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RESUMEN.- La resistencia bacteriana a antibioticos representa un grave problema de sa-
lud publica. Pseudomonas aeruginosa tiene gran relevancia debido a su alta incidencia en
infecciones asociadas al cuidado de la salud. La patogenicidad de P. aeruginosa se inten-
sifica debido a: su resistencia intrinseca o adquirida a varios agentes antimicrobianos, y al
encontrarse asociada a plataformas génicas moviles como plasmidos o transposones; lo cual
deriva en el surgimiento de cepas multirresistentes. Los aminoglucosidos representan un gru-
po de antimicrobianos fundamental en la terapia de infecciones cuyo agente etioldgico es
P aeruginosa. El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de genes que codifican
enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMAs) en aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa. Se analizaron 78 aislados resistentes a aminoglucésidos provenientes de varios
hospitales en Quito, Ecuador. La confirmacion de la especie se realizo mediante la amplifi-
cacion del gen oprL. Los genes codificantes de EMAs reportados con mayor frecuencia en
Pseudomonas aeruginosa son: aac(3)-Ila, aac(6’)-1b, ant(2”)-1a, aph(3’)-Vla. Estos genes
fueron detectados mediante PCR empleando iniciadores especificos. El 64,10 % de aislados
de la poblacion de estudio presentaron genes EMAs. Los genes con mayor prevalencia fue-
ron aac(3)-1la, aac(6’)-1b 'y ant(2”)-1a. Los perfiles de genes EMAs mas prevalentes fueron
las combinaciones aac(3)-Ila 'y aac(6’)-1b / ant(2”)-Ia, lo cual concuerda con sus perfiles
fenotipicos de resistencia. Este estudio nos permite reconocer la relacion entre la resistencia
a los aminoglucosidos y los mecanismos de resistencia relacionados con genes productores
de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMAS).

PALABRAS CLAVE: Aminoglucésidos, EMAS, infeccion, Pseudomonas aeruginosa, resistencia.

ABSTRACT.- Bacterial resistance to antibiotics represents a major public health issue. Pseu-
domonas aeruginosa constitutes a leading cause of nosocomial infections. The pathogenicity
of P. aeruginosa is intensified by its intrinsic and acquired resistance to wide variety antibac-
terial agents. Acquired resistance spreads through genetic mobile elements such plasmids and
transposons, leading to the emergence of multiresistant strains. Aminoglycosides represents a
key family of antibacterials used to treat infections caused by P. aeruginosa. The aim of this
study was to detect the presence of aminoglycoside-resistance genes in 78 resistant clinical
isolates of P. aeruginosa from several hospitals in Quito-Ecuador. The specie confirmation
was performed by amplifying the oprL gen. The most frequently reported AMEs genes in
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Pseudomonas aeruginosa: aac (3)-1la, aac (6 °)-1b, ant (2”)-1a, aph (3°)-VIa were detected by
PCR using specific primers. AMEs genes were found in 64.10% of isolates. The most prevalent
genes were aac (3)-Ila, aac (6°)-1b and ant (2 ”)-1a. The most common profiles of AMEs genes
were aac (3)-Ila, and aac (6 °)-Ib / ant (2”°)-Ia, consistent with phenotypic resistance profiles.
This study allows us to gain better understanding of the resistance mechanisms related with
genes that produce aminoglycoside modifying enzymes.

KEYWORDS: AMEs, aminoglycosides, infection, Pseudomonas aeruginosa, resistance.

INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibioti-
cos es un grave problema de salud publica que
reduce de manera significativa la capacidad de
los centros hospitalarios para restaurar la sa-
lud de los pacientes (Lepape y Monnet, 2009).
El uso inadecuado de los agentes antimicro-
bianos en coordinacion con la plasticidad ge-
nética bacteriana, han permitido el desarrollo
de multiples mecanismos de resistencia a cada
antibidtico introducido en la practica clini-
ca (Davis y Davis, 2010). Los mecanismos
de resistencia a antibacterianos son, con fre-
cuencia, complejos, incluyendo la produccion
de enzimas que catalizan la inactivacion del
antibidtico, impermeabilidad de la membrana
externa, sobreexpresion de bombas de eflujo y
mutaciones puntuales (Tenover, 2006).

En la practica diaria, el personal médico
se ve forzado a escoger una terapia antimicro-
biana en base a los sintomas de la infeccion.
Este tipo de tratamiento se conoce como te-
rapia empirica. La aplicacion de una terapia
empirica efectiva requiere, ademas de las con-
sideraciones médicas para cada paciente, del
conocimiento de los patrones y mecanismos
de resistencia del patdgeno involucrado en la
infeccion (Paterson, 2008).

Existe una alta variacién en dichos pa-
trones y mecanismos de resistencia, la cual
se encuentra influenciada por factores rela-
cionados al lugar geografico donde ocurre la
infeccion. Se requiere de datos locales con el
fin de aumentar la probabilidade de definir la
terapia antibacteriana inicial (Livermore y
Pearson, 2007) y reducir los indices de mor-
bilidad y mortalidad; asi como, el valor aso-

ciado al tratamiento antimicrobiano (Ramon
y Fernandez-Cruz, 2008; Isturiz y Carbon,
2000).

Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) es
un importante patdogeno oportunista. Se en-
cuentra ampliamente distribuido, y en la ac-
tualidad es responsable de un gran numero
de infecciones, principalmente en ambientes
hospitalarios (Paterson, 2008). Las infeccio-
nes producidas por P. aeruginosa se desarro-
llan en pacientes que tienen el sistema inmune
comprometido o cuando se alteran las barreras
normales de la piel y mucosas, generalmente,
iniciadas por heridas, quemaduras, cateteriza-
ciones, traqueotomias, punciones lumbares o
transfusiones intravenosas (Livermore y Pear-
son, 2007; Isturiz y Carbon, 2000).

P. aeruginosa presenta resistencia natural
a muchos antimicrobianos, como a la mayoria
de las penicilinas, cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion, cefamicinas,
entre otros, debido a caracteristicas relaciona-
das con baja permeabilidad en la membrana,
produccion de [-lactamasas cromosémicas
de tipo AmpC, reducciéon de porinas y so-
breexpresion de bombas de expulsion activa
(Ramoén y Fernandez-Cruz, 2008). Ademas,
puede desarrollar mutaciones cromosémicas
y adquirir nuevos elementos genéticos que in-
crementan su resistencia, convirtiéndose en un
patogeno multