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RESUMEN

Objetivo: La presencia de los integrones en el genoma bacteriano puede
contribuir al aumento de bacterias multirresistentes. El presente estudio tiene
como objetivo principal analizar la asociacion entre los integrones de clase 1y 2

con la multirresistencia antimicrobiana.

Material y Métodos: Para este fin se utilizaron 35 muestras de P. aeruginosa
proporcionadas por el Hospital Belén de Trujillo, a las que se le realizd su
respectiva comprobacion fenotipica y genotipica, prueba de susceptibilidad
mediante método de difusion en disco, la extraccion de ADN y por ultimo la

deteccion de los genes: Intl1, Intl2, mediante PCR.

Resultados: De las 35 cepas de P. aeruginosa, 24 (68,6%) fueron MDR. Intl1
se detectd en un 51,4%; y el 67% correspondian al grupo de las MDR. Se
identificaron correlaciones significativas entre el: Intll y la resistencia a
ciprofloxacino, ofloxacino, meropenem, imipenem, tobramicina, gentamicina,

piperacilina y aztreonam.

Conclusiones: El intll prevaleci6 en el grupo de los MDR y parece desempefiar
un papel importante en la diseminacion de genes de resistencia a multiples
farmacos, por lo que se podrian utilizar como marcadores para la identificacion
de aislamientos MDR y de esta manera realizar programas de vigilancia
molecular para elegir la terapia adecuada y el manejo de las practicas de control

de infecciones.

Palabras claves: Intll, Intl2, multirresistencia antimicrobiana, Pseudomonas

aeruginosa.



ABSTRACT

Objective: The presence of integrons in the bacterial genome can contribute to
the increase of multiresistant bacteria. The main objective of this study is to

analyze the association between class 1 and 2 integrons with multiresistance.

Material and Methods: For this purpose, 35 samples of P. aeruginosa provided
by the Hospital Belén de Trujillo were used, which underwent their respective
phenotypic and genotypic verification, susceptibility test by disk diffusion method,
DNA extraction and finally the detection of the genes: Intl1, Intl2, by means of

PCR.

Results: Of the 35 P. aeruginosa strains, 24 (68.6%) were MDR. Intl1 was
detected in 51.4%; and 68,6% corresponded to the MDR group. Significant
correlations were identified between: Intll and resistance to ciprofloxacin,
ofloxacin, meropenem, imipenem, tobramycin, gentamicin, piperacillin, and

aztreonam.

Conclusions: The intll prevailed in the MDR group and seems to play an
important role in the dissemination of multidrug resistance genes, so they could
be used as markers for the identification of MDR isolates and thus perform
molecular surveillance programs to choose appropriate therapy and

management of infection control practices.

Keywords: Intl1, Intl2, antimicrobial multiresistance, Pseudomonas aeruginosa
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l. INTRODUCCION

Se estima que la resistencia antimicrobiana (RAM) causara 10 millones de
muertes en el mundo para el afio 2050, y gran parte de éstas seran causadas
por bacterias gramnegativas. (1) Como consecuencia del uso irracional de
antimicrobianos a libre demanda; se esta produciendo la aparicion y propagacion
de bacterias resistentes y multirresistentes (MDR); adquiriendo varios
mecanismos de adaptacion bacteriana tales como, la produccién de enzimas,
alteracion de vias metabdlicas, alteracion de la permeabilidad de membrana,
variacion genética; tales como mutaciones, reordenamiento de segmentos de
ADN, plasmidos, integrones. (2) (3). Tal es el impacto de la multirresistencia que
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé en el 2017 una lista de
patdgenos intrahospitalarios multirresistentes, para los que se necesita con
urgencia nuevas alternativas terapéuticas; la mayor parte son patdgenos
gramnegativos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y

Enterobacter. (4)

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ambiental ubicua causante de
numerosas infecciones oportunistas nosocomiales, que son epidemiolégica y
clinicamente relevantes debido a la dificultad para el tratamiento adecuado y
oportuno, y también por su elevada transmision de mecanismos de resistencia.
Estas pueden permanecer en el medio, produciendo recaidas en pacientes que
se encuentras hospitalizados o en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
aumento su morbimortalidad, asi mismo aumentado los costos sanitarios. (5) El
uso generalizado de antibiéticos es probablemente la principal razén del

aumento de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (PAMR). De tal manera
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esto se encuentra muy asociado con la plasticidad genética para sobrevivir que
tiene P. aeruginosa a partir de la transferencia horizontal genes (THG).(6) En
1970, se determin6 que la THG estaba mediada por distintos elementos
genéticos, tales como: transposones, plasmidos y secuencias de insercion,
capaces de transferir material genético de un organismo a otro mediante
mecanismos como conjugacion, transduccion transformacién. Para 1989, se
descubrieron elementos genéticos relacionados a la insercion y transcripcion de
genes que fueron identificados como integrones por Strokes y Hall; y la
definicion actual fue introducida en 1995 por Hall y Collis (7). Se definen como
elementos genéticos bacterianos que promueven la adquisicién, expresion y
movilizacion de genes de resistencia a antibioticos incrustados en cassettes de
genes, otorgando ventajas selectivas a las bacterias. Se ha evidenciado que en
casi la mitad del total de PAMR estan presentes los integrones, tales como los
genes que codifican las BLEE, carbapenemasas y aminoglucosidos.(9) Por lo
tanto en la actualidad se conoce su intima asociacion como vectores de la

multirresistencia a antimicrobianos, sobre todo en bacterias Gram — negativas.

Los integrones son sistemas de recombinacion sitio — especificas que permiten
a las bacterias adaptarse y evolucionar rapidamente a través del
almacenamiento y la expresion de nuevos genes,(10) esto lo llevan a cabo
gracias a su estructura que incluye: un gen codificante de integrasa (intl), un
sitio adyacente de recombinacion (attl) y un promotor de orientacion externa
(Pc) para los cassettes integrados en el sitio de attl, con capacidad de direccionar
la transcripcidén de los genes capturados desde los cassettes genéticos(11,12),
quienes comunmente tienen un marco de lectura abierto (ORF) y un sitio

reconocible por el Intl llamado attC, dentro de la estructura del integron,
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constituye la parte variable. (Anexo 1). Estos cassettes pueden existir como
elementos circulares o DNA (Desoxyribo Nuclleic Acid) circular libre; se pueden
insertar en un integrén mediante una recombinacion de sitio especifico asociada
al integron para crear una forma lineal, en una orientacion 3’; mediante la
expresion de un promotor (Pc). (13) El objetivo mas comunmente seleccionado
para la deteccion de un integron mediante PCR en una bacteria especifica, es el
gen que codifica a la integrasa (intl), de la familia de tirosina recombinasa, que
se encarga de catalizar la recombinacion entre los sitios attl y/o attC (14), las
secuencias de aminoécidos del gen (Intl) se utilizan como base para dividir a los
integrones en “clases”, los que llevan intll se define como “clase 17, intl2 como
“clase 27, intl3 como “clase 3”, etc. (15)(24)(33). Los integrones de clase 1 son
los méas extendidos y clinicamente importantes, ya que se han detectado de 22
—59% en las bacterias gramnegativas MDR (6,18). Por esto constituye el modelo
de investigacion principal. Estos estan compuestos por 2 elementos
conservados, uno que es el intl y attl, y un promotor que codifica a los genes Sull
y gacEal que brindan resistencia a las sulfamidas y a los agentes de amonio

cuaternario, también estan asociados a transposones derivados de Tn402. (17)

