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ocasionar diferentes infecciones nosocomiales. Se ha reportado que
la bacteria presenta resistencia intrinseca y adquirida a antibiéticos,
debido a la baja permeabilidad de su membrana externa, la
sobreexpresidon de bombas de eflujo y la produccién de enzimas que
degradan el antibiético. El objetivo del presente estudio fue identificar
genes de resistencia a carbapenémicos (Metalo-B-lactamasas VIM e
IMP) en 50 aislados de P, aeruginosa. La identificacion y susceptibilidad
antimicrobiana se realizé6 mediante el sistema automatizado VITEK-2.
Posteriormente se realizo la busqueda de los genes rpoB, bla,,, y
bla,,, por reaccion en cadena de la polimerasa; la determinacion
fenotipica de Metalo-B-lactamasas se llevo a cabo por la prueba de
sinergia de doble disco. Los resultados obtenidos corroboran que el
100 % de los aislados analizadas corresponden a P. aeruginosa. El
perfil de sensibilidad mostré que 82 % de los aislados presentaron
resistencia al imipenem, mientras que el 46 % mostraron sensibilidad
a la amikacina; se evidencio la presencia del gen bla,,, en 90 % de
los aislados siendo el mas frecuente, seguido de bla,,, con el 32 % de
los casos. Fenotipicamente, se obtuvo un resultado positivo en el 88
% de los aislados de P. aeruginosa.
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Carbapenemasas en P. aeruginosa. / Carbapenemases in P. aeruginosa.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen capable of causing a series of
nosocomial infections, mainly in immunocompromised patients. Currently, it has been reported that
the bacteria present intrinsic and acquired resistance to antibiotics, due to the low permeability of its
outer membrane, the overexpression of efflux pumps, and the production of enzymes that degrade
the antibiotic. The latter is a resistance mechanism presented by bacteria through the acquisition
of a transmissible gene that produces a specific enzyme for the hydrolysis of carbapenems, called
Metallo-B-lactamases. The objective of the present study was to identify carbapenem resistance
genes (VIM and IMP metallo-pB-lactamases) in 50 isolates of P. aeruginosa. The identification and
antimicrobial susceptibility were performed using the VITEK-2 automated system. Subsequently,
the rpoB, bla,,,, and bla,,, genes were searched by polymerase chain reaction; for the phenotypic
determination of Metallo-B-lactamases, the double disk synergy test was performed. The results
obtained corroborate that 100 % of the analyzed isolates correspond to P. aeruginosa. The
sensitivity profile revealed that 82 % of the isolates were resistant to imipenem, while 46 % were
sensitive to amikacin. The presence of the bla,,, gene was evident in 90 % of the isolates, being
the most frequent, followed by bla,,, in 32% of the cases. Phenotypically, a positive result was
obtained in 88 % of the P. aeruginosa isolates.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, rpoB, bla, . , bla, ., antibiotic resistance.

VIiMm? IMP?

Introduccién

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, aerobia facultativa, no fermenta
lactosa, glucosa y tiene la capacidad de usar diversas moléculas organicas como fuente de
energia (Diggle y Whiteley, 2020). Produce una serie de pigmentos solubles, como la piocianina,
pioverdina y piomelanina; tiene un aroma particular, similar a la uva o tortilla de maiz (Martinez-
Zavaleta et al., 2023). P. aeruginosa es considerado como un patégeno ubicuo, ya que tiene la
capacidad de adaptarse y resistir ambientes humedos, tanto en el agua como en el suelo con un
minimo de requerimientos nutricionales y tolerando diferentes condiciones, ya que puede crecer a
temperaturas desde 4 °C hasta 42 °C, destacando de las demas Pseudomonas por su capacidad
de desarrollarse a altas temperaturas (Soloérzano y Parrales, 2021; Liao et al., 2022).

