRIMER BLAST, mediante una evaluacién de parametros, tales como: tamatfio,
contenido de GC, estructuras secundarias, temperatura de melting, andlisis de

homologia y alineamiento de secuencias (Tabla 2.1).

Tabla 2.1.- Caracteristicas de los cebadores empleados en la amplificacion de los genes ampC, ampD,
ampE, ampG y ampR mediante PCR para la deteccion de la resistencia mediada por la sobreproduccion

de AmpC en Pseudomonas aeruginosa.

Gen blanco Nombre Secuencia 5° 2> 3’ Tm % LExenit ) 1hiw

cebador “©0) GC 0 ©O)
ampC ampC-F ~ | ATGCGCGATACCAGATTCCCC | 579 | 54,5 22 68
(1194 pb.) ampC-R TCAGCGCTTCAGCGGCAC 58,09 | 66,6 18 60
ampD y promotor | AD-F | GTACGCCTGCTGGACGATG | 584 | 48 19 62
(916 pb.) AD-R™ | GAGGGCAGATCCTCGACCAG | 59,5 65 20 66
ampE AEF ™ GCCTGGACCCGAACGAAC 58,9 | 66,7 18 60
(1231 pb.) AE-R™ | TCAGAGGAACAGCGCGCAG | 60,5 | 63,2 19 62
ampG ampG-F | ATGACTCAGCAATCCTGGCGA | 5359 | 542 24 70
(1785 pb.) ampG-R" | TCAGTGCTGCTCGGCGTTCT | 58,73 | 60 20 74
ampR ampR-F * | TTGGTTCGACCCCATTTGCCG | 57,92 | 57,1 21 66
(891 pb.) ampR-R | TTATCTCCCCCGCGCCTCAA | 57,55 | 60 20 64

Tm: Temperatura de melting calculada por el programa IDT OLYGO ANALYZER. Tm2: Temperatura
de melting calculada con el empleo de la formula de Wallace descrita en la seccion 2.4.5.2.1.

" Cebadores disefiados en Primer BLAST.

" Juan, et al., 2005.
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2.5.6.2. Protocolos de PCR convencional optimizados para la

deteccion de los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR.

Para la amplificacion de los genes del sistema ampC por medio de una PCR
convencional, se evaluaron distintas concentraciones de reactivos y condiciones de
amplificacion. La enzima empleada para llevar a cabo la reaccion fue la ADN
polimerasa Go Taq Flexi de la casa comercial Promega. Los valores optimizados de
concentraciones finales y condiciones de amplificacion de los genes: ampC, ampD,
ampE, ampG y ampR permitieron obtener los amplicones de: 1194 pb., 916 pb., 1231
pb., 1785 pb. y 891 pb., respectivamente. Estos valores se encuentran descritos en las

Tablas 2.2,2.3,2.4,2.5,2.6,2.7,2.8,2.9,2.10y 2.11.

Se consideraron en todos los ensayos a mas de los controles positivos
correspondientes, un control negativo por PCR ensamblada. Todas las reacciones se
completaron a un volumen final de 50 pL, para lo cual se afiadieron 5 uL. de ADN de
Pseudomonas aeruginosa (15 ng / uL) en el caso de los controles positivos, y 5 uL de

agua estéril grado PCR para el caso del control negativo.

Tabla 2.2.- Concentraciones y volimenes finales de reactivos para la amplificacion del gen ampC en el

ensayo individual de PCR convencional optimizado.

CONCENTRACION CONCENTRACION

REACTIVO VOLUMEN 1X (nL)
INICIAL FINAL
Cebador ampC-F 100 pmol / uL 30 pmol 0,3
Cebador ampC-R 100 pmol / uL 30 pmol 0,3
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Go Taq Flexi ADN
5U/uL 125U 0,25
polimerasa
Agua grado PCR - - 30,15
VOLUMEN TOTAL 45
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Tabla 2.3.- Programacion del termociclador para la amplificacion del gen ampC en el ensayo de PCR

convencional.
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS

Denaturacion inicial 94 4 min. 1

Denaturacion 94 1 min.

Hibridacién 67 1 min. 30

Extension 72 Imin.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1

Tabla 2.4.- Concentraciones y volimenes finales de reactivos para la amplificacion del gen ampD en el

ensayo de PCR convencional optimizado.

CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACTIVO VOLUMEN 1X (nL)
INICIAL FINAL
Cebador AD-F 100 pmol / pLb 20 pmol 0,2
Cebador AD-R 100 pmol / pLb 20 pmol 0,2
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Go Taq Flexi ADN
5U/uL 1,25U 0,25
polimerasa
Agua grado PCR - - 30.35
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 2.5.- Programacion del termociclador para la amplificacion del gen ampD en el ensayo de PCR

convencional.
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS

Denaturacion inicial 94 4 min. 1

Denaturacion 94 1 min.

Hibridacién 66 1 min. 30

Extension 72 Imin.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1
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Tabla 2.6.- Concentraciones y volimenes finales de reactivos para la amplificacion del gen ampE en el

ensayo de PCR convencional optimizado.

REACTIVO CONCENTRACION CONCENTRACION VOLUMEN 1X (uL)
INICIAL FINAL
Cebador AE-F 100 pmol / uL 10 pmol 0,1
Cebador AE-R 100 pmol / pL 10 pmol 0,1
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Glicerol 60% 5% 4,16
Go Taq Flexi ADN 5U/uL 125U 0.25
polimerasa
Agua grado PCR - - 26,39
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 2.7.- Programacion del termociclador para la amplificacion del gen ampE en el ensayo de PCR

bifésica.

FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS
Denaturacion inicial 94 4 min. 1
Denaturacion 94 1 min.
Hibridacion — Extension 70 1 min. 30 seg. 3
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1

Tabla 2.8.- Concentraciones y volimenes finales de reactivos para la amplificacion del gen ampG en el

ensayo de PCR bifasica optimizado.

REACTIVO CONCENTRACION CONCENTRACION | v o1 UMEN 1X (uL)
INICIAL FINAL
Cebador ampG-F 100 pmol / pL 30 pmol 0.3
Cebador ampG-R 100 pmol / pLb 30 pmol 0.3
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Go Taq Flexi ADN 5 U/ Ul 125U 0.25
polimerasa
Agua grado PCR - - 30,15
VOLUMEN TOTAL 45
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Tabla 2.9.- Programacion del termociclador para la amplificacion del gen ampG en el ensayo de PCR

convencional.
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS

Denaturacion inicial 94 4 min. 1

Denaturacion 94 1 min.

Hibridacién 63 1 min. 30

Extension 72 Imin.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1

Tabla 2.10.- Concentraciones y volimenes finales de reactivos optimizadas para la amplificacion del gen

ampR en el ensayo de PCR convencional optimizado.

CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACTIVO VOLUMEN 1X (nL)
INICIAL FINAL
Cebador ampR-F 100 pmol / uL 20 pmol 0,2
Cebador ampR-R 100 pmol / pL 20 pmol 0,2
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Glicerol 60% 5% 4,16
Go Taq Flexi ADN
5U/uL 1,25U 0,25
polimerasa
Agua grado PCR - - 26,19
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 2.11.- Programacion del termociclador para la amplificacion del gen ampR en el ensayo de PCR

convencional.
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS
Denaturacion inicial 94 4 min. 1
Denaturacion 94 1 min.
Hibridacién 60 1 min. 30
Extension 72 I min.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1
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La visualizacion de los amplicones se realizd en geles de agarosa al 1%
cargando directamente 10 pL de la reaccién de amplificacién en cuya preparacion se
detalld en la seccion 2.5.3. Para la verificacion de los tamanos de los genes
amplificados, se cargaron ademas 6 uL del marcador de peso molecular de 100 pb.

(Axygen).

La migracion de los amplicones se llevo a cabo a 100V durante 1 hora en una
camara de electroforesis horizontal, luego de lo cual fueron visualizados y registrados

en el fotodocumentador de luz UV (BioDoc-It, UVP).

2.5.6.3. Protocolos de PCR muiltiple optimizados para la deteccion de

los genes ampC-ampD y ampG-ampR.

Con el fin de disminuir la cantidad de reactivos empleada en la deteccion de los
genes del sistema ampC se llevaron a cabo varios sistemas de PCR multiple. Las
combinaciones factibles de los genes en estudio fueron las siguientes: ampC-ampD y
ampG-ampR. En las Tablas 2.12, 2.13, 2.14 y 2.15 se pueden apreciar los valores de las
concentraciones finales, volumenes de reactivos por reaccion y condiciones de

amplificacion en las reacciones de PCR multiple optimizadas.

Se consider6 en todos los ensayos a mas de los controles positivos
correspondientes, un control negativo por PCR ensamblada. Todas las reacciones se
llevaron a un volumen final de 50 pL, para lo cual se afiadieron 5 pL. de ADN de
Pseudomonas aeruginosa (15 ng / uL) en el caso de los controles positivos, y 5 uL de

agua estéril grado PCR para el caso del control negativo.
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Tabla 2.12.- Concentraciones y volumenes finales de reactivos para la amplificacion de los genes ampC-

ampD en el ensayo de PCR multiple optimizado.

CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACTIVO VOLUMEN 1X (nL)
INICIAL FINAL
Agua grado PCR - - 29,25
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Go Taq Flexi ADN
5U/uL 1.25U 0.25
polimerasa
BSA 0,8ug/ul 0,8 ng 1
Cebador ampC-F 100 pmol / uL 20 pmol 0,2
Cebador ampC-R 100 pmol / uL 20 pmol 0,2
Cebador AD-F 100 pmol / uLL 5 pmol 0,05
Cebador AD-R 100 pmol / uLL 5 pmol 0,05
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 2.13.- Programacion del termociclador para la amplificacion de los genes ampC-ampD en el

ensayo de PCR multiple.
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO NUMERO DE
CICLOS
Denaturacion inicial 94 4 min. 1
Denaturacion 94 1 min.
Hibridacién 69 1 min. 35
Extension 72 Imin.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1
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Tabla 2.14.- Concentraciones y volumenes finales de reactivos para la amplificacion de los genes ampG-

ampR en el ensayo de PCR multiple optimizado.

CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACTIVO VOLUMEN 1X (nL)
INICIAL FINAL
Agua grado PCR - - 24,85
dNTP’s (mix) 20 mM 0,4mM 1
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Buffer 5X 1X 10
Go Taq Flexi ADN
50U/ L 1,25U 0,25
polimerasa
DMSO 99,5% 10% 5
Cebador ampG-F 100 pmol / uLL 40 pmol 0,4
Cebador ampG-R 100 pmol / uLL 40 pmol 0,4
Cebador ampR-F 100 pmol / uL 5 pmol 0,05
Cebador ampR-R 100 pmol / uL S pmol 0,05
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 2.15.- Programacion del termociclador para la amplificacion de los genes ampG-ampR en el

ensayo de PCR multiple.
NUMERO DE
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO
CICLOS
Denaturacion inicial 94 4 min. 1
Denaturacion 94 1 min.
Hibridacién 63 1 min. 30
Extension 72 Imin.
Extension final 72 7 min. 1
Espera final 4 10 min. 1

La visualizacion de los amplicones de 1194 pb. y 916 pb. de la PCR multiple
de ampC-ampD, asi como de 1785 pb. y 1231 pb. de la PCR maltiple de ampG-ampR se
efectuo tras cargar directamente 10 pL de la reaccién de amplificacion en gel de agarosa
al 1%. Para la verificacion de los tamanos de los genes amplificados, se cargaron

ademas 6 pL del marcador de peso molecular de 100 pb. (Axygen).
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La migracion de los amplicones se llevd a cabo a 100V durante 1 hora en una
camara de electroforesis horizontal, luego de lo cual fue visualizada y registrada en el

fotodocumentador de luz UV (BioDoc-It, UVP).
2.5.7. Determinacion de la sensibilidad analitica
2.5.7.1. Sensibilidad analitica por diluciones seriadas de ADN
Para determinar la minima concentracion de ADN que pueden detectar los
sistemas de PCR optimizados se realizd un ensayo de amplificacion a partir de

diluciones seriadas 1:10 que parten de una concentraciéon de ADN conocida, como se

aprecia en la Figura 2.1.

% uL de Buffer AE

AN Y

1ul 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul

N 7

15 nghil; [1:10 | [1:100] [1:2000] [1:0000 | [ 1:100000 | [1: 2000000 |

Figura 2.1.- Esquema para la preparacion de diluciones seriadas a partir de una soluciéon de ADN

conocida para el ensayo de sensibilidad analitica de sistemas de PCR convencional y multiple (Autora).

Cada una de estas diluciones fue utilizada como blanco de amplificacion del
sistema optimizado de PCR convencional para la amplificacion del gen ampD y de PCR
multiple para los genes ampG-ampR y ampC-ampD. Las reacciones se realizaron por
duplicado y con un control negativo de PCR por ensayo. La sensibilidad de cada
sistema de PCR fue determinada por la visualizacion de la concentracion minima
detectable de los amplicones mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%

siguiendo el protocolo previamente descrito, durante 90 minutos a 100V.
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2.5.7.2. Sensibilidad analitica por conteo de Unidades Formadoras de

Colonia (UFC)

Con el fin de determinar la minima cantidad de Unidades Formadoras de
Colonia por mililitro (UFC/mL) detectables, tanto en el sistema optimizado de PCR
convencional para la amplificacion del gen ampD, asi como en los sistemas de PCR
multiple para la deteccion de los genes ampG-ampR y ampC-ampD, se realizaron
diluciones seriadas a partir de un cultivo puro en fase exponencial de Pseudomonas

aeruginosa.

Este cultivo se obtuvo al inocular 100 pL de suspension celular en caldo de
infusion cerebro-corazén el cual fue incubado por 18h a 37 °C hasta alcanzar la fase
exponencial en la curva de crecimiento bacteriano. Para realizar las diluciones 1:10 se
llevaron 500 puL del caldo de Infusion Cerebro-Corazon a 4500 pL de suero fisiologico
estéril, repitiendo este paso hasta obtener la dilucion 10, Una vez que se obtuvieron los
tubos de diluciones, éstas se sembraron por extension, con la ayuda de un asa calibrada,
0.01 mL de cada tubo en medio sélido de agar MacConkey. El ensayo se efectuo por
triplicado con el empleo de cajas tripetri para este fin. La Figura 2.2 esquematiza el

proceso descrito.

Tras la incubacion por 24h a 37 °C de las cajas tripetri de cada dilucion, se
procedié a contar las UFC en cada caja y se calculé las UFC/mL para cada caso.
Posterior a esto, se realizd la extraccion de ADN a partir de cada tubo de dilucion con el
protocolo descrito en la seccion 2.5.2., y se uséd el mismo como blanco de amplificacion
en los sistemas de PCR convencional y multiple optimizados, visualizandose los

resultados en gel de agarosa al 2%.
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Figura 2.2.- Esquema para la determinacion de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) a partir de

diluciones seriadas de cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa. Tomado de: Alban, 2010.

2.5.8. Procesamiento de aislados clinicos

El procesamiento de aislados clinicos se realizo a partir de cultivos con perfil
de sensibilidad conocido, los mismos que fueron conservados en suspension bacteriana
previo a la extraccion, electroforesis en gel de agarosa y cuantificacion del ADN con el

empleo de los protocolos descritos en las secciones 2.5.1, 2.5.2,2.5.3 y 2.5.4.

Debido a que la presencia de mutaciones en el gen ampD, asociadas a perfiles
de resistencia fenotipica, es el mecanismo que con mayor frecuencia conduce a la
derepresion de ampC, como ya se ha mencionado, se escogid este gen para realizar la
secuenciacion automatica a partir de cepas clinicas con perfil de sensibilidad conocida
frente a los antibidticos B-lactdmicos: ceftazidima, piperacilina-tazobactam, cefepime y
aztreonam. Se consideraron cinco aislados clinicos con perfil fenotipico resistente y

cinco con perfil de sensibilidad frente a cada uno de los antibidticos antes mencionados.

Ademas se secuencio la cepa ATCC 27853 y los resultados obtenidos fueron

procesados conjuntamente con las cepas clinicas como se describird a continuacion.
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2.5.8.1. Secuenciacion automatica del gen ampD

La purificacion de los productos de PCR asi como la secuenciacion automatica
del gen ampD tanto de los aislados clinicos como de la cepa ATCC, fue llevada a cabo
por la empresa Macrogen Inc. en Seul-Corea. La secuenciacion automatica efectuada
por esta empresa se baso en el método propuesto por Sanger descrito en la seccion
B2.4.5.2.3. Las reacciones se efectuaron en el equipo de secuenciacion automatica
3730XL (Applied Byosistems) haciendo uso de ddNTP’s marcados con fluor6foros
(BigDye Terminator, Applied Byosistems).

Debido a que el tamafio del fragmento del gen ampD y su promotor es de 916
pb. y que el servicio ofertado por la empresa solo cubre 850 bases legibles, se realizd
una doble secuenciacion por muestra utilizando los cebadores sentido (AD-F) y
antisentido (AD-R) que fueron enviados conjuntamente con las muestras a Corea para

este fin.

2.5.8.2. Analisis mutacional de secuencias

El alineamiento multiple de secuencias asi como la busqueda de mutaciones se
llevd a cabo gracias al empleo de las herramientas bioinformaticas Clustal X 2.0 y
Codon Code Aligner (CodonCode Corporation, USA), respectivamente. El analisis se
llevo a cabo en base a la secuencia de la cepa estandar PAO1 (Numero de acceso:

NC_002516).

Tras la identificaron de mutaciones en las secuencias analizadas se defini6 su
asociacion o no asociacion al perfil fenotipico de resistencia, tomando como base los
datos encontrados en bibliografia, asi como el tipo de mutacién encontrada. Y se
procedio a realizar un analisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos.

2.5.8.3.  Monitoreo de cepas clinicas

Se procedié a realizar un monitoreo de las cepas estudiadas. Para esto, se

evaluo el aparecimiento de resistencia fenotipica en el transcurso de un mes de
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tratamiento, considerando la informacién obtenida a partir de los registros provistos por

el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade Marin.

En todos los casos, los pacientes fueron sometidos a un tratamiento dirigido a
discrecion del médico tratante, quien no poseia conocimiento de los mecanismos
moleculares identificados en el analisis mutacional efectuado. Es asi, que la informacién
recopilada para cada cepa incluia distintos criterios de antibidticoterapia asi como de

estudios fenotipicos de resistencia durante la evolucion del tratamiento.

Finalmente, se report6 la prevalencia de cepas que presentaron resistencia
fenotipica en el tiempo evaluado, tras haber presentado un primer diagnéstico de
sensibilidad fenotipica y presencia de mutaciones en ampD asociadas al mecanismo de

derepresion de ampC.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Obtencion de controles positivos

El ADN obtenido a partir de la cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa, mediante
el empleo del kit de extraccion QIAmp DNA mini kit (QIAGEN), y que fue empleado
como control positivo de amplificacion en la optimizacion de la PCR, se puede
visualizar en la Figura 3.1. Este material fue de alto peso molecular y no presentd

bandas adicionales indicativas de degradacion.

M CI C2 C3 C4 C5 C6 CN

12216 pb. - a A -
2036 pb.
1636 pb. b

e

1018 pb.

506 pb.

Figura 3.1.- ADN de controles positivos provenientes de la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 extraido con el kit QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN). Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%,
tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de 1Kb. (Invitrogen), C1: Extraccion 1,
C2: Extraccion 2, C3: Extraccion 3, C4: Extraccion 4, C5: Extraccion 5, C6:Extraccion 6, CN: Control

negativo.

La determinacion de la concentracion del material genético obtenido, se realiz6
mediante fluorometria y los resultados se especifican en la Tabla 3.1. Todas las
muestras fueron llevadas a una concentracion final de 15 ng/uL previo a su empleo

como controles positivos de amplificacion.
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Tabla 3.1.- Concentracion de ADN (ng/pL) de los controles positivos medidos por fluorometria.

NOMBRE | CONCENTRACION
Extraccion 1 69,73
Extraccion 2 75,85
Extraccion 3 40,3
Extraccion 4 20,72
Extraccion 5 56,78
Extraccion 6 25,69

3.2 PCR convencional para la deteccion de los genes ampC, ampD, ampE, ampG
y ampR

Los protocolos optimizados para la amplificacion mediante PCR convencional
de los genes ampC, ampD, ampE, ampG y ampR, permitieron la visualizacién de los
amplicones esperados de 1194 pb., 916 pb., 1231 pb., 1785 pb. y 891 pb.,
respectivamente, tal como se aprecia en las Figuras 3.2, 3.3, 3.4, 35 vy 3.6 a

continuacion.

2072 pb.
1500 pb.

1200 pb.

600 pb.

Figura 3.2.- Productos de la PCR optimizada para la amplificacion del gen ampC de 1194 pb.
empleando controles positivos de la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de 100pb.

(Invitrogen), C1: Control positivo, C2: Control positivo, C3: Control negativo, C4: Control negativo.
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Figura 3.3.- Productos de la PCR optimizada para la amplificacion del gen ampD y su region promotora
de 916 pb. empleando controles positivos de la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de

100pb. (Invitrogen) , C1: Control positivo, C2: Control positivo, C3: Control negativo.

2072 pb.
1500 pb.
1200pb.

600 pb.

Figura 3.4.- Productos de la PCR optimizada para la amplificacion del gen ampE de 1231 pb. empleando
controles positivos de la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en gel de agarosa
al 1%, tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Invitrogen), C1: Control

positivo, C2: Control positivo, C3: Control negativo.
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- 2072 pb.
1500 pb.

600 pb.

Figura 3.5.- Productos de la PCR optimizada para la amplificacion del gen ampG de 1785 pb.
empleando controles positivos de la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de 100pb.

(Invitrogen) , C1: Control positivo, C2: Control positivo, C3: Control negativo.

2072 pb.
1500 pb.

900 pb.

600 pb.

Figura 3.6.- Productos de la PCR optimizada para la amplificacion del gen ampR de 891 pb. empleando
controles positivos de la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en gel de agarosa
al 1%, tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Invitrogen), C1: Control

positivo, C2: Control positivo, C3: Control negativo.
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La intensidad de los fragmentos especificos obtenidos para ampC, ampD,
ampG y ampR denota una adecuada concentracion de los amplicones y una alta
eficiencia de los protocolos de amplificacion optimizados. Adicionalmente, la igualdad
de bandas que presentan los controles positivos, asi como la ausencia de amplificacion
en el control negativo nos indic6 la consistencia de los ensayos y la ausencia de

contaminacion en cada uno.

Para el caso del producto de la amplificacion por PCR del gen ampE, el
protocolo optimizado resulté en una amplificacion inestable y poco eficiente, por lo cual

este sistema fue omitido del estudio.

3.3 PCR muiltiple para la deteccion de los genes ampC - ampD, ampG — ampR

Los sistemas de amplificacion optimizados de PCR multiple para la deteccion
simultanea de los genes ampC- ampD y de los genes ampG - ampR, permitieron la
visualizacion de los amplicones esperados de 1194 pb.- 916 pb., y 1785 pb.-891 pb.,

respectivamente, tal como se aprecia en las Figuras 3.7, y 3.8 a continuacion.

3000pb.

1000pb.
800pb.
500 pb.

Figura 3.7.- Productos de la PCR multiple optimizada para la amplificacion simultanea de los genes
ampC y ampD de 1194 y 916 pb., respectivamente, empleando controles positivos de la cepa ATCC
27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR safe. M:
Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1: Control positivo, C2: Control positivo, C3:

Control negativo.

54



st 3000pb.
]

-

- 1000pb.
— 800pb.
e 500 pb.
—

Figura 3.8.- Productos de la PCR multiple optimizada para la amplificacion simultanea de los genes
ampG y ampR de 1785 y 891 pb., respectivamente, empleando controles positivos de la cepa ATCC
27853 de Pseudomonas aeruginosa. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR safe. M:

Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1: Control positivo, C2: Control positivo.

La intensidad de las bandas reflej6 una adecuada concentracion de los
productos de PCR especificos en la amplificacion multiple de los sistemas ampC-ampD

y ampG-ampR y una alta eficiencia de los protocolos optimizados.

Se puede apreciar ademas, igualdad en la dupleta de controles positivos, asi
como ausencia de amplificaciéon en los controles negativos, demostrandose asi

consistencia y ausencia de contaminacion.
3.4 Sensibilidad analitica por diluciones seriadas de ADN
Los resultados de sensibilidad analitica para la amplificacion por PCR del gen
ampD y PCR multiple de los genes ampC-ampD y ampG-ampR se presentan en las

Figuras 3.9, 3.10 y 3.11. Todos los ensayos de dilucién partieron de un ADN con una

concentracion inicial de 15 ng/pL.
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Para el caso del gen ampD, se puede apreciar en la Figura 3.9 que el limite de
deteccion del sistema corresponde a la dilucion 1:10000, lo cual corresponde a un valor

de 1,5 pg/ uL.

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C&8 (C9 Cl10 CI1 C12 C13 C14 Cl1s

3000pb.

W W W e . - [::::::::

1000pb.
800pb.
500 pb.

Figura 3.9.- Sensibilidad analitica por diluciones seriadas de ADN para la PCR multiple de los genes
ampC-ampD de 1194 y 916 pb., respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con
SYBR safe. M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin dilucién, C3-C4: dilucion
1:10, C5-C6: dilucion 1:100, C7-C8: diluciéon 1:1000, C9-C10: dilucion 1:10000, C11-C12: dilucidn 1:
100000, C13-C14: dilucion 1: 1000000, C15: Control negativo.

M CI C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cl1 Cl12 CI13 Cl14 CI5

3000pb.

1000pb.
800pb.
500 pb.

Figura 3.10.- Sensibilidad analitica por diluciones seriadas de ADN para la PCR multiple de los genes
ampC-ampD de 1194 y 916 pb., respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con
SYBR safe. M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin dilucion, C3-C4: dilucion
1:10, C5-C6: dilucion 1:100, C7-C8: diluciéon 1:1000, C9-C10: dilucion 1:10000, C11-C12: dilucidn 1:
100000, C13-C14: dilucion 1: 1000000, C15: Control negativo.
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Como nos muestra la Figura 3.10 , para el caso del sistema de amplificacion
por PCR multiple de los genes ampC-ampD, el limite de deteccion correspondi6 a la

dilucion 1:10000, la cual corresponde a 1,5 pg/ uL.

Finalmente, para el caso del sistema de amplificacion de PCR maultiple de los
genes ampG-ampR, la Figura 3.11 nos muestra que el limite de deteccion para este caso

correspondio a la dilucion 1:100000, es decir a un valor de 0,15 pg/ L.

c4 C5 Co6 C7 C8 C9 Cl10 Cl11 Ci12 C13Cl14 CI5

3000pb.