Los integrones de clase 2 son menos comunes y han mostrado una alta
estabilidad en sus matrices de cassettes de genes: dfrAl — sat2 — aadAl,
asociados con los genes de codifican resistencia a trimetoprima — sulfametoxazol
y estreptomicina(36). Usualmente estan asociados principalmente con
transposones Tn7. Los de clase 3 se cree que también se encuentra en un
transposon Tn402 y son menos prevalentes. Las otras dos clases de integrones

se han encontrado en la resistencia a trimetoprima en Vibrio especies. (10)
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Sobre la movilidad de los integrones distribuida en organismos clinicos, se ha
considerado una preocupacion importante de la resistencia clinica a los
antimicrobianos, ya que esta fuertemente asociado a elementos moviles
(transposones o plasmidos). El integrén clase 1 se ha considerado como un
elemento genético potencialmente movil y comunmente se encuentra en
plasmidos para facilitar la transferencia mediada por conjugacion, ya que son
capaces de transferirse a otros integrones o a sitios secundarios en el genoma
bacteriano, a su vez pueden compartirse incluso entre diferentes bacterias.
(10)(20). Se han identificado mas de 130 cassettes genéticos diferentes que
albergan varios genes de resistencia a antibiéticos (21), que brindan resistencia
a la mayoria de los grupos de antibiéticos, tales como: aminoglucésidos, B —
lactamicos, cloranfenicol, estreptomicina, rifampicina, fosfomicina, eritromicina,

lincomicina, quinolonas y antisépticos de amonio cuaternario. (10)

Para su identificacion y monitorizacion se necesitan métodos fiables como la
PCR; que permitan detectar molecularmente a la integrasa. (22) Un estudio
realizado por Maria del Rosario, et al (Bolivia, 2007), demostro la relacion entre
la presencia de integrones clase 1y 2 y la resistencia a antimicrobianos en cepas
clinicas de Pseudomonas aeruginosa mediante PCR, dichas cepas procedian de
diferentes laboratorios y centros hospitalarios. Dénde los resultados fueron que
el 29.27% de los aislados, llevaba integrones clase 1, el 12,20% integrones de

clase 2;y el 17.07%se identificaron los integrones 1 y 2. (23)

Rodulfo et al (Venezuela, 2018), realizé un estudio de los factores de virulencia
e integrones asociados con fenotipo MDR 'y extremadamente
multidrogorresistente (XDR) en cepas nosocomiales de Pseudomonas

aeruginosa mediante PCR, dénde se obtuvo como resultados al intll en un
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36,8% de las cepas y la frecuencia se asoci6 con la resistencia en cepas MDR.

(24)

Zarei- Yazdeli et al (Iran, 2018) realizd un estudio de prevalencia sobre los
integrones de clase 1, 2 y 3 de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes
usando PCR en Yazd, Iran. Es un estudio descriptivo que se realiz6 aislando 144
muestras clinicas de P. aeruginosa, mediante PCR se detectd integrones de
clase 1, 2 y 3 utilizando cebadores de genes intl, intl2 e intl3; los resultados
fueron: la prueba de susceptibilidad mostré6 que el 75% fueron MDR vy la
resistencia mas baja se observo en ciprofloxacino (48,6%) y la mayor resistencia
fue en gentamicina (63,2%). Ademas, se identificé que el 82.6% de los aislados

presentaron integrones 1 o 2.(25)

Rodriguez Makhiboroda et al (Quito — Ecuador, 2020) En su Tesis realizd
Caracterizacion de integrones clase 1 en aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa. Obtuvo de 35 aislados clinicos de laboratorios particulares,
mediante caracterizacion molecular por PCR encontr6 al intll en 11/35 (27,5%).
De los 11 aislados 5 fueron MDR (45.5%), y 2 presentaron resistencia extendida
(18,2%) y 2 fueron panresistentes (18,2%). Presentaron ademas alta resistencia
a quinolonas (27,5%), carbapenémicos (17,5%) y aminoglucésidos (17,5%) y en

menor porcentaje a monobactamicos (13%)(26).

Shahram Mobaraki et al. (Iran — 2018). En su investigacion sobre la Presencia
de integrones de clase 1, 2 y 3 en aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
con fenotipo de resistencia a multiples farmacos recolectados de hospitales de
la ciudad de Tabriz. Se recolect6 200 muestras clinicas. La prueba de
susceptibilidad a los antibidticos se realizé mediante el método de difusion en

disco y la presencia de integrones se analizd mediante PCR. Como resultados
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obtuvo: 98% de aislamientos fueron resistentes a cefotaxima. 53% fueron XDR,
27,5% de los aislamientos fueron resistentes a mas de 8 grupos de antibidticos.
27.5% fueron positivos para integron tipo 1; 51% para integron de tipo 2 'y 15%
para tipo 3. La resistencia de aminoglucoésidos fue el gen mas comun albergado

para los integrones(27).

Hasta la actualidad, no se han realizado estudios en Peru sobre la presencia de
integrones en P. aeruginosa; pero si, en E. coli. Riveros Ramirez et al. Lima —
Perd (2019) realizaron un estudio sobre integrones en Escherichia coli
provenientes de nifilos menores de dos afios con diarreas y bacteriemia. En los
gue detectaron al integron de clase 1 en aislados de bacteremia en un 31%
(22/70). Se detectaron 12 cassettes genéticos de clase 1y 3 de clase 2, y les
confirieron resistencia a los aminoglucésidos (aadAl, aadA2, aadAb), a
gentamicina /tobramicina / kanamicina, trimetropim, cloranfenicol y 1 ORF
(marco de lectura abierto). Sélo en integrones de clase 2 se indentificaron tres
cassettes genéticos de estreptotricina acetiltrasnferasa (sat 1,2 y 3) que
confieren resistencia a estreptotricina. La mayoria de los aislados con integrones
1y 2 fueron multirresistentes. Por lo que concluyeron que las E. coli provenientes
de heces y sangre en nifios peruanos presentaron multirresistencia y albergaban

a los integrones de clase 1y 2 con diferentes cassettes de resistencia.(28)

En el Perd, los antibi6ticos son prescritos con frecuencia, y en la actualidad los
hospitales tienen un suministro limitado de farmacos para terapias infecciosas,
en conjunto con la resistencia antimicrobiana ha hecho que el tratamiento se
vuelva una tarea desafiante para el médico que debe brindar terapias racionales
y basadas en evidencias para mejorar la salud de los pacientes .(29) Por lo tanto,

es esencial utilizar practicas de manejo y vigilancia epidemiolégica para
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optimizar el uso de antibidticos (PROA) mas controlado, preferiblemente
basadas en resultados de antibiograma y los métodos moleculares para detectar
a éstos elementos genéticos codificadores de resistencia a antibioticos, para de
esa manera disefar estrategias terapéuticas adecuadas para el control de estos

organismos.(30).