P. aeruginosa es un patdégeno oportunista que esta generando un impacto a nivel global,
ya que puede ocasionar una serie de infecciones nosocomiales principalmente en pacientes
inmunocomprometidos y es poco frecuente que pueda causar infecciones en personas sanas
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(Diggle y Whiteley, 2020; Solérzano y Parrales, 2021). Las infecciones producidas por esta bacteria
pueden comprometer la piel, tejidos subcutaneos, huesos, oidos, 0jos, vias urinarias, pulmones,
corazon, el sistema nervioso central, incluso el torrente sanguineo; pero, el lugar afectado varia
segun la via de acceso y las deficiencias inmunoldgicas de la persona (Bolivar-Vargas et al.,
2021; Radhika et al., 2022).

Durante los ultimos afos, P. aeruginosa ha adquirido una alta resistencia a los antibiéticos.
En 2017, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) reporté a P. aeruginosa como uno de los
patdgenos multi-resistentes de prioridad critica, que ha demostrado una mayor resistencia a los
carbapenémicos (antibidticos betalactamicos bactericidas que tienen un espectro de actividad
extremadamente amplio), con elevada mortalidad y, por ende, afecta la salud de la poblacién
(Tacconelli et al., 2017; Fernandez-Billon et al., 2023). La produccion de metalo-B-lactamasas
(MBLs) es unode los principales mecanismos de resistencia debido a su capacidad de transferencia
horizontal. Las MBLs pertenecen a la clase B de la clasificacion de Ambler, y dentro del sistema
de clasificacién de Bush-Jacoby-Medieros, se encuentran en el grupo 3, requieren iones de zinc
para su actividad y son capaces de hidrolizar una amplia gama de antibiéticos B-lactamicos, no
solo las penicilinas y cefalosporinas, sino también los carbapenémicos (Radhika et al., 2022). Esta
capacidad de hidrolizar practicamente todos los B-lactamicos hace que las infecciones causadas
por cepas de P. aeruginosa productoras de MBLs sean particularmente dificiles de tratar. Se ha
descrito la presencia de varios tipos de MBLs en Pseudomonas, metalo-3-lactamasa codificada
por el integron Verona (VIM), imipenemasa (IMP), imipenemasa de Seul (SIM), imipenemasa
de Alemania (GIM), metalo-B-lactamasa de Sao Paulo (SPM), metalo-B-lactamasa de Nueva
Delhi (NDM). De estos, VIM e IMP son los tipos mas prevalentes y reportados a nivel mundial,
asociandose con diferentes brotes (Nicolau y Oliver, 2010; Wang & Wang, 2020). Por tal motivo,
el objetivo del presente trabajo fue aislar cepas de P. aeruginosa de muestras clinicas e identificar
la presencia genes de resistencia a carbapenémicos (Metalo-p-lactamasas VIM e IMP).

Material y Métodos
Material biolégico

Se incluyeron 50 cepas que presentan caracteristicas morfoldégicas de Pseudomonas
aeruginosa, aisladas de pacientes con infecciones asociadas a los cuidados de la salud, presentes
en diferentes servicios y remitidos al departamento de Microbiologia del Hospital General
“Dr. Aquiles Calles Ramirez” de la Ciudad de Tepic, Nayarit, durante el periodo diciembre de
2022 a agosto de 2023. Los aislados provenian mayoritariamente de urocultivos, secreciones
y aspirado bronquial. También se obtuvieron muestras de ulceras, liquido peritoneal, liquido
pleural, tubo endometrial, liquido de dialisis y liquido cefalorraquideo. Las cepas se mantuvieron
en crio-conservacion en caldo Luria Bertani (LB) con glicerol al 20 %, a -20 °C.