1000pb.
800pb.
500 pb.
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Figura 3.11.- Sensibilidad analitica por diluciones seriadas de ADN para la PCR multiple de los genes
ampG-ampR de 1785 y 891 pb., respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con
SYBR safe. M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin dilucién, C3-C4: dilucion
1:10, C5-C6: dilucion 1:100, C7-C8: dilucion 1:1000, C9-C10: dilucion 1:10000, C11-C12: dilucion 1:
100000, C13-C14: dilucién 1: 1000000, C15: Control negativo.

3.5 Sensibilidad analitica por conteo de UFC/mL

Los resultados del conteoUFC y calculo de UFC/mL se encuentran expuestos
en la Tabla 3.2. Como se puede apreciar, los valores obtenidos estan de acuerdo a la

dilucion realizada en orden descendiente.

A su vez, la Figura 3.12 a continuacion, muestra el resultado de la siembra en
caja de las diluciones sucesivas realizadas a partir del caldo de cultivo de P. aeruginosa

en fase exponencial.
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Tabla 3.2.- Recuento de UFC y céalculo de UFC/mL en diluciones sucesivas, a partir de cultivo

bacteriano en fase exponencial de Pseudomonas aeruginosa.

DILUCION RECUENTO PROMEDIO UFC/mL

1072 NC NC NC - -

103 NC NC NC - -

10* NC NC NC - -

10° 102 98 112 101 10400
10° 8 13 10 10,3 1030
107 3 2 0 1,66 166
10® 0 0 0 0 -

NC: No contable.

Dilucién 10°

Dilucioén 10

Dilucién 107

Figura 3.12.- Resultados de la siembra de diluciones sucesivas a partir de cultivo puro en fase

exponencial de Pseudomonas aeruginosa, en agar MacConkey por triplicado.
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Una vez obtenido el ADN de cada una de las diluciones, se procedio a su
amplificacion para determinar el limite de deteccion de los sistemas optimizados. Como
se aprecia en la Figura 3.13, el resultado de la sensibilidad analitica por contaje de
UFC/mL para el sistema de amplificacion por PCR convencional del gen ampD,

correspondi6 a la dilucién 107, correspondiente a 166 UFC/mL.

3000pb.

Ny S wwew™ =" I:l
500 pb. I

Figura 3.13.- Sensibilidad analitica por conteo de UFC/mL para la PCR convencional del gen ampD de
916 pb. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe. Electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con SYBR safe (Invitrogen). M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin
dilucién, €3-C4: dilucién 10" C5-C6: dilucién 107, C7-C8: dilucion 107, C9-C10: dilucion 10, C11-
C12: dilucién 107, C13-C14: dilucion 10, C15-16: diluciéon 1077, C17-C18: dilucion 107, C19: Control

negativo.

De igual forma, el limite de deteccion del sistema de amplificacion por PCR
multiple de los genes ampC-ampD, resulté para la diluciéon 107, correspondiendo esta

un valor de 166 UFC/mL, como se aprecia en la Figura 3.14.

Finalmente, la determinacion de la sensibilidad analitica por este método para
el sistema de amplificacion por PCR multiple de los genes ampG-ampR, correspondio6 a
la dilucién 10, la cual corresponde a un valor no contable de UFC/mL, al encontrarse

en crecimiento masivo, como se aprecia en la Figura 3.15.

59



M CI C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11Cl12 C13 C14 C15 Cl16 C17 C18 C19

3000pb.
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e

1000pb. - & & §F B

500 pb.

Figura 3.14.- Sensibilidad analitica por conteo de UFC/mL para la PCR multiple de los genes ampC-
ampD de 1194 y 916 pb., respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe.
M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin dilucién, C3-C4: dilucion 10" C5-C6:
dilucién 107, C7-C8: dilucién 107, C9-C10: dilucién 10, C11-C12: dilucién 107, C13-C14: dilucién
10, C15-16: dilucion 107, C17-C18: dilucién 10, C19: Control negativo.

M Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7T C8 C9 Cl10 Cl11C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18C19

Figura 3.15.- Sensibilidad analitica por conteo de UFC/mL para la PCR multiple de los genes ampG-
ampR de 1785 y 891 pb., respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe.
M: Marcador de peso molecular de 100pb. (Axygen), C1-C2: Sin dilucién, C3-C4: dilucion 10" C5-C6:
dilucion 107, C7-C8: dilucién 107, C9-C10: dilucién 10, C11-C12: dilucién 10”°, C13-C14: dilucion
10, C15-16: dilucion 107, C17-C18: dilucion 10®, C19: Control negativo.
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3.6 Procesamiento de muestras clinicas

Los aislados clinicos provistos por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Carlos

Andrade Marin, procedieron de distintos lugares anatdmicos y servicios del centro

hospitalario. En la Tabla 3.3 se puede apreciar la informacién general de cada cepa, en

cuanto a su nombre, tipo de muestra, servicio de procedencia y el perfil fenotipico para

los antibidticos estudiados en el presente estudio (ceftazidima, cefepima, piperacilina-

tazobactam y aztreonam). De las 19 cepas recopiladas, 13 presentaron resistencia al

menos a uno de los cuatro antibioticos B-lactamicos evaluados, y 6 cepas fueron

completamente sensibles frente a los mismos.

Tabla 3.3.- Informacion de los aislados clinicos recopilados de Pseudomonas aeruginosa para la

realizacion del analisis mutacional en el gen ampD.

R e TSR SERVICIO DE PERFIL FENOTIPICO
PROCEDENCIA CAZ FEP | ATM | TPZ
1696 Traqueal Neurologia S S S S
1727 Herida Cirugia General R R R R
315 Herida Oncologia I R R R
1485 Cubito izquierdo Sala Operaciones R R R R
0887 Sangre Unidad de Terapia Intensiva R R R R
2214 Herida Unidad de Terapia Intensiva S S S S
1992 Herida Traumatologia S R R R
1107 Herida Urologia S R R S
1080 Oido Pediatria S R S S
1142 Herida Urgencias R R S R
1085 Biopsia de piel Sala Operaciones S S S S
865 Tejido Sala Operaciones S S S S
1146 Oido Pediatria S R S S
1160 Herida Medicina Interna S S S S
1422 Secrecion de muslo Infectologia S R R R
01300 Coleccion Unidad de Terapia Intensiva R R R R
1383 Trocanter Sala Operaciones S R S R
1571 Secrecion Inguinal Oncologia S: S S S
1705 Secrecion de dorso Sala de Operaciones S R R R

CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepima, ATM: Aztreonam, TPZ: Piperacilina-tazobactam.

R: Resistente, I: Resistencia Intermedia, S: Sensible.
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El ADN obtenido a partir de los aislados clinicos se puede visualizar en la
Figura 3.16. Para todos los casos, el material obtenido se encontré integro, y se

visualiz6 co-extraccion de ARN Unicamente para la muestra 1992.

M Cl C2 C3C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl11C12 C13C14C15C16 C17 C18 C19 C20

10000pb.
4000pb.
3000pb.

UL EELCA T LAl | |

2000pb.

1000pb.

Figura 3.16.- ADN obtenido a partir de aislados clinicos con perfil de resistencia fenotipico conocido
frente a antibidticos P-lactamicos. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, tefiido con SYBR safe
(Invitrogen). M: High mass ladder (Invitrogen). M: Marcador de peso molecular High mass ladder
(Invitrogen). C1: cepa 1696, C2: cepa 1727, C3: cepa 315, C4: cepa 1485, C5: cepa 0887, C6: cepa
2214, C7: cepa 1992, C8: cepa 1107, C9: cepa 1080, C10: cepa 1142, C11: cepa 1085, C12: cepa 865,
C13: cepa 1146, C14: cepa 1160, C15: cepa 1383, C16: cepa 01300, C17: cepa 1383, C18: cepa 1571,
C19: cepa 1705, C20: Control negativo.

Las concentraciones obtenidas de este material, se encuentran especificadas en
la Tabla 3.4. Pese a que la muestra 2214 presentd la concentracion mas baja, con un
valor de 16,99 ng/uL, este se encontrd dentro de los limites de deteccion del sistema de

PCR, al igual que el de las demas cepas.
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Tabla 3.4.- Concentracion del ADN obtenido a partir de los aislados clinicos con perfil de resistencia

fenotipico conocido frente a antibidticos B-lactamicos.

NUMERO | MUESTRA | CONCENTRACION DE ADN (ng/pL)
1 1696 118
2 1727 >120
3 315 77
4 1485 50,67
5 0087 74,40
6 2214 16,99
7 1992 27,67
8 1107 81,53
9 1080 28,07
10 1142 69,33
11 1085 54,87
12 865 88,27
13 1146 42,67
14 1160 43,13
15 1422 55,80
16 01300 43,73
17 1383 83,27
18 1571 >120
19 1705 >120

Como nos muestran las Figuras 3.16 y 3.17, el ADN proveniente de los
aislados clinicos sometido a amplificacién de la region promotora y el gen ampD
completo, resultod en la produccion de un amplicon especifico de 916 pb. para todos los
casos, con excepcion de la muestra 1080 (Figura 3.16), la misma que tras ser sometida a
una segunda amplificacion confirmatoria mantuvo este comportamiento, por lo cual fue

omitida del estudio.