Enunciado del problema:

¢ Existe asociacion entre la multirresistencia con la presencia de integrones de
clase 1y 2 en cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras

clinicas del Hospital Belén del periodo 2018?

Hipotesis
Hipotesis nula (Ho): No existe asociacion entre la multirresistencia y la presencia

de integrones de clase 1y 2 en cepas Pseudomonas aeruginosa.

Hipotesis alterna (Ha): Existe asociacion entre el multirresistencia y la presencia

de integrones de clase 1y 2 en cepas Pseudomonas aeruginosa.
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Objetivos

Objetivo general:

Detectar la presencia de integrones de clase 1 y 2 en aislados clinicos de

Pseudomonas aeruginosa y asociarlos con la multirresistencia antimicrobiana.

Objetivos especificos:

Determinar los patrones de resistencia y susceptibilidad a antibidticos en las

cepas de estudio.

Identificar y caracterizar a los genes codificantes de los integrones 1y 2 de cepas

de PAMR.

Determinar la asociaciéon del patron de resistencia de los grupos de

antimicrobianos con la presencia de integrones de clase 1y 2

Il. MATERIAL Y METODOS

a. Diseno de Estudio:

Estudio experimental basico, prospectivo y analitico.

b. Poblacion, muestray muestreo:
POBLACION DE ESTUDIO:
En el presente estudio se analizaron 35 aislados de Pseudomonas
aeruginosa de muestras clinicas proporcionadas por el laboratorio
de Biologia Molecular y Biotecnologia de la UPAO, a su vez
provenientes del Hospital Belén de Trujillo, de pacientes que
presentaron diversas patologias infecciosas en el afio 2018.

(Anexo 2y 3).
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Criterios de inclusion:

Cepas de P. aeruginosa provenientes de diferentes
muestras clinicas de pacientes con patologias infecciosas
(esputo, sangre, orina, piel).

Cepas de P. aeruginosa productoras de pigmentos al
crecimiento en agar cetrimide.

Cepas que presentan alcalinidad en el agar triple sugar iron
(TSI).

Molecularmente evidencian el gen de acetilasa especifica
para P. aeruginosa

Deben mostrar un perfil de sensibilidad a los siguientes
antibidticos:  ciprofloxacino, tobramicina, meropenem,
Piperacilina - Tazobactam, Ceftazidima, amikacina,
gentamicina, imipenem, ofloxacino, cefepime.

DNA bacteriano que se evidencie los pb establecidos en la

investigacion que correspondan al gen del intl1 e intl2.

Criterios de exclusion

Amplicones de resultado de PCR de Pseudomonas
aeruginosa que presenten diferente tamafio de pares de
bases a los presentados por el control utilizado ATTC 27853.
Amplicones de resultado de PCR para el gen del integron de

clase 1y 2 que presenten diferente tamafio al descrito.
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c. Variables y escalas de medicién

Variable Tipo Escala Indicadores indices
Variable Independiente
Presencia de Cualitativa Nominal -Clase 1: gen de
integrones integrasa: intl 1. -SI=1
Tamafio de
amplificacion es de
892 pb.(31) -NO=0
-Clase 2. gen de -Sl=1
integrasa: intl 2
tamafio de
amplificacibn es de -NO=0

467 pb.(31)

Variable Dependiente

Multirresistencia Cualitativa Nominal

- Multirresistente: es

una cepa resistente a

mas de 3 grupos de

antimicrobianos. (32)

- No Multirresistente:

€S una cepa resistente

a menos de 3 grupos

de

antimicrobianos.(32)

MDR: resistente
a > 3 grupos de

antimicrobianos

No MDR:
Resistente: < 3
grupos de

antimicrobianos
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d. Procedimientos y técnicas

COMPROBACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS DE
Pseudomonas aeruginosa

Las cepas donadas del Hospital Belén de Trujillo fueron
proporcionadas con su respectiva identificacion y antibiograma.
Sin embargo, se realizé una reidentificacion para descartar alguna
cepa contaminada adquirida en el traslado.

COMPROBACION DE CEPAS EN AGAR LB, CETRIMIDE Y TSI

Inicialmente se aislaron las cepas mediante inoculacion para la
comprobaciéon de cada una usando un medio nutritivo de
enriquecimiento Luria Bertani (LB), las cuales se dejo incubar por
12 horas a 37°. Al dia siguiente se realiz6 el aislamiento en un agar
selectivo Agar Cetrimide por 24 horas a 37°. Posteriormente se
realizd la comprobaciéon bioquimica en medio TSI, ésta se realizd
inoculando una colonia aislada con la ayuda de un asa
bacteriol6gica. Mediante una extraccion profunda en la base y

estria superficial en el apice inclinado. (Alcoccer, 2020).

COMPROBACION GENOTIPICA DE LAS CEPAS DE

Pseudomonas aeruginosa
EXTRACCION DE ADN DE LAS CEPAS

Posterior a la comprobacién de todas las cepas con su
respectivo patrén de resistencia, se procedid a realizar un

over night en caldo nutritivo de enriquecimiento Luria Bertani
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(LB), se incub6 a 37° por 12 horas para proceder a la

extraccion del ADN.

Luego las células bacterianas se recogieron por
centrifugacion a 5000 r.p.m. durante 5 minutos el proceso se

realizo 2 veces.

Posteriormente se procedié a eliminar el sobrenadante
mediante una micropipeta estéril. A continuacién, se agrego
100 ul de agua Mili Q para resuspender. A continuacion,
pasaron a centrifugar las muestras a 11.000 r.p.m. en 3 min

en 3 minutos.

Posteriormente con una micropipeta extrajimos el
sobrenadante, que es el que contiene el ADN y se empleara
para la realizacion de PCR. Luego de la extraccién del ADN
cada cepa rotulada en los tubos de eppendorf plastico

rotulado. (Rodulfo H, 2019).
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IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA ESCPECIE Pseudomonas aeruginosa.

Para comprobar genéticamente las cepas de Pseudomonas aeruginosa mediante PCR, se utilizaron los

iniciadores descritos por Hyeon Jin Choi y colaboradores (2020) detallados en la (tabla 1).

Tabla 1.Cebadores empleados en la identificacion de Pseudomonas aeruginosa

Cebador —Secuenciab 3’ Annealing Tamafio del Referencia
(°C) Gen Target  amplicon
(pb)*
PA431CF CTGGGTCGAAAGGTGGTTGTTATC 63 O -gen 242 Liu M, 2020
PA431CR GCGGCTGGTGCGGCTGAGTC acetilasa

*pb: pares de bases; A, adenina; T, timina, C, citocina, G, g3uanina.