Identificacion fenotipica y pruebas de sensibilidad a antibiéticos

Las caracteristicas del cultivo se estudiaron mediante el diagndstico inicial de las
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colonias bacterianas en los medios de agar sangre, cetrimida y MacConkey. Posteriormente, la
identificacion y susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas se realizé mediante el sistema
automatizado VITEK 2 (BioMerieux, Francia), que es un sistema automatizado de identificacién
bacteriana y estudio de sensibilidad antimicrobiana. La identificacion de las bacterias se realizé
inoculando una suspension de microorganismos en tarjetas con reactivos colorimétricos con
determinados paneles de reacciones bioquimicas. La sensibilidad antimicrobiana se determiné en
forma similar, utilizando tarjetas que contienen diluciones estandarizadas de distintos antibiéticos
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por el Comité Nacional
para Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS, 2018). Se probaron los siguientes antibiéticos:
ceftazidima, cefepima, meropenem, piperacilina-tazobactam, imipenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, amikacina, gentamicina y tobramicina.

Extraccion de DNA

Para la identificacion molecular de las especies de P. aeruginosa, primero se realizo la
extraccion de DNA empleando el protocolo descrito anteriormente (Varela-Rodriguez, 2023). La
calidad e integridad del DNA se analizé en gel de agarosa al 1.2 % tefiido con bromuro de etidio
y se determind la concentracion mediante espectrofotometria.

Identificacion molecular de P. aeruginosa

Para este procedimiento se empled la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
la metodologia propuesta por Benie et al. (2017). Para la identificacién de P. aeruginosa se busco
la presencia del gen rpoB (producto de 759 bp). Ademas, se amplificé una regién cromosomal
correspondiente al rRNA 16S (producto de 956 bp), que se utiliz6 como control interno para
mejorar la fiabilidad de la técnica (Spilker et al., 2004). Como control negativo se utilizo DNA
de la bacteria Escherichia coli. La mezcla de PCR que se utilizoé fue para un volumen final de
25 L, que contenia 10mM de buffer Tris-HCI, 2.0 mM de MgCl,, 0.15 mM de dNTP’s, 0.15 uM
de cada primer, 1 U de Taq polimerasa y 2.0 yL del producto de extraccion de DNA (50 ng). Los
oligonucledtidos especificos que se utilizaron se encuentran en la tabla 1. La amplificacién se
llevé a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones: ciclo inicial de 94 °C/3 min, 35
ciclos de amplificacion (94 °C/1 min, 58 °C/1 min, 72 °C/2 min) y extension final de 72 °C/7min. Los
amplicones se corroboraron por un corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5 % tefido
con bromuro de etidio (0.9 yL/30 mL agarosa) sometido a 100 voltios por 50 min. Posteriormente,
el gel se visualiz6 en un transiluminador UV de sobremesa. El tamano del amplicon se verificd con
base en el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder.

Identificacion de genes IMP y VIM

Para determinar la presencia de estos genes se utilizaron las condiciones descritas por
Poirel et al.( 2011). La mezcla de PCR que se utilizé contenia 10mM de buffer Tris-HCI, 2 mM
de MgCl,, 0.15 mM de dNTP’s, 15 uM de cada primer, 1 U de Taqg DNA polimerasa y 2.0 L del
producto de la extraccion de DNA (50 ng). Los oligonucleétidos especificos que se utilizaron se
describen en la Tabla 1. La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador con las siguientes
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condiciones: ciclo inicial de 94 °C/3 min, 35 ciclos de amplificacion (94 °C/1 min, 58 °C/1 min,
72 °C/2min)y extensionfinalde 72 °C/7min. Los amplicones fueron corroborados por un corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio (0.9 uL/30 ml agarosa)
sometido a 100 voltios por 50 min. Posteriormente, el gel se visualizé en un transiluminador UV
de sobremesa. El tamafio del amplicon se verificd con base en el marcador de peso molecular
100 bp DNA Ladder.

Identificacion fenotipica de Metalo--lactamasas (MBLs)

Para la determinacion fenotipica se empleé la prueba de sinergia de doble disco descrito
por Arakawa et al. (2000), que se basa en la propiedad de inhibicion de las MBLs por agentes
quelantes de metales como el EDTA. Las placas se inocularon segun las recomendaciones
del NCCLS vy los discos de EDTA, imipenem (IMP) y meropenem (MEM) se colocaron a una
distancia de 15 mm, de centro a centro, entre los discos con antibidtico y el inhibidor. Las placas
se incubaron a 37°C por 24 h. Posteriormente, se realizé la lectura e interpretacién de la prueba.
Se considerd como prueba positiva para la produccion de MBLs cuando la zona de inhibicion de
los carbapenémicos (IMP o MEM) que contenian la solucién de EDTA era al menos 5 mm mayor
que la zona de los carbapenémicos sin esta solucion.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en protocolos de PCR.