A su vez, las cepas 315 y 1727 presentaron una amplificacion del fragmento en
una concentraciéon por debajo de lo requerido por la empresa encargada de la
secuenciacion, por lo cual no fueron tomados en cuenta para este fin. Por ello fueron
tomadas en cuenta las 16 cepas restantes, cuyo amplicoén fue Optimo para el proceso de

secuenciacion, de estas 16 cepas, 10 fueron resistentes y 6 sensibles.
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Figura 3.16.- Resultados de la amplificacion del gen ampD y su region promotora a partir del ADN
obtenidos de los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa con perfiles conocidos de resistencia
frente a antibioticos B-lactamicos. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR Safe
(Invitrogen). M: Marcador de peso molecular 100 pb. (Invitrogen). C1: 315, C2:0887, C3:2214,
C4:1992, C5: 1107, C6:1080, C7:1142, C8: 1085, C9:865, C10: 1146, C11: Control negativo, C12:
Control positivo cepa ATCC 27853.

M C1 C2 C3 C4 Cs C6 C7 C8 (CH9 C10 C11

2072 pb.
1500 pb.

900 pb.
600 pb.

Figura 3.17.- Resultados de la amplificacion del gen ampD y su region promotora a partir del ADN
obtenidos de los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa con perfiles conocidos de resistencia
frente a antibioticos B-lactamicos. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR Safe
(Invitrogen). M: Marcador de peso molecular 100 pb. (Invitrogen). C1: 1160, C2:1383, C3:01300,
C4:1422, C5: 1727, C6:1571, C7:1696, C8: 1485, C9:1705, C10: Control negativo, C11: Control
positivo cepa ATCC 27853.
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3.7 Secuenciacion automatica del gen ampD y analisis mutacional de secuencias

Las secuencias del gen ampD y la region promotora obtenidas para cada cepa
clinica fueron sometidas a alineamiento multiple en el programa Codon Code Aligner
(v. 3.7.1). Para este fin, se empled por cada muestra una sola secuencia consenso, la
misma que se obtuvo tras sobreponer la secuencia delantera y reversa complementaria

de cada una.

Como se puede apreciar en la Tabla 3.5, todas las secuencias obtenidas
correspondieron a Pseudomonas aeruginosa con un 99% de homologia, y
especificamente (92-99%) a la secuencia aminoacidica de AmpD (amidasa N-acetil-
anhidromuramil-L-alanina) de acuerdo al andlisis realizado con el empleo de la

herramienta bioinformatica BLASTn y BLASTx (NCBI, 2010), respectivamente.

Para la realizacion del analisis de secuencia se considerd unicamente las 567
pb. correspondientes al gen ampD, en lugar del fragmento total amplificado de 916pb.,
debido a que las puntuaciones de calidad del electroferograma resultaron bajas en las

secuencias de los extremos.

Los resultados de este andlisis se pueden visualizar en la Figura 3.18, en donde
ademads se presenta el arbol filogenético, que pone en manifiesto el origen comin de
todos los aislados: la cepa PAO1 (NC _002516), secuencia que fue empleada como base

para el alineamiento.
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Tabla 3.5.- Analisis de homologia de secuencia nucleotidica y aminoacidica para las cepas clinicas de

Pseudomonas aeruginosa secuenciadas, empleando el software BLASTn yBLAStx (NCBI, 2010).

CEPA TA(I;’II‘:)NO BLASTn | NA IDETOTA)I)DAD BLASTx | NA IDEI\(I,;I)DAD
00887 (F) 950 99 93
00887 (R) 898 5 99 93
2214 (F) 950 § 99 99
2214 (R) 950 ; 99 99
1146 (F) 891 S 99 93
1146 (R) 893 = - 99 = 93
1160 (F) 890 SE g 99 S 99
1160 (R) 885 Z 5 % 99 B I 99
1422 (F) 950 SD © 99 § z 93
1422 (R) 950 s 98 S 93
1696 (F) 03 | £ 99 g 93
We® | w1 | 5 % : %
1485 (F) 903 2 99 g 93
1485 (R) 892 99 2 93
1992 (F) 896 99 El 93
192R®) | 591 % £ 93
1107(F) 899 o 99 § 86
1107 (R) 927 5 99 g 93
1142 (F) 904 2 99 = 92
H2® | s g 99 : 92
1085 (F) 902 g 99 £ 92
1085 (R) 877 ﬁg 99 £ 93
865 (F) 921 5 - 99 ;5 S 92
865 (R) 895 @ < 99 iy S 93
BB®E | s | B |& % s | g 93
1383 (R) 950 5 2 99 T g 93
01300 (F) 950 § 99 < 92
01300 (R) 950 % 99 92
1571 (F) 950 g 99 92
ISTLR) | 804 £ % 93
1705 (F) 896 ?52 99 93
1705 (R) 887 2 99 93
ATCC (F) 906 99 92
ATCC(R) 950 99 92

NA: Numero de acceso en NCBI.
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Figura 3.18.- Alineamiento multiple, analisis mutacional y arbol filogenético para las cepas con perfil

fenotipico conocido frente a f-lactimicos, empleando el programa Codon Code Aligner (v. 3.7.1).

El resultado del analisis mutacional, efectuado tras el alineamiento multiple de
las secuencias del gen ampD en las cepas clinicas, denot6 la presencia tanto de

mutaciones sindnimas como de no sinénimas de relevancia para el presente estudio.

En cuanto a las mutaciones puntuales sinénimas halladas, es decir aquellas
cuya presencia no conduce a un cambio en la secuencia aminoacidica, se pudo apreciar

que la sustitucion C por T en las posiciones nucleotidicas 102 y 144, estuvo en todas las
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cepas clinicas estudiadas. A su vez, la misma sustitucion se detectd en las posiciones
117, 171 y 492 para un total de 6, 5 y 1 cepa, respectivamente. Se registrd
adicionalmente, la sustituciéon de G porA en la posicion 489 para una cepa del total de

aislados investigados (Véase Tabla 3.6 y 3.7).

De la misma forma, se encontraron mutaciones puntuales no sinénimas, las
cuales, son de relevancia para la deteccion de mecanismos de resistencia, ya que
conducen a un cambio en la estructura aminoacidica y dependiendo del lugar pueden
asociarse directamente a la activacion de mecanismos de resistencia. En este contexto,
se detectaron dos mutaciones asociadas a la resistencia, descritas en bibliografia
disponible. La primera fue la sustitucion de G por C en la posicion 443 que genera un
cambio de Glicina a Alanina en la posicion 148, para 8 cepas (50%) del total de la
muestra, correspondiente de igual forma, al 50% de las cepas resistentes y sensibles del
ensayo. La segunda fue la sustitucion G por T en la posicion 547, que condujo al
cambio de Acido Aspartico a Tirosina en la posicion 183, presente en 4 cepas (25%) del
total de los aislados y equivalente al 20% de las cepas resistentes y sensibles (Tabla 3.6

y 3.7).

A su vez, la delecion de G en la posicion 444, que produjo un cambio en el
marco de lectura de la proteina AmpD, asi como la sustitucion de G por A en la
posicion 27, que condujo al truncamiento de la proteina por una aparicion prematura de
un codon de parada, son mutaciones por primera vez descritas en esta investigacion con

asociacion al perfil de resistencia (Tabla 3.7).

Finalmente, el analisis mutacional, permitié detectar otras mutaciones
sindbnimas y no sindénimas en las cepas clinicas, las mismas que pueden ser visualizadas
en la Tabla 3.6, pero que no se encontraban en sitios de relevancia asociados con este

mecanismo de resistencia.

68



Tabla 3.6.- Resultados del analisis mutacional del gen ampD, tras el alineamiento multiple de las cepas

clinicas con perfil fenotipico conocido frente a B-lactamicos, en relacion a la secuencia de la cepa PAOI.

MUTACIONES NO SINONIMAS MUTACIONES SINONIMAS
ez S: 2 | S= Tl ow
# | CEPA |3 <|2E] 3T |80 . |SS|3FI=8|EE .
oFIC8 J% =k R Y IR g et £
- - = «@ N
r1Z|1% =538 ° |rE|a&|rgrE °
OoPlo< K% PR Sl Rl ICha) TR
COT (492)
1 1696 X X Argl64Arg
2 01300 X X X X X
C>A (213) G A (489)
3] na2 X)X His7IGln | X | X Glu163Glu
4 1085 X X X X
5 865 X X X X
C> T (86)
61 171 | X Ala2oval | X | X
7 1992 X X X X
8 1107 X X X X
9 1705 X X X X
10 1422 X X X
11 1485 X X X
12 0887 X X X X
13| 1383 X X X X
14| 1160 X X X X
15| 2214 X X X x
16 | 1146 X X x
17 | ATCC
18 | PAOI1 No presenta No presenta

*Mutaciones nuevas.
G: Guanina, C: Citosina, T: Timina, A: Adenina, Gly: Glicina, Ala: Alanina, Asp: Acido Aspartico,
Tyr: Tirosina, Trp: Triptoéfano, Val: Valina, Ser: Serina, Arg: Arginina, Xaa: Ningin aminoacido,

STOP: Coddn de pare.
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Tabla 3.7.- Prevalencia de mutaciones no sinénimas relevantes encontradas en el estudio de cepas

clinicas de Pseudomonas aeruginosa con perfil fenotipico conocido.

. TOTAL DE AISLADOS RESISTENTES AISLADOS
MUTACION
AISLADOS (%) (%) SENSIBLES (%)
G>C (443) 50 50 50
GOT (547) 25 20 20
Del G (444)" 18,75 10 33,33
GOA 27) 6,25 10 0

* .
Mutaciones nuevas.

G: Guanina, C: Citosina, T: Timina, A: Adenina.

Como se aprecia en la Figura 3.19, para el total de las cepas evaluadas, el
31,25% correspondié a mutaciones de tipo sinénimas, mientras que, las mutaciones no
sindnimas se presentaron en el 68,75%. De las cepas que exhibieron mutaciones no
sinénimas, la correspondencia entre genotipo y fenotipo, se presentd Unicamente en el
55% de las cepas evaluadas, mientras que el 45% restante no presentd esta relacion,
siendo las cepas fenotipicamente sensibles en realidad resistentes a nivel genético,
debido a que presentaron mutaciones en el gen ampD asociadas a este mecanismo de

resistencia.

= Mutaciones sindnimas

® Mutaciones no sindnimas

Figura 3.19.- Porcentaje de cepas clinicas que presentaron mutaciones sindénimas o no sinébnimas y su

relacion con el perfil fenotipico.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa tienen una alta
prevalencia, especialmente en el medio intrahospitalario, en donde, es el patogeno
aislado con mayor frecuencia tras la primera semana de hospitalizacion. El indice de
mortalidad asociado oscila entre el 30-69,7%, y los pacientes inmunocomprometidos
son los mas susceptibles a contraerla. Adicionalmente, existe una alta incidencia de
cepas multiresistentes frente a los antibioticos B-lactdmicos cominmente empleados, lo

cual dificulta el tratamiento de este tipo de infecciones.

En este contexto, los métodos tradicionales de diagndstico del agente causal de
infeccion, asi como de deteccion de resistencia fenotipica, poseen algunos limitantes,
entre ellos, el tiempo de analisis que puede ser de hasta siete dias, asi como la dificil
interpretacion del antibiograma para esta bacteria. Esto ocasiona que, en muchos casos,
no exista un tratamiento dirigido y oportuno, lo cual repercute directamente en el

pronostico clinico.

La presente investigacion se enfoco en la identificacion temprana de
mecanismos moleculares de resistencia para antibidticos -lactamicos en P. aeruginosa,
mediante el desarrollo de un sistema de deteccion molecular de los genes ampC, ampD,
ampE, ampG y ampR mediante PCR y secuenciacion automatica. La presencia de
mutaciones asociadas a este tipo de resistencia, permitio relacionar el fenotipo con el
genotipo. A continuacion se discute la informacion obtenida en el presente estudio a

partir de cepas clinicas

En cuanto a la obtencion de controles positivos de ADN, los cuales fueron
empleados para la optimizacion de los sistemas de PCR individuales y multiples, el
material genético recuperado en distintas concentraciones que se llevd a una
concentracion final de 15 ng/pL, fue anadido en un volumen total de 5 puL. (75ng) a cada
reaccion de amplificacion. Se escogid este valor al encontrarse dentro del rango para la
optimizacion de PCR convencional y PCR multiple, el cual oscila entre 15-250 ng para

50uL de reaccion. (Henegariu, Heerema, Dlouhy, Vance & Vogt, 1997).
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Durante la optimizacion de los sistemas individuales de PCR convencional, se
consideraron las concentraciones de los reactivos, asi como las condiciones de
amplificacion, para su estandarizacion. El ensayo para cada gen partio de la
amplificacion en condiciones estandar de PCR, a distintas temperaturas de hibridacion,
tomando como base la temperatura de melting calculada para cada par de cebadores

empleados.

Para los cebadores que amplificaron el fragmento de 1194 pb. del gen ampC,
ampC-F y ampC-R, la temperatura de melting (Tm) calculada fue de 68 y 60 °C,
respectivamente. Para la determinacion de la temperatura de hibridacion se requirié de
un ensayo de gradiente de temperatura (57-68°C), ya que de acuerdo a lo descrito en
bibliografia, esta temperatura debe encontrarse entre 5-10 grados por debajo de la Tm
de los cebadores (Wadsworth, 2006; Premier Biosoft International, 2010; Surzycki,
2000; Cultek, 2010). Para este sistema, la optimizacion de la PCR, concluy6 de manera
exitosa Unicamente con la eleccion de la temperatura Optima, que fue de 67°C. A esta
temperatura y bajo condiciones estandares de amplificacion y de concentracion de
reactivos, se obtuvo un sistema consistente y con alta eficiencia (Véase: Tablas 2.2 y 2.3
y Figura 3.2), reflejado en la presencia de dupletas idénticas, alta concentracion del

amplicon generado y ausencia de contaminacion en el control negativo.

En el caso de los cebadores empleados para la amplificacion del gen ampD y
su region promotora (916 pb.), descritos por Juan y colaboradores en el 2005, estos
poseyeron temperaturas de melting de 62°C (AD-F) y 66°C (AD-R). El ensayo de
gradiente de temperatura se efectud entre 59-66°C, escogiéndose como temperatura
optima de hibridacion la méxima ensayada, es decir 66°C, a la cual se pudo observar la
menor concentracion de productos inespecificos de bajo peso molecular. El siguiente
paso para su optimizacién entonces, fue eliminar estos productos, para lo cual se
procedi6 a realizar un ensayo con distintas concentraciones de cebadores (10-50 pmol),
seleccionandose la concentracion de 20 pmol, a la cual la amplificacion fue eficiente,
consistente y no hubo existencia de contaminacion ni presencia de productos

inespecificos (Véase Tablas 2.4y 2.5 y Figura 3.3).

Para el gen ampE (1231 pb.), cuyos cebadores también fueron descritos por

Juan y colaboradores en el 2005, el proceso de seleccion de la temperatura Optima de
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hibridacion, de acuerdo a lo recomendado por la bibliografia, se efectud inicialmente
entre 55-65°C, es decir por debajo de la Tm de los cebadores (60°C AE-F y 62°C AE-
R). Debido a la presencia de un producto inespecifico de bajo peso molecular y muy
alta concentracion, fue necesario buscar una temperatura especifica mayor, para lo cual
se ensayaron temperaturas de entre 65- 70°C, y se escogio el limite superior. Pese a que
la temperatura seleccionada era bastante alta, lo cual facilita la especificidad de la
reaccion, de acuerdo a lo explicado por Surzycky en el 2010, continué la amplificacion
inespecifica en una concentracion importante. Fue asi, que como estrategia de
estandarizacion, se procedié a realizar un ensayo de gradiente de la concentracion de
cebadores, escogiéndose la concentracion de 10 pmol para disminuir la intensidad de la
banda inespecifica. Sin embargo, el sistema se mantuvo inestable y no fue factible la
completa eliminacion del producto no especifico, por lo cual se probd una ultima
estrategia de optimizacion, la amplificacion mediante PCR bifasica. Cuando la
temperatura de hibridacion de los cebadores, se acerca a la temperatura de extension de
la polimerasa, es factible realizar una PCR bifésica, a una temperatura de entre 60-70°C,
rango en el cual se permite la eficiente hibridacion de los cebadores, asi como la
elongacioén enzimatica, de tal forma que se puede evitar la formacion de productos

inespecificos (Hyndman & Mitsuhashi, 2003).

Con el objeto de estabilizar la reaccion, mejorar la eficiencia y aumentar la
especificidad de la amplificacion (Henegariu, et al., 1007), tras un ensayo utilizando los
adyuvantes mas comunmente empleados, se decidid6 emplear glicerol al 5% de
concentracion final. El protocolo optimizado permiti6 obtener el amplicon especifico de
1231 pb., correspondiente al gen ampE, en una concentracion adecuada (Véase Tablas
2.6 y 2.7 y Figura 3.4). Sin embargo, la inestabilidad del sistema se mantuvo durante la
realizacion de toda la investigacion, atn con la adicidén del adyuvante, motivo por el

cual el sistema fue eliminado del estudio..

Para el caso de la amplificacion del gen ampG (1785 pb.), el sistema fue
optimizado en condiciones estandares de PCR, a una temperatura de hibridacion de
63°C, tras la realizacion del ensayo de gradiente de temperatura entre 63-70°C. El
gradiente fue determinado en funcidon de las temperaturas de melting de los cebadores,

las cuales son de 64°C (ampG-F) y 74°C (ampG-R). Se pudo obtener un amplicon de
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alta concentracion, consistente y sin contaminacion de los controles negativos (Véase

Tablas 2.8 y 2.9 y Figura 3.5).

Finalmente, para la optimizacion del sistema individual de PCR para el gen
ampR (891pb.), establecidas las Tm teoricas para los cebadores disefiados en 66 y 64 °C
para ampR-F y ampR-R respectivamente, se escogié la temperatura Optima de
hibridacion a 60°C, de entre un rango de 55-64°C. Debido a la presencia de fragmentos
inespecificos, se optimizd ademas la concentracion de cebadores, la misma que quedo
fijada en 20 pmol, tras lo cual se pudo obtener una amplificacion eficiente, consistente y

sin presencia de contaminacion (Véase Tablas 2.10 y 2.11 y Figura 3.6).