23



Las reacciones de amplificacion del gen empleado en la identificacion de
la especie se llevaron a cabo en volumenes de reaccion de 20 yL que
contenian: 10 yL de Dream Taq Hot Start PCR Master Mix (2X) — Thermo
Scientific, 1 uL de cada cebador, 5 uL de ADN y 3 uL de agua molecular.
Se empleo la cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa como
control positivo. Las condiciones de amplificacion fueron: la
desnaturalizacion inicial a 95° por 3 minutos, se completaron 35 ciclos,
cada uno a 95°C por 1 minuto, hibridacion a 63° por 30 segundos, y la

elongacion a 72° por 1 minuto. La extension final a 72° por 10 minutos.

Los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa 1% en la camara de electroforesis aplicando 70 voltios por
40 minutos. Para la visualizacion del gel, se emple6 un marcador de peso
molecular 1 kpb de la marca Thermo Scientific. Las condiciones de
amplificacion fueron: la desnaturalizacion inicial a 95° por 3 minutos, se
completaron 35 ciclos, cada uno a 95°C por 1 minuto, hibridacion a 63°
por 30 segundos, y la elongacién a 72° por 1 minuto. La extension final a

72° por 10 minutos. (Liu M, 2020)
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PATRON DE RESISTENCIA MEDIANTE DIFUSION DISCO -
PLACA (recomendaciones del Clinical and Laboratory

Standars Institute (CLSI)

Se procedié a realizar el antibiograma, mediante el método de
difusidén en disco de Kirby — Bauer de acuerdo con las directrices
del CLSI (The Clinical & Laboratory Standars Institute; Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio, (2020) (47). Los discos
incluian colistina sulfato (10ug), Ciprofloxacino (5ug), Aztreonam
(30 ug), Tobramicina (10ug), Meropenem (10ug), Piperacilina
Tazobactam (110ug), Ceftazidime (30ug), Amikacina (30ug),
Gentamicina (10ug), Imipenem (10ug), Piperacilina (100ug),

Ofloxacina (5ug), Cefepime (30ug)(33). (Anexo 4y 5).
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DETECCION DE intl1 e intl2 MEDIANTE PCR

En los aislados se realizé la amplificacion de genes codificantes de la enzima integrasa 1 (intll) (Figural) y la integrasa
(intl2) (tabla 2). Para ello se utilizaron los siguientes cebadores, seguin Gonzales y colaboradores (2004) y fabricados

por Sigma-Aldrich. (Anexo 6).

Tabla 2.Cebadores empleados en la identificacion del intll e intl2.

Nombre Secuencia (5°-3’) Annealing Gen Tamafio de Referencia
(°C) target amplicon(pb)
Intll F ATCATCGTCGTAGAGACGTCGG 63 intl1 892 Manzur, 2007

Intl 1 R GTCAAGGTTCTGGACCAGTTGC

Inti2 F GCAAATGAAGTGCAACGC 63 intl2 467 Manzur, 2007

Inti2 R ACACGCTTGCTAACGATG

*pb: pares de bases; A, adenina; T, timina, C, citocina, G, guanina
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Para ambos integrones las condiciones fueron las mismas
descritas por (Manzur S, 2007): Las concentraciones finales de la
mezcla para la PCR fueron de 20 pL: 10 yL de Dream Taq Hot Start
PCR Master Mix (2X) — Thermo Scientific, 1 ul de IntA UP, 1 uL de

IntB LP; 5 pL de muestra de ADN; 3 uL de H20 Miliqg.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en 2 ciclos iniciales
de desnaturalizacion de 95° 3minutos y otro de 95° 30seg.
Hibridacion 63° 30seg, elongacion 72° 1 minuto y extension final de
70° en 10 minutos. Luego, las condiciones de amplificacion fueron:
la desnaturalizacion inicial a 95° por 3 minutos, se completaron 35
ciclos, cada uno a 95°C por 1 minuto, hibridacion a 63° por 30
segundos, y la elongacion a 72° por 1 minuto. La extension final a
72° por 10 minutos. Los productos se observaron con luz

ultravioleta mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los productos de la amplificacién se separaron por electroforesis
en geles de agarosa al 1% en tampon TAE 1X; el cual fue
previamente colocado 5 ul de Bromuro de etidio, para ambos intl 1
e intl 2. La mezcla se realizé con 2ul de muestra de DNA, Se uso6 1
ul del marcador de peso molecular de 1Kb DNA de la marca Ladder
Thermo Scientific GeneRuler y 8 ul de H20 destilada.

Se procede a colocar en los pocillos de agarosa, a un voltaje de 70
V, durante aproximadamente 50 minutos.

Las bandas de amplificacion se visualizaron mediante

transiluminador de luz ultravioleta. (Manzur S.,2007).
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Figura 1.Secuencia genética del gen de la integrasa (intl1)
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e.

Plan de analisis de datos
Se utilizé el paquete Estadistico IBM SPSS Statistics 25.

Estadistica Descriptiva:
Los resultados se presentan con frecuencias absolutas y

porcentuales (Tablas cruzadas). Gréficos de barras comparativos.

Estadistica Analitica

Para el andlisis estadistico, las muestras se dividieron en dos
grupos; el grupo de los MDR y No MDR. Se realizé la prueba de chi
cuadrado, para determinar la significancia estadistica, con un nivel
de confianza al 95% y se consideraron a los valores

estadisticamente significativos si p<0.05.

Aspectos éticos

Se cumplieron con los principios béasico de ética; justicia,
beneficencia y no maleficencia. Se respetaron los datos brindados
por el informe de microbiologia de las muestras brindadas por el
Hospital Belén de Truijillo, sin modificar o adulterar su contenido,
respetando el art. 93. Se conservé el anonimato del paciente del
que se recolecto la muestra respetando el art. 95 del cédigo de

Etica y Deontologia del Colegio Médico del Peru. (34,35)
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. RESULTADOS
a. CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE
Pseudomonas aeruginosa.
Las 35 cepas utilizadas para el estudio presentaron caracteristicas
fenotipicas (Anexo 7 y 8) y genotipicas (Figura 2), confirmando ser
del género P. aeruginosa.
En la (tabla 3) se muestra los resultados de la caracterizacion de

las Pseudomonas aeruginosa.

Figura 2.Amplificacion del amplicbn O - acetilasa de Pseudomonas
aeruginosa mediante PCR.

CONTROL
c+ c.ladderC2 C3 C4 C5 C6 C8 C9 C10 €11 C12 C14 C16 C17 C18 C19 C20 C21
+ C-

(acetilasa)

CONTROL
C+ C- Ladder C23 C24 c25 C26 C27 C28 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40

(acetilasa)

*Ladder, marcador de peso molecular (1000pb); (Thermo Scientific),
representan bandas de aproximadamente 242 pb, que es el tamafio del amplicon

esperado.
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Tabla 3.Caracterizacion de las cepas reactivadas de Pseudomonas

aeruginosa.
Cultivo en Formacion Presencia de
FICHA Agar de Comprobacion gen O -
CEPAS ESPECIE TECNICA cetrimide pigmentos en TSI acetilasa
503 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
504 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
505 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
506 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
509 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
510 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
511 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
512 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
513 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
514 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
515 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
516 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
517 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
518 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
519 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
520 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
521 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
522 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
523 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
524 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
525 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
526 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
527 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
528 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
529 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
530 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
532 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
533 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
534 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
535 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
536 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
537 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
538 P. aeruginosa NO POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
539 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO
540 P. aeruginosa Sl POSITIVO POSITIVO ALK POSITIVO

*TSI: Trigle Sugar Iron Agar. * ALK: alcalosis
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b. DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE
Pseudomonas aeruginosa
Las 35 cepas se clasificaron en 2 grupos: los MDR, fueron los que
presentaron resistencia a mas de 3 grupos de antimicrobianos; y No MDR:
resistencia a menos de 3 grupos de antimicrobianos. Al realizar el
antibiograma, 24 (68,6%) correspondieron a MDR; y 11 (31,4%) a No MDR,

(tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion y frecuencia de cepas de P. aeruginosa por
multirresistencia bacteriana.

) _ ) ~ Frec. Porc.
Resistencia Frecuencia Porcentaje _ )
Acumulativa Acumulativa
MDR 24 68,6% 24 68,6%
NO MDR 11 31,4% 35 100,0%
Total 35 100%

Consecuencia de la valoracion de la susceptibilidad, en el (Anexo 9) se
observa que de la coleccion de P. aeruginosa, presentaron una mayor
resistencia frente a aminoglucésidos (gentamicina y tobramicina) y a

carbapenems (imipenem y meropenem) ambos con un 71,4%.
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C. DETECCION DE INTEGRONES EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

De las 35 cepas ensayadas, 21 revelaron la presencia del (Intll), a
través de una banda de 892 pb (Figura 3); de las cepas que solo
tuvieron el intll fueron: 16 (67%) del grupo MDR y del grupo no
MDR: fueron 2 (18%), exceptuando a las que se encontraron en
ambos integrones. (Tabla 5)

En 5 cepas se logro la obtencidon del amplicon de 467 pb (Figura 4)
correspondiente Intl2, las cuales 2 se presentaron en el grupo
MDR. Finalmente se evidenciaron 3 cepas que obtuvieron ambos
integrones: 1 se evidencio en el grupo de las MDR y 2 en No MDR.

(Figura 5)
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Tabla 5.Cepas de P. aeruginosa con la presencia de (intll e intl2) y su

resistencia.

CEPAS Presﬁ]rt‘l‘iia de Presﬁﬂl‘ga de RESISTENCIA
503 X X MDR
504 X v MDR
505 v X MDR
506 X X NO MDR
509 v v NO MDR
510 v X NO MDR
511 v X MDR
512 X X MDR
513 v X MDR
514 X X NO MDR
515 v X MDR
516 v X MDR
517 X X MDR
518 X X NO MDR
519 X v MDR
520 v v NO MDR
521 v X MDR
522 v X NO MDR
523 X X NO MDR
524 X X NO MDR
525 v X MDR
526 X X MDR
527 X X NO MDR
528 v X MDR
529 v X MDR
530 v X MDR
532 v X MDR
533 v X MDR
534 X X MDR
535 v v MDR
536 v X MDR
537 v X MDR
538 v X MDR
539 v X MDR
540 X X NO MDR

*Intl: gen de integron 1 * Int2: gen de integron 1.
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Figura 3.Resultado de los productos de amplificacion de deteccidn
del gen intl1.

LadderC10 C11 C13C15 C16 €21 C22 C25 C28 C30 C32 €C33C36C37C38 C39

L]

Carril 1 control +, carril 3 ladder de 1 kb. Carril 4 muestra 10. Carril 5,
muestra 11. Carril 6, muestra 13. Carril 7, muestra 15. Carril 8, muestra
16. Carril 9, muestra 21. Carril 10, muestra 22. Carril 11, muestra 25. Carril
12, muestra 28. Carril 13, muestra 30. Carril 14, muestra 32. Carril 15,
muestra 33. Carril 16, muestra 36. Carril 17, muestra 37. Carril 18,

muestra 39.
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Figura 4.Resultado de los productos de amplificacion de deteccién del
gen intl2.

1000

500 467

intl2

Resultado de los productos de amplificacion de la deteccién del intl2 y

Caurril 1: Ladder: 1kb. Carril 2: muestra 4. Carril 3: muestra 19.
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Figura 5. Resultado de los productos de amplificacion de
deteccion del gen intll e intl2

Ladderco c20 C35°

TO00 s
750
500

250

Resultado de los productos de amplificacion de la deteccion
del intll y intl2. Carril 1: Ladder: 1kb. Carril 2: muestra 9.

Caurril 3: muestra 20. Carril 4: muestra 35.

DISTRIBUCION DE LOS INTEGRONES EN LAS 35 MUESTRAS
DE Pseudomonas aeruginosa

Durante el analisis de la presencia de los integrones se observé que
éstos no son excluyentes entre las cepas testadas; en 18 (51,4%) de
ellas se detectd el Intl1, en 2 (5,7%) cepas se detecté solamente el
intl2, en 3 (8,6%) cepas ambos integrones, mientras que 12 (34,3%)

de ellas adolecieron de este tipo de integrones. (Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion de las clases de integrones en las muestras de P.

aeruginosa.
Integrén Frecuencia Porcentaje Frec. _ Pore. _
Acumulativa Acumulativa
Ningun 12 34,3% 12 34,3%
Intl 1 18 51,4% 30 85,7%
Intl 2 2 57% 32 91,4%
Ambos 3 8,6% 35 100,0%
Total 35 100,0%
e. ASOCIACION DE LA MULTIRRESISTENCIA (MDR) CON LA

PRESENCIA DE INTEGRONES (intl1, intl2) EN Pseudomonas
aeruginosa

De las 24 cepas MDR, 16 presentan el intl1, 2 el intl2, 1 ambos, y 5
carecian de integrones.

De las 11 cepas No MDR, 2 presentaron el intl1, no hubo presencia
del intl2, 2 presentaron ambos y 7 carecian de integrones. (Tabla 7)
La presencia de integrones tuvo una asociacion significativa en el
grupo de los MDR (p < 0,05), también se asoci6 estadisticamente al

intll en el grupo de los MDR (p< 0,05). (Tabla 8)

Tabla 7.Presencia de integrones en los grupos de estudio de P.

aeruginosa.
Frecuencia Pct.Col Intl1 Intl 2 Ambos Ningun Total
MDR 16 2 1 5 24
67% 8% 4% 21%
MULTIRRESISTENCIA
No MDR 2 0 2 7 11
18% 0% 18% 64%
Total 18 2 3 12 35
X 2=10,12 p=0,0
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Tabla 8. Asociacion del intl1 con la multirresistencia

Intl1
Multirresistencia Sl No Total
MDR 16 8 24
No MDR 2 9 11
Total 18 12 35
X2=7,09 p=0,007

PATRON DE RESISTENCIA DE LOS GRUPOS DE

ANTIMICROBIANOS Y LA PRESENCIA DE INTEGRONES

Realizamos el antibiograma y la susceptibilidad a las 35 cepas,
basandonos en las directrices del CLSI (The Clinical & Laboratory
Standars Institute; Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio,
(2020) (Anexo 10). Clasificando de esta manera el patrén de
susceptibilidad de las Pseudomonas aeruginosa frente a los
antimicrobianos utilizados, en dos grupos: resistentes y sensibles (Tabla
8).

Los grupos de antimicrobianos que utilizamos en las pruebas fueron las
guinolonas, carbapenems, aminoglucésidos, cefalosporina de 3@ y 4t
generacion, penicilinas y monobactamicos.

El patréon de susceptibilidad fue asociado a la presencia de integrones, los
cuales estan descritos en la tabla 12. Observamos que el intll fue el
prevalente en el grupo de los resistentes. El intll estuvo presente en un
63% en las resistentes a ciprofloxacino; 60% en resistentes a ofloxacino;
67% en resistentes meropenem, 62% en resistentes imipenem, 68%

resistentes a tobramicina, 94% resistentes a amikacina, 68% resistentes
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a gentamicina, 94% resistentes a ceftazidima, 94% resistentes a
cefepime; 84% resistentes a piperacilina; 94% resistentes a piperacilina —
tazobactam; 100% resistentes a aztreonam. En el grupo de los sensibles,
se detecto el intll en una poblacion muy reducida de P. aeruginosa
multirresistentes.

Sobre la correlacion significativa entre el intl1 y el grupo de los resistentes
en cepas de P. aeruginosa; con un 95% de confianza y un (p<0.05) se
obtuvo los siguientes resultados para, el ciprofloxacino (p=0.05),
imipenem (p=0.04); tobramicina (p=0.001) y gentamicina (p=0.001). Por
lo tanto, podriamos mencionar que el intllesta asociado estadisticamente

con la resistencia en los grupos de antimicrobianos mencionados.
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Tabla 9.Resultado de la relacion entre el grupo de antimicrobianos y la
presencia de integrones.

PATRON DE ., Chi
ANTIMICROBIANOS SUSCEPTIBILIDAD Intl 1 Intl2 Ambos Ningun Total TOTAL cuadrado
RESISTENTES 15 2 1 6 24
CIPROFLOXACING 63% 8% 4% 250 100% 35
SENSIBLES 3 0 2 6 11 p=0,05
27% 0% 18% 55% 100%
RESISTENTES 15 2 2 6 25
OFLOXACING 60% 8% 8% 24% 100% 35
SENSIBLES 3 0 1 6 10
30% 0% 10% 60% 100% p=0,10
RESISTENTES 16 2 0 6 24 35
MEROPENEM 67% 8% 0% 25% 100%
SENSIBLES 4 0 3 4 11
36% 0% 27% 36% 100% p=0,09
RESISTENTES 16 2 1 7 26
62% 8% 4% 27% 100%
IMIPENEM SENSIBLES 2 0 2 5 9 35
22% 0% 22% 56% 100% p=0,04
RESISTENTES 17 2 1 5 25
68% 8% 4% 20% 100%
TOBRAMICINA SENSIBLES 1 0 2 7 10 35
10% 0% 20% 70% 100% p=0,001
RESISTENTES 17 0 1 0 18
94% 0% 6% 0% 100%
AMIKACINA SENSIBLES 1 2 2 12 17 35
6% 12% 12% 71% 100% p=1,6
RESISTENTES 17 2 1 5 25
68% 8% 4% 20% 100%
GENTAMICINA SENSIBLES 1 0 2 7 10 35
10% 0% 20% 70% 100% p=0,001
RESISTENTES 15 0 1 0 16
CEFTAZIDIMA 94% 0% 6% 0% 100% 35
SENSIBLES 3 2 2 12 19
16% 11% 11% 63% 100% p=4,28
RESISTENTES 15 0 1 0 16
94% 0% 6% 0% 100%
CEFEPIME SENSIBLES 3 2 2 12 19 35
16% 11% 11% 63% 100% P=3,84
RESISTENTES 16 1 1 1 19
84% 5% 5% 5% 100%
PIPERACILINA SENSIBLES 2 1 2 11 16 35
13% 6% 13% 69% 100% p=2,35
RESISTENTES 15 0 1 0 16
PIPERACILINA- 94% 0% 6% 0% 100% 35
TAZOBACTAM SENSIBLES 3 2 2 12 19
16% 11% 11% 63% 100% p=4,28
RESISTENTES 12 0 0 0 12
100% 0% 0% 0% 100%
AZTREONAM SENSIBLES 6 2 3 12 23 35
26% 9% 13% 52% 100% p=3,28
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IV. DISCUSION

Los integrones garantizan a las Pseudomonas aeruginosa una
respuesta rapida y “bajo demanda” a las tensiones ambientales, que
impulsan una adaptacion y una consecuente evolucion bacteriana, por
eso son los actores clave en la diseminacion de los genes de
resistencia a los antibioticos.

El uso inadecuado de antimicrobianos ha impulsado a la evolucion de
las bacterias intrahospitalarias multirresistentes, creando un problema
de salud publica mundial; esto ha venido generando como
consecuencia un aumento de la morbilidad y mortalidad en infecciones
intrahospitalarias, (Joao Botelho et al. 2019). En los resultados
obtenidos, (tabla 6) muestran que mas del 50% de P. aeruginosa eran
multirresistentes y mas del 50% de éstas presentaron el intll,
evidenciando su asociacion. Ademas, el intll fue el mas detectado
frente al intl2 (tabla7). Se ha evidenciado que en mas del 15% de
bacterias gram — negativas MDR poseen integrones, y la mayoria son
integron de clase 1(Mi liu, et al. 2020), esta ampliamente distribuido en
patégenos de entornos clinicos (denominados integrones de clase 1
“clinicos), se encuentran incrustados en diversos transposones y
plasmidos conjugativos, lo que les permite su rapida diseminacion a
traves de la THG, extendiéndose en casi todas las gram — negativas
(Gillings et al. 2008). La caracteristica el integron de clase 1, es que
comparte una secuencia de intll altamente conservada. (Gilling et al

2015). Esto implica que un solo evento de transposicion fue el evento
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inicial para dar lugar a su propagacion con éxito en diversas especies
bacterianas y ahora universalmente presentes en las bacterias
nosocomiales MDR, evidenciandose una adquisicion de méas de 130
genes de resistencia relacionados con aminoglucosidos,
betalactamicos, cloranfenicol, macrolidos, sulfonamidas,
desinfectantes. Botin de Céline (2018). Se ha evidenciado su
presencia en diferentes plasmidos y en transposones ancestrales,
tales como, el Tn 21 y Tn 402 y sus derivados, que han tenido una
participacion central en la diseminacion mundial de genes de
resistencia. (Liebert CA, et al. 2010) Ha habido diversos reportes del
intll en Pseudomonas aeruginosa como un factor importante para la
aparicion de cepas MDR, como los datos obtenidos por Ebrahimpour
(2018) que detectd al intll predominante en cepas P. aeruginosa
multirresistentes, asi mismo Ahmadian (2020), obtuvo reportes
similares, donde el 30% de P. aeruginosa que tenian el intl1, el 43,3%

fueron multirresistentes.