Tamaio de
Gen diana Amplicén Secuencia (5" to 3°) Referencia
16S rRNA 956 Fw- GGGGGATCTTCGGACCTCA Spilker et
Rv- TCCTTAGAGTGCCCACCCG al., 2004.
rpoB 759 Fw- CAGTTCATGGACCAGAACAACCCG Benie et al.,
Rv- ACGCTGGTTGATGCAGGTGTTC 2017.
bla,, 232 Fw- GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC Poirel et al. 2011.
Rv- GGTTTAAYAAAACAACCACC
bla,,, 390 Fw- GATGGTGTTTGGTCGCATA Poirel et al.,
Rv- CGAATGCGCAGCACCAG 2011.

Resultados y Discusion
Aislamiento de P. aeruginosa
Durante el periodo de diciembre de 2022 a agosto de 2023, se recolectaron 50 aislados

de P. aeruginosa, aisladas de pacientes con infecciones en el Hospital General “Dr. Aquiles Calles
Ramirez” en la ciudad de Tepic, Nayarit; los aislados provienen en su mayoria de urocultivos 17
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(34 %), secreciones 11 (22 %) y aspirado bronquial 12 (24 %). También se obtuvieron muestras
de ulceras 4 (8 %), liquido peritoneal 1 (2 %), tubo endotraqueal 2 (4 %), liquido pleural 1 (2 %),
liquido de dialisis 1 (2 %) y liquido cefalorraquideo 1 (2 %) (Figura 1).

40
35
30
25
20
15

10

Frequencia (%)

UR SE BA UL ET PF PL DF CF

Origen

Figura 1. Origen de los aislados de P. aeruginosa.

UR, cultivo de orina; SE, secrecion; BA, aspirado bronquial; UL, Ulcera; ET, tubo endotraqueal; PF, liquido
peritoneal; PL, liquido pleural; DF, liquido de dialisis; CF, liquido cefalorraquideo.

Los aislados se cultivaron en agar sangre, cetrimida y MacConkey a 37 °C en condiciones
de aerobiosis por un lapso de 24 h. En agar MacConkey se observaron colonias irregulares,
planas e incoloras, debido a que esta bacteria no tiene la capacidad de fermentar lactosa, incluso
algunas presentaron pigmentacién verde; también presentaron un olor muy caracteristico a tortilla
de maiz y al observarlas bajo el microscopio se visualizaron en forma de bacilos color rojo (Gram
negativos). Por otro lado, en agar sangre se observaron colonias grises y con 3-hemdlisis, debido
a la capacidad de lisar los eritrocitos; mientras que en agar cetrimida las colonias presentaron
una pigmentacion verde intensa (Figura 2). Los resultados coinciden con lo descrito por Tapia
y Jaramillo (2023), los cuales mencionan que estas son algunas pruebas para identificar a
esta bacteria; de igual forma, Radhika et al., (2022) también incluyeron estas pruebas en la
identificacion de sus aislamientos y las caracteristicas obtenidas son iguales que los resultados
del presente estudio.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de P. aeruginosa en A. agar sangre, B. agar
MacConkey y C. agar cetrimida.

Identificacion fenotipica y resistencia a antibiéticos

Laidentificacion bacteriana y la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos clinicos
se realizd por medio del sistema automatizado VITEK 2, el cual es un sistema que usa paneles
con pruebas bioquimicas para la identificacion de la bacteria en donde se evaluan diferentes
procesos metabdlicos como acidificacion, alcalinizacion, hidrélisis enzimaticas y desarrollo en
presencia de sustancias inhibidoras; asi como también, diferentes antibiéticos para determinar
la susceptibilidad antimicrobiana; el sistema indicé que todos los aislamientos pertenecen a P.
aeruginosa. Estos resultados coinciden con lo reportado por Varela-Rodriguez et al., (2023)
quienes utilizaron este sistema para la identificacion de esta bacteria en 61 aislados.