De acuerdo a lo recomendado por la guia de PCR y PCR miultiple
(Biotechniques, Henegariu, et al., 2007), antes de realizar la optimizacion de una PCR
multiple, es necesario que cada uno de los fragmentos haya sido amplificado por
separado y que las concentraciones del producto de PCR generado sean similares para
los protocolos optimizados. Fue asi, que una vez superada esta etapa, se procedio6 a la
estandarizacion de la técnica de PCR multiple para las combinaciones de amplicones
ampC-ampD y ampG-ampR., que fueron escogidas de acuerdo al tamafio de los

amplicones generados y la temperatura de optimizacion por separado.

Para el sistema de PCR multiple ampC-ampD, se determiné que la temperatura
de hibridacion 6ptima para los dos pares de cebadores fue de 69°C, utilizando una
combinacion de concentracion de cebadores de 5 pmol para ampC-F y ampC-R y de 20
pmol para AD-F y AD-R, empledndose ademas BSA (albiimina de suero bovino) en una
concentracion final de 0,8 pg/ul (Véase Tablas 2.12 y 2.13 y Figura 3.7). Este
adyuvante fue seleccionado, tras probar otros reactivos con el fin de favorecer la
eficiencia de la reaccion de PCR. El resultado fue una mejor y mas consistente
amplificacion, lo cual concuerda con lo descrito por bibliografia, que describe que para
el caso de los sistemas de PCR multiple, el uso de BSA hasta 0,8ug/uL, permite el
incremento de la eficiencia de la PCR en mayor grado que cuando se emplean otros
adyuvantes como el DMSO (dimetil sulfoxido) o el glicerol que a veces pueden

ocasionar resultados desfavorables (Henegariu, et al., 2007).
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Luego de la optimizacion del protocolo de amplificacion del sistema ampG-
ampR se determind que la concentracion adecuada de cebadores fue de 40 pmol para
ampG-F y ampG-R, y de 5 pmol para ampR-F y ampR-R. Adicionalmente, se utilizo el
adyuvante DMSO en una concentracion final de 10%, el mismo que demostré mejorar
notablemente la eficiencia de la reaccion, en relacion a otros reactivos probados (Véase
Tabla 2.14 y 2.15 y Figura 3.8). Debido a que en la mayoria de los casos el DMSO
genera resultados conflictivos al favorecer la amplificacion de algunos fragmentos y
disminuir la concentracion de otros, algunos autores consideran que este adyuvante no
es adecuado en la PCR de tipo multiple, a pesar de esto, se observaron resultados
positivos para ¢l este ensayo (Henegariu, et al., 2007). Estos resultados se fundamentan
en que la evaluacion de la efectividad debe realizarse por separado para cada sistema y a
que este reactivo facilita la separacion de las cadenas de ADN, especialmente en las
regiones ricas en GC que se encuentran presentes en la conformacion de la estructura
secundaria. Al afiadirse DMSO en la reaccién se hace mas accesible el ADN blanco,
mejorando por tanto la eficiencia de la reaccion (Q-biogene, Inc., 2002; Henegariu, et

al., 2007).

En cuanto a la determinacion de la sensibilidad analitica de la PCR
convencional para el gen ampD y su region promotora, asi como para las PCR multiples
de los genes ampC-ampD y ampG-ampR, se determin6, mediante diluciones seriadas de
ADN, que los sistemas eran capaces de detectar cantidades minimas de ADN, en el
orden de 1,5 pg/uL para los dos primeros y de 0,15 pg/uL en el ultimo caso (Véase
Figuras 3.9, 3.10 y 3.11). Estos valores corresponden a lo esperado en una técnica de

PCR, la misma que es extremadamente sensible.

Los ensayos de sensibilidad analitica de estos sistemas, por medio de conteo de
UFC, establecieron que el limite de deteccion es de 166 UFC/mL para los sistemas
ampD y ampC-ampD, lo cual concuerda con lo obtenido en ensayos similares
descontaminados para bacterias Gram negativas (Alban, 2010). Sin embargo, en el caso
del sistema ampG-ampR, el limite de deteccion por UFC, dio como resultado un valor
cuantificable alto (crecimiento masivo) de P. aeruginosa, lo cual nos demuestra que el
sistema no podria emplearse, bajo estas condiciones de optimizacion para la evaluacion

directa de muestras clinicas en un futuro, generandose la necesidad de mejorar este
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sistema para su aplicacion en futuras investigaciones (Véase Tabla 3.2 y Figuras 3.13-
3.15).

El procesamiento de aislados clinicos comprendi6 la amplificacion y
secuenciacion automatica solamente del gen ampD. Este fue seleccionado entre todos
los genes del sistema ampC, debido a que las mutaciones encontradas en el mismo son
las que se asocian, en la mayoria de los casos, a la resistencia frente a f-lactimicos
mediada por la des-represion de ampC (Juan, et al., 2006; Schmidtke & Hanson, 2008;
Lister, et al., 2009; Reisbig, Hossan & Hanson, 2003; Langaee, Gagnon & Huletsky,
2000).

Se consiguid la exitosa amplificacion del gen ampD y su region promotora en
todos los casos, con excepcion de la cepa 1080 (Véase Figura 3.16), la misma que tras
ser sometida a un segundo ensayo de amplificacion tampoco produjo el amplicon
deseado. Al revisar la informacion del ADN proveniente de esta cepa (Véase Figura
3.16 y Tabla 3.4), se observd que el mismo se encontraba sin evidencia aparente de
degradacion y con una concentracion Optima de 28, 07 ng/uL, la cual estd por encima
del limite de deteccion del sistema de PCR (1,5pg/uL), por estos motivos, se decidio

eliminar esta muestra del estudio en la evaluacion del gen ampD.

Para confirmar que el patdgeno pertenece a la especie P. aeruginosa, se
someti6 a la muestra a la amplificacion de un fragmento del gen ADN ribosomal 16S
(Cortesia Ing. Cristina Alban) y su posterior secuenciacion automatica, en donde se
logré reconfirmar el resultado microbiologico con un 99% de homologia; motivo por el
cual se pens6 que la cepa, probablemente contaba con la presencia de alguna mutacion
en la zona de hibridaciéon de los cebadores, y por esto no fue factible la amplificacion
del gen ampD. Esta es una hipotesis que quisiéramos comprobar. En este contexto,
justamente Juan y colaboradores en el 2005, describen a una cepa clinica que no
amplifica al gen ampD con la técnica de PCR, y se logra confirmar mediante
electroforesis, que ésta poseia una delecion significativa de una de las regiones de

hibridacion de los cebadores (Juan, et al., 2005).

Durante el andlisis de las secuencias, se identificé la presencia de mutaciones

no sinénimas asociadas a resistencia en la cepa ATCC 27853, posiblemente por su
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manejo inapropiado, por lo cual no fue factible emplearla como patron de comparacion

en el estudio.

Tras el alineamiento multiple de las secuencias de origen clinico, en relacion a
la secuencia de la cepa PAOI, se pudieron identificar un 31,25% de mutaciones
sinénimas y un 68,75% de mutaciones no sindnimas. Para el primer caso, se pudo
apreciar que las sustituciones fueron de tipo transicionales, debido al cambio de bases
pirimidinicas por bases pirimidinicas o en su defecto, de base purinas por bases purinas.
A su vez, algunas de las mutaciones no sinoénimas fueron sustituciones de tipo
transversionales, ya que el cambio se dio entre una base purina o pirimidinica, y existid

la modificacion en el marco de lectura debido a la presencia de una delecion.

Se ha demostrado que en el mecanismo de derepresion de ampC, mediando por
la presencia de mutaciones en el regulador negativo de la transcripcion ampD, las
mutaciones pueden ser puntuales, truncamientos e inserciones largas que afectan
principalmente al extremo carboxilo terminal de la proteina, asi como en sitios de union
al zinc (acido aspartico en la posicion 164 y dos histidinas en las posiciones 34y 154) y
el sitio catalitico, el mismo que se encuentra proximo al extremo amino terminal, Este
sitio consta generalmente de aminoéacidos hidrofobicos que son necesarios para la uniéon
del sustrato (Schmidtke & Hanson, 2006). En este contexto, todas las mutaciones no

sinonimas encontradas condujeron a cambios en la estructura de la proteina AmpD.

En cuanto a la sustitucion de G por C en la posicion 443, que genera un
cambio de glicina a alanina en la posicion 148 de la proteina (cercana al sitio de union
al zinc), esta ha sido reportada en bibliografia con una prevalencia del 55% para
aislados clinicos con perfiles de multiresistencia frente a B-lactamicos (Amber, et al.,
2008; Langaee, et al., 2000). Este valor corresponde a lo determinado en el presente
estudio, en donde el 50% de las cepas resistentes la presentd, siendo novedoso, el
ademas haberla encontrado en el 50% de las cepas que eran sensibles fenotipicamente

(Véase Tabla 3.7)
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La sustitucion de G por T en la posicion 547, que condujo al cambio de 4cido
aspartico a tirosina en la posicion 183 de la proteina AmpD (cercana al extremo
carboxilo terminal), descrita por Amber y colaboradores en el 2008, tuvo una
prevalencia del 25% del total de los casos, equivalente al 20% de las cepas resistentes y

sensibles de este estudio.