Se evidencié que el intll estuvo presente en todos los grupos que
fueron resistentes a los antimicrobianos utilizados en este estudio
(Tabla 12) Esto se demuestra porque el gen que codifica a la integrasa
del intll, puede proporcionar una “adaptacién segun demanda”,
Escudero et al. (2015). Esta hipétesis planteada, menciona que una
bacteria que tiene en su genoma el intll tiene la capacidad de
reorganizar los casetes genéticos en entornos estresantes, que les
permite optimizar su expresion y maximizar su aptitud: se pueden

adelantar casetes (tiles para garantizar la maxima expresion, mientras
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gue los casetes innecesarios se pueden mantener al final de la matriz
como memoria almacenada. El objetivo de esta reorganizacion de
casetes le confiere a la integrasa el poder de adaptarse rapidamente
a nuevos desafios contra los antimicrobianos, aumentado su
capacidad para adquirir nuevos casetes de genes de resistencia. Por
lo tanto, con los resultados obtenidos, podemos inferir que la presencia
de los integrones aceleran la evolucion de la multirresistencia a los
antimicrobianos; por esta razén, en lo analizado se evidencié la
presencia del intll en todos los grupos resistentes a antimicrobianos
utilizados como las quinolonas, aminoglucosidos, carbapenems,

aminoglucésidos, cefalosporinas y penicilinas.

De otro lado, el intll estuvo presente en mas del 60% de las cepas
multirresistentes a aminoglucésidos y carbapenems (que fue el grupo
gue presentd mayor porcentaje de resistencia frente a los demas).
Esto se corrobora con Meletis et al (2018) que demostré que los
patdgenos nosocomiales Gram negativos resistentes a carbapenems,
vienen acumulando diversos genes de resistencia encontrados en intl,
dentro de las familias de las metalo — - lactamasas mas comunes,
incluyen la metalo — - lactamasas 1 de Nueva Delhi (NDM-1), que son
las carbapenemasas de P. aeruginosa resistentes a imipenem; los
genes que codifican a estas enzimas a menudo se encuentran dentro
de los integrones. En ecuador (INSPI, 2019) se ha reportado un
aumento de la resistencia de PAMR a carbapenémicos: imipenem,
meropenem; teniendo como principal mecanismo de resistencia, la

transferencia horizontal de genes. Asi mismo; en un estudio de
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secuenciacion efectuado por Mahjabeen Khan (2020), se evidencio la
presencia de genes que condicionan resistencia frente a
fluoroquinolonas, aminoglucosidos y carbapenems transportados por

el intl1.

También obtuvimos como resultado, que en el grupo de las
multirresistentes habia muestras que no presentaron ningun integron,
indicando que dicha resistencia son independientes a la presencia de
integrones; este resultado es coincidente con el estudio realizado por
Berhane y Meniyamer (2015), donde concluyen que no siempre la
presencia de integrones esta relacionada a la multirresistencia de una
bacteria; ademas de ello se sugiere considerar la presencia de otros
elementos genéticos como transposones o plasmidos, etc, como

responsables de la multirresistencia.

Ademas, obtuvimos la presencia del intl1 en el grupo de los No MDR,
esto es interesante, y lo menciona Leila Ahmadian et al. 2020 en su
estudio, que encontré un pequefio porcentaje que obtuvo el intll y eran
cepas no MDR, por lo que lo asocié como un factor de riesgo para esa

P. aeruginosa de presentar posteriormente la multirresistencia.
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VI.

VII.

LIMITACIONES
La principal limitacion es no contar con la secuenciacion de los genes

de resistencia, ya que realizarlo es muy costoso.

CONCLUSIONES
De las 35 cepas de P. aeruginosa, 24 (68,6%) fueron
multirresistentes, de las cuales el 67% estuvieron asociadas con la

presencia del intl1.

Se obtuvo un 65.7% de cepas, las cuales demostraron ser
poseedoras del intll e intl2; mientras que un 21% no presentaron

ninguno de los integrones.

La presencia del intll e intl2, con el patron de susceptibilidad, se

evidencio que el intl1 estuvo presente en todas bacterias resistentes.

RECOMENDACIONES

Se deberia realizar la secuenciacion de los genes de resistencia
asociados a cada uno de los integrones estudiados.

Se sugiere realizar estudios moleculares con el propésito de predecir

el comportamiento de las resistencias a futuro.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Estructura tipica del integréon de clase 1

Anexo 1. Estructura del int/1

P. P P

E

A .

Ve

extremo 5' conservado zona variable extremo 3' conservado

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura basica de un integron v de la adquisicion de
cassettes genéticos de resistencia. intl?: gen que codifica la integrasa clase 1; st sitio de
recombinacion del integran en el cual los cassettes son integrados; Py promotor que transcribe la

integrasa; P! promotor que dirige la transcripcion de los cassettes integrados, at#C: sitio de
recomhbinacion del cassette genetico (esquema no dibujado a escala).

ESTRUCTURA DEL INTEGRON DE CLASE 1 (imagen extraida de: Gonzalez
R G, Mella M S, Zemelman Z R, Bello T H, Dominguez Y M. Integrones y

cassettes genéticos de resistencia).
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Anexo 2. Origen de los aislados clinicos de Pseudomona aeruginosa.

ORIGEN DE LOS AISLADOS

m ESPUTO = ORINA = SANGRE = SECRECION DERMICA = SECRECION TRAQUEAL

ESPUTOD
T
SECRECION
TRAQUEAL
34%
| ORINA
35%

SECRECIGN_/

DERMICA
3%

SANGRE
14%
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Anexo 3.Codificacion, fecha de colecta de muestra, datos demogréaficos y origen de los aislados de Pseudomonas
aeruginosa empleados en el presente estudio.

CB Cddigo Hospital Fecha Muestra Sexo Origen de los aislados
paciente

CB-501 08740418 25/04/2018 M Orina

CB-502 05550718 22/07/2018 F Orina

CB-503 02720518 11/05/2018 F Secrecion dérmica
CB-504 05040718 20/07/2018 M Orina

CB-505 08410418 24/04/2018 F Secrecion traqueal
CB-508 09200518 31/05/2018 F Sangre

CB-509 04111118 14/11/2018 F Secrecion traqueal
CB-510 03691118 12/11/2018 F Secrecioén traqueal
CB-511 02761118 11/11/2018 F Sangre

CB-512 10030319 27/03/2018 M Secrecién traqueal
CB-516 02800918 10/09/2018 F Secrecién traqueal
CB-517 07060518 24/05/2018 M Esputo

CB-518 08770918 28/09/2018 F Sangre

CB-519 05590718 19/07/2018 F Secrecion traqueal
CB-520 05960518 18/05/2018 F Orina

*CB-: Colecciéon Bacteriana; F: Femenino; M: Masculino
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Anexo 4.Categorias interpretativas y puntos de halos de inhibicion segun CLSI 2020.

Table 2B-1. Pseudomonas aeruginosa (Continued)

Interprative Categories and
Zone Diameter Breakpoints,

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,

nearast whole mm pogimL
Test/Report Antimicrobial Disk H H H H
Group Agent Content § I I R g [ : R Comments
PENICILLINS
0 Piperacillin 100 pg =21 1 15200 ¢ =14 <16 | 32-64* | =128 | (6)Breakpoints for piperacilin (alone or with
i i i | tazobactam) are based on a piperacilin
i : i i dosage regimen of at least 3 g administered
H H H ! avery 6 h.
B-LACTAM COMEINATION AGENTS
A Piperacillin-tazobactam 10010 pg =21 15-20% 1 =14 <16/4 § 324644 | 1284 (T) Breakpoints for piperacillin (alone or with
H . H : tazobactam) are based on a piperacilin
desage regimen of at least 3 g administered
: : : | avery B h.
B Ceitazidime-avibactam 30/20 pg 221 1 - 1 =20 S84 1 - i z16i4 | (8) Breakpoints are based on a dosage
H H H ' regimen of 2.5 g (2 g ceftazidime+0.5g
H ' H i avibactam) administered every 8 h over 2 h.
Cefiolozane-tazobactam 30M0 pg =21 o AT-20* 1 =16 =44 Blgn v z16M (9) Breakpoints are based on a dosage
H : H i regimen of 1.5 g administered every 8 h.
a Ticarcillin-clavulanate 7510 pg =24 1 16-23* [ =15 <16/2 | 322-64/2% | =128/2 | (10) Breakpoints for ticarcillin (alone or with
: : : . clavulanate) are based on a ticarcillin dosage
' ! ' ! regimen of at least 3 g administered every
i 1 i | 6 h.
CEPHEMS (PARENTERAL]) (Including cephalosporins I, II, lll, and IV. Please refer to Glossary |.)
A Cefiazidime 30 ug =18 1 15-1T* 1 =14 <8 164 L =a2 {11) Breakpoinis are based on a dosage
regimen of 1 g administerad every 6 hor 2 g
H H H ! administered every 8 h.
B Cafepime 30 pg =18 3 15174 ¢ =14 =8 164 Poo=32 {12) Breakpoints are based on a dosage
! ! ! ! regimen of 1 g administered every 8hor 2 g
H H H i administered every 12 h.
Irnv. Cefiderocol 30 ug =18 : 1317 : <12 =4 BA T {13) Breakpainis are based on a dosage
: : : : regimen of 2 g every 8 h administered over
: : 3h.
MONOBACTAMS
B Aztreonam 30 ug 222 16-214 <15 <8 . 16* =232 (14) Breakpoints are based on a dosage

regimen of 1 g administered every G hor 2 g
administered every 8 h.
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Table 2B-1. Pseudomonas aeruginosa (Continued)

Interpretive Categories and Interprative Categories and
Zone Diameater Breakpoints, MIC Breakpoints,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whola mm pg/ml
Group Agent Content E§ - | i R 5 | i R Commants
CARBAPENEMS
B Doripenem 10 ug =19 : 16-18* : =15 =2 1 4° ' =8 (15) Breakpoints for doripenem ane based on
H H i i a dosage regimen of 500 mg administered
: : ! ! every 8 h,
b Imipenam 10 ug =19 & 16-18% 1 =45 I N L (16) Braakpoints for imipenam are based on a
: dozage regimen of 1 g administered avery B h
: : ; of 500 mg adminkstered every 6 b
B Metopensm 101g 218 1E-1et o <15 S (17) Breakpoints for meropenem are based on
: : a dosage reglmen of 1 g administered every
& h.
LIFOPEPTIDES

(18) WARNING: Clinical and PK-PD data demonstrate colistin and polymyxin B have limited clinical efficacy, even if an intermediate result is obtained. Alternative
agents are strongly preferred. Colistin and polymyxin B should be used in combination with one or more active antimicrobial agents. Consultation with an infectious
diseases specialist is recommended.

4] Colistin ar - - - - . 24 {19) Colistin (methanesulfonate) should be
polymyxin B - - - - - I £ 1 =4 given with a loading dose and maximum

: : : renally adjusted dosas (see International
Consensus Guidelinas®).

(20) Polymyxin B should be given with a
loading dose and maximum recommended
doses (see International Consensus
Guidelines®).
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Table 2B-1. Pseudomonas aeruginosa (Continued)

Interpretive Categories and Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints, MIC Breakpoints,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm pg/mlL
Group Agent Content § : | : R § ¢ I ! R Commants
AMINOGLYCOSIDES
A Gentamicin 10 g ETREIREET <4 | B 1 218
A Tobramyein 10 ug 215 1 13140 1 <12 <4 1 B 1 216
B Amikacin 30 ug 217 0 15-16% 1 <4 <16 1 3
0 Netilmicin 30 g =15 13-14* =12 <8 ., * |, =32
FLUOROQUINOLONES
B Ciprofloxacin 5 ug 225 ¢ 18-24% . <18 <05 | 1M 1 22 (23) Breakpolnts are based on a dosage
: : : : regimen of 400 mag [V administered avery 8 h.
B Levofloxacin 5 g =22 1 i5-3A 1 <14 = I - (24) Breakpolnts are based on a dosage
: : : : regimen of 750 mg administered every
: : ! ! 24 h.
0 Lomefloxacin 10 g 222 1 19210 1 <18 <2 | 4% | =8 | (26)Fortesting and reporting of urinary tract
' ' : : isolates only.
0 Norfloxacin 10 ug 27T 1 1316 1 g12 g4 | B | 16 | Seecomment(25)
0 Ofloxacin 5 g 216 1 13154 & <12 22 1 0 8
0 Gatiflaxacin 5 ug 218 0 18170 T <14 2 1 4 8

Abbreviations: ATCC®, American Type Culture Collection; CAMHB, cation-adjusted Mueller-Hinton broth; CAT, colistin agar test; CBDE, colistin broth disk
elution; |, intermediate; MHA, Mueller-Hinton agar; MIC, minimal inhibitory concentration; PK-PD, pharmacokinetic-pharmacodynamic; QC, quality contral,

R, resistant; S

 susceptible.
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Anexo 5.Antibiograma obtenido por método de difusion por disco para la especie de Pseudomonas aeruginosa

Los discos de antibiéticos empleados fueron: 1, ami