Se analizaron los perfiles de resistencia y sensibilidad. Se identificé que la mayor cantidad
de los aislamientos fueron resistentes a imipenem con un 82 %; en cambio, gentamicina, con el
48 %, fue el antibiotico con menor nimero de aislamientos resistentes. Por otro lado, la prevalencia
mas alta de aislamientos con sensibilidad fue a amikacina con el 46 % (Tabla 2). En en caso del
imipenem se identificd una resistencia en el 82 % de los aislados, este resultado es similar al
de Rada et al., (2021) quienes obtuvieron un porcentaje de resistencia del 84.8 %, también se
reportaron resultados similares por Estepa et al., (2015) con el 88 %, Martinez-Zavaleta et al.,
(2023) con el 89.1 % y Ali et al., (2023) del 100 %; en contraparte, otros estudios reportan una
menor resistencia a imipenem a la obtenida, como el de Raouf et al., (2018) quienes reportaron
una resistencia del 28.57 % y Radhika et al., (2022) del 20 %. Por otro lado, la amikacina
presentd un porcentaje de sensibilidad del 46 %; Martinez-Zavaleta et al., (2023) reportaron un
porcentaje del 44.3 % por lo que se puede evidenciar que los resultados son muy semejantes,
a diferencia de Ali et al., (2023) quienes obtuvieron un menor porcentaje, ya que solo el 18.2 %
fueron sensibles a este antibidtico. Cabe mencionar que la variacion de los resultados reportados
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en la resistencia antimicrobiana probablemente se deba a que las bacterias han estado en
contacto con otras del mismo género o diferente, pero con caracteristicas muy parecidas, por
medio de transferencia genética horizontal para adquirir la resistencia (Arbizu et al., 2019; Rada
et al., 2021).

Tabla 2. Resistencia de P. aeruginosa a los agentes antimicrobianos
probados.

Antibiotico Numero de aislados %
resistentes

Ceftazidima 39 78
Cefepima 38 76
Meropenem 32 64
Amikacina 26 52
Gentamicina 24 48
Ciprofloxacino 34 68
Levofloxacino 34 68
Imipenem 41 82
Piperacilina-Tazobactam 36 72
Tobramicina 27 54

Se realizé la técnica de PCR con la finalidad de corroborar que estos aislamientos
corresponden a P. aeruginosa. Se amplificd el gen rpoB que codifica para la subunidad B de
la ARN polimerasa, es un gen altamente conservado, y una copia esta presente en todas las
bacterias debido a su papel esencial en el metabolismo celular (Ait Tayeb et al., 2005). El gen rpoB
fue amplificado en los 50 aislados, lo que confirmé que el 100 % de las cepas corresponden a P,
aeruginosa. El tamafo de los productos de amplificacion obtenidos por PCR fueron idénticos a
los predichos a partir de los cebadores rpoB, aproximadamente 759 bp (Figura 3). Los resultados
obtenidos coinciden con lo reportado por Ali y Abdulrahman (2020), quienes utilizaron el gen rpoB
en su estudio y confirmaron que todos sus aislamientos correspondian a P. aeruginosa. Este gen
se puede utilizar para identificar esta bacteria a nivel de especie de forma confiable (Benie et al.,
2017; Gaballa et al., 2021).
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Figura 3. Identificacion molecular del gen rpoB en aislados de P. aeruginosa.

Los carriles 1 a 8 corresponden a aislados representativos; se observan amplicones de aproximadamente
759 bp en gel de agarosa al 1,5 %. Carril 9, control negativo de Escherichia coli. MWM, marcador de peso
molecular.

Una vez corroborada la identidad de las cepas, se realizd la técnica de PCR para la
busqueda del gen bla ,, que amplifica un producto de 390 bp y el gen bla,,, de 232 bp; estos
genes codifican para las MBLs transferibles IMP y VIM. En el caso de VIM, se encontré que el
32 % (16/50) de las cepas de P. aeruginosa contienen el gen bla,, de enzimas tipo Verona
Integron-encoded Metallo--lactamase, esto se evidencié por la presencia de productos de
amplificacién de aproximadamente 390 bp (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacién por PCR del gen bla,,, en aislados de P. aeruginosa.

Los carriles 1 a 8 corresponden a aislados representativos; se observan amplicones de aproximadamente 390
bp en un gel de agarosa al 2 %. Carril 9, control negativo (agua estéril). MWM, marcador de peso molecular.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Guerra-Sarmiento et al. (2021),
realizaron una investigacion en hospitales de Colombia durante los afios 2012 a 2017 y reportaron
que el gen bla ,, se encontraba en un 32.8 % de los aislados. También son muy similares a los
resultados obtenidos en Egipto, donde reportaron la presencia de este gen en un 34 % de los
aislados (Raouf et al., 2018). Por el contrario, los resultados obtenidos difieren con lo reportado
por Martinez-Zavaleta et al., (2023) en un estudio realizado en un hospital de la Ciudad de México
en el periodo de 2011 a 2018, donde obtuvieron que el gen bla,,, se encontraba en el 59.6 % de
las cepas y fue el gen encontrado con mayor frecuencia de las MBLs de clase B. Ademas, en
otros paises se ha reportado una prevalencia mayor en comparacion con nuestros resultados,
en chile 47.5 % (Costa et al., 2021) en Nicaragua 68 % (Arbizu et al., 2019) y en Colombia 60 %
en un estudio (Saavedra et al., 2014) y 47,8 % en otro estudio (Rada et al., 2021). Es importante
destacar que la diferencia de los resultados puede deberse a diferentes factores, entre ellos, la
distribucion de las diferentes MBLs por paises incluso entre regiones y hospitales del mismo pais,
asi como también por la evolucion que han presentado a lo largo del tiempo (Melgarejo-Touchet
et al., 2021), ya que se han reportado nuevas variantes y genes combinados con otras clases
de carbapenemasas; todo esto debido a que los genes de MBLs se transportan en elementos
genéticos moviles tales como integrones, transposones o plasmidos lo que facilita su propagaciéon
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(Arbizu et al., 2019; Costa et al., 2021; Harris et al., 2023; Kazmierczak et al., 2015; Rada et al.,
2021; Remolina et al., 2021; Sawa et al., 2020).

En el caso de IMP, se encontro que el 90 % (45/50) de los aislados contienen el gen bla,,,
de enzimas tipo imipenemasas ya que se evidencio la presencia de productos de amplificacion
de aproximadamente 232 bp. Por su parte, en el 10 % (5/50) de los aislamientos no se observd
la presencia de este gen (Figura 5). Los resultados obtenidos son muy similares a los reportados
por Salvador-Lujan et al. (2018) quienes realizaron un estudio en Peru en 2016, los cuales
reportaron que el gen bla,, se encontr6 en el 95.8 % de los aislados. Por otro lado, Guajardo-
Lara et al. (2021) llevaron a cabo una investigacidn en México, en el periodo de 2017 al 2018,
donde encontraron que el 16% de los aislamientos eran de tipo IMP; de igual forma, Cho et al.,
(2015) reportaron en Corea que el gen bla,,, se encontraba en el 36.1 % de los aislamientos y
aunque existe una diferencia en los porcentajes en ambos estudios con respecto a los resultados
obtenidos, también fue el gen que predominé en las MBLs. En comparacion, Martinez-Zavaleta
et al., (2023) reportaron que el gen bla,,, se encontraba en un 14.9% de cepas y aunque también
se puede evidenciar una considerable diferencia en los porcentajes obtenidos, éstos reportaron
que fue el segundo gen en incidencia después de VIM.