La delecion de G en la posicion 444 ocasion6 un cambio en el marco de lectura
de la proteina, inactivandola, ya que se perdieron sitios de relevancia, como la histidina
en la posicion 154 necesaria para la union del zinc a la enzima y todo el extremo
carboxilo terminal que es necesario para la estructura funcional de AmpD. Por otro
lado, la sustitucion de G por A en la posicion 27 encontrada en una cepa multiresistente,
condujo al truncamiento de la proteina al insertar un codén de parada anticipado. Estas
dos mutaciones son reportadas por primera vez en este estudio en asociacion a la

resistencia frente a B-lactamicos.

Después de relacionar el fenotipo y genotipo de las cepas empleadas en el
estudio, se pudo determinar que solamente el 55% son molecularmente resistentes tanto
fenotipica como genotipicamente. El 45% restante presentd un perfil sensible en el
antibiograma y resistente por biologia molecular, por lo cual no existe correlacion entre
la resistencia fenotipica y genotipica determinada por la presencia de mutaciones en
ampD. Tras evaluar el progreso de los pacientes un mes después de la toma, el 40% de
las cepas de P. aeruginosa sensibles fenotipicamente, se tornaron multiresistentes, el
20% mantuvo su perfil de sensibilidad. EI 40% restante no fue posible monitorearlo por

no contar con mas cultivos del paciente.

El1 40% de las cepas que presentaron resistencia genotipica “latente”, con perfil
fenotipico sensible inicialmente, desarrollaron multiresistencia dentro un mes de
monitoreo. Se presume que estas cepas, al ser sometidas a antibidticoterapia expresaron
el mecanismo de derepresion de ampC, por induccidon de los propios antibioticos. Cabe
mencionar en este contexto, que la sobreexpresion de ampC, puede deberse también a
que P. aeruginosa es una bacteria hipermutante, y se sabe que las mutaciones en el gen
ampD, asociadas a la resistencia pueden presentarse espontaneamente entre 10°-107

células bacterianas (Reisbig, Hossan & Hanson, 2003).
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Lister y colaboradores, en el 2009, describen que este fendmeno encontrado en
aislados clinicos de P. aeruginosa ocurre durante el tratamiento y se ha visto que tras un
primer diagndstico de sensibilidad, un 14 a 56% de los pacientes tratados con
penicilinas antipseudomona, combinaciones penicilinas-inhibidor, aztreonam, 'y
cefalosporinas de espectro extendido, lo presentan. En la presente investigacion este

hecho se evidenci6 en un 40% de cepas.

El 31,25% de las cepas no presentaron mutaciones asociadas a resistencia,
unicamente mutaciones sinonimas. Dentro de este grupo el 80% de las cepas presentaba
un perfil fenotipico resistente frente a los antibioticos evaluados, por lo cual la ausencia
de mutaciones en el gen ampD nos lleva a pensar que mutaciones en los demas genes
del sistema, especialmente en ampR y ampG, pudieran ser las responsables (Schmidtke

& Hanson, 2003; Schmidtke & Hanson, 2008).

Los datos recopilados en esta investigacion, sobre el desarrollo de resistencia
por la sobreproduccion de ampC, en cepas que fueron diagnosticadas inicialmente como
sensibles, son de vital importancia, ya que se ha demostrado que un alto grado del fallo
terapéutico en estas infecciones se debe a la deteccion tardia de este mecanismo de
resistencia (Juan, et al., 2005). Tam y colaboradores, en el 2009, demostraron que hay
67,5 veces mas probabilidades de fallo terapéutico, cuando la infeccion es causada por
cepas de P. aeruginosa con derepresion de ampC. Justamente estos pacientes poseen un
mayor riesgo de desarrollar bacteriemias persistentes, siendo ésta la mayor justificacion

de continuar investigando sobre los mecanismos de resistencia en Pseudomonas.

79



CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El protocolo optimizado para la obtencion de material genético a partir de cultivos
puros de Pseudomonas aeruginosa, permitio la obtencion de DNA de alta calidad y
concentracion, facilitando la favorable amplificacion de los genes de resistencia del

sistema ampC.

Los sistemas optimizados de PCR convencional y PCR multiple permiten la
adecuada amplificacion de los genes ampC, ampD, ampG y ampR, para la
investigacion del mecanismo molecular de resistencia mediado por la

sobreproduccion de la B-lactamasa AmpC.

El sistema de amplificacion utilizado para la deteccion del gen ampE fue

completamente inestable, por lo cual no pudo ser empleado en el presente estudio.

Los sistemas optimizados son especificos para P. aeruginosa y poseen una alta
sensibilidad para la evaluacion de ADN proveniente de cultivos puros. Los limites
de deteccion fueron establecidos en 0,15 pg/uL para ampG-ampR, y de 0,15 pg/uL
para ampD y ampC-ampD.

El limite de deteccion para la amplificacion del gen ampD y de los genes ampC-
ampD, fue de 166 UFC/mL, reflejando una alta sensibilidad de los sistemas de PCR
convencional y multiplex. Este es un resultado importante si se piensa en una

posible aplicacion directa en muestras clinicas.

El limite de deteccion del sistema de amplificacion por PCR maultiple de los genes
ampG-ampR fue muy elevado, por lo cual no puede ser aplicado directamente a

muestras clinicas en las condiciones actuales del sistema.

El andlisis mediante alineamiento multiple de las secuencias obtenidas por
secuenciacion automatica permite la identificacion de mutaciones asociadas y no
asociadas a la resistencia frente a antibidticos PB-lactamicos en el gen ampD de
cepas clinicas con perfiles de resistencia conocidos frente a los antibioticos:

piperacilina/ tazobactam, ceftazidima, cefepima y aztreonam.
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10.

11.

12.

13.

La correlacion entre el fenotipo y el genotipo para las cepas clinicas evaluadas fue
del 55%, cifra que refleja la latencia del mecanismo molecular de resistencia en el
restante 45% de las cepas, de las cuales al menos el 40% expresaron el mecanismo

de derepresion de ampC durante el tratamiento.

Las mutaciones encontradas mediante PCR y secuenciacion automadtica en el gen
ampC estan asociadas con la resistencia fenotipica frente a antibidticos [3-

lactdmicos: piperacilina/ tazobactam, ceftazidima, cefepima y aztreonam.

La activacion del mecanismo de sobreexpresion de AmpC puede ocurrir durante el
tratamiento, inclusive tras un primer diagndstico de sensibilidad fenotipica frente a
antibioticos B-lactdmicos comunmente empleados como ceftazidima, cefepima,
aztreonam y piperacilina-tazobactam, lo cual conduce al fallo terapéutico en los

pacientes.

La importancia de la realizacion de andlisis moleculares que permitan Ia
identificacion temprana de este mecanismo molecular de resistencia, radica en que
puede ser detectado aun antes de su expresion fenotipica y por lo tanto permitir que

la terapéutica se adecuadamente dirigida y oportuna.

La disponibilidad de este tipo de ensayos en la rutina de laboratorio evitaria la
aplicacion de terapias que resultan ineficaces y que ademads agravan, desde el punto

de vista de salud publica, el importante problema de resistencia antibiotica.

La presente investigacion se proyecta a una segunda fase en la cual se procedera a
secuenciar el resto de genes del sistema y se evaluaran una mayor cantidad de
aislados clinicos, ademas, de la implementacion del sistema en PCR en tiempo real

para la cuantificacion de la expresion de la B-lactamasa AmpC.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Dado a que el sistema de amplificacion aparentemente optimizado para ampEk,
fue completamente inestable en la presente investigacion, seria fundamental el
poder probar otros sistemas que permitan la adecuada deteccion del gen

mediante PCR.

Es necesario que el sistema de PCR multiple para la amplificacion de los genes
ampG-ampR sea reevaluado, con el fin de mejorar su sensibilidad analitica en
UFC/mL, para que este pueda ser aplicado directamente sobre muestras clinicas

en la posteridad.

Si bien el mecanismo de derepresion de ampC esta mediado principalmente por
la presencia de mutaciones inactivantes del regulador negativo de su
transcripcion, el gen ampD, seria vital el poder concluir con la secuenciacion
automatica de los demés genes del sistema, con el fin de poder determinar la

informacion completa del genotipo de cada cepa.

Se recomienda el empleo de una polimerasa con tecnologia Hot Start, con el fin
de mejorar la sensibilidad y especificidad del ensayo PCR, especialmente para

aquellos que emplean la técnica de amplificacidon mediante PCR multiple.

Se propone ademas, el trabajar de una forma activa y cooperativa entre los
Hospitales y la ESPE, en la investigacion de mecanismos moleculares de
resistencia en patogenos oportunistas de tan alta relevancia clinica como

Pseudomonas aeruginosa,
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