Figura 5. Amplificacion por PCR del gen bla, en aislados de P. aeruginosa.

Los carriles 1 a 8 corresponden a aislados representativos; se observan amplicones de aproximadamente 232
bp en un gel de agarosa al 2 %. Carril 9, control negativo (agua estéril). MWM, marcador de peso molecular.
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Posteriormente se realizd la prueba fenotipica para detectar la presencia de enzimas de
tipo MBLs en P. aeruginosa; en esta investigacion se utilizé la prueba de sinergia de doble disco,
que se fundamenta en que las MBLs requieren como cofactor iones de zinc** que son atrapados
por el agente quelante EDTA y en consecuencia inhibe la accién enzimatica (Perozo et al., 2013;
Salvador-Lujan et al., 2018). Se realiz6 la prueba fenotipica a los 50 aislados de P. aeruginosa,
se obtuvo un resultado positivo en 44 aislamientos, ya que presentaron sinergia con el EDTA los
carbapenémicos meropenem, imepenem, o ambos. La presencia de MBLs se observo en el 88 %
de las cepas; mientras que en el 12 % (6/50) no se evidencid la sinergia (Figura 6). Cabe resaltar
que los resultados obtenidos presentan una mayor incidencia de MBLs mediante el método de
sinergia de doble disco en comparacion con lo reportado en otros articulos, donde se report6 el
13.8 %, 12.9 %, 41 % y 31.6 %, respectivamente (Julca-Garcia et al., 2020; Ophelie y Molin, 2016;
Radhika et al., 2022; Salvador-Lujan et al., 2018).

Figura 6. Identificacion fenotipica de MBLs.

A) Prueba de sinergia de doble disco, se observa sinergia de MEM e IMP hacia el EDTA, lo que confirma la
presencia de enzimas MBLs. B) Porcentaje de aislados que presentan MBLs mediante la prueba de sinergia
de doble disco.

Al realizar un analisis de los resultados, se comprobé que las enzimas MBLs se encuentran
presentes en los aislados de P. aeruginosa y en este estudio la mas frecuente fue la de tipo IMP
seguida de VIM. Ademas, es fundamental mencionar que el 22 % (11/50) de los aislamientos
clinicos presentaron ambos genes tanto bla,, como bla,,.. En cambio el 6 % (3/50) de los
aislamientos no contienen ningun gen en estudio, ya que se obtuvo un resultado negativo en la
prueba genotipica por PCR, pero resultaron positivos por el método fenotipico. Como se menciond
anteriormente, existen otros genes que codifican para otras enzimas de tipo MBLs en esta bacteria
las cuales se encuentran distribuidas tanto en México como en otros paises de América Latina y
el mundo (Guajardo-Lara et al., 2021; Kazmierczak et al., 2015; Salvador-Lujan et al., 2018; Tapia
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y Jaramillo, 2023; Tenover et al., 2022). Es importante seguir realizando pruebas para determinar
la presencia de estas enzimas en esta bacteria, tanto fenotipica como genotipicamente. Debido
a la alta resistencia a diferentes antibioticos que estan adquiriendo las cepas de P. aeruginosa,
es necesario el desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento, asi como la implementacion de
programas de vigilancia epidemiolégica que regule el uso de antimicrobianos de amplio espectro.

Conclusiones

Losresultados nos indican que existe una gran variedad de aislados clinicos de P. aeruginosa
portadores de MBLs de tipo bla,,, bla ,, o0 ambos, siendo el mas frecuente bla, .. El diagnostico
temprano de P. aeruginosa productora de MBLs es crucial porque, al ser resistente a muchos
antibioticos, la eleccion del tratamiento adecuado es fundamental para mejorar el prondstico
del paciente. Ademas, la deteccién temprana de estas cepas resistentes (tanto fenotipica como
genotipicamente) ayuda a tomar medidas mas especificas, como la implementacion de politicas
de control de infecciones hospitalarias, lo cual es clave en la prevencion de brotes nosocomiales
y prevenir una mayor diseminacién de este patdgeno resistente.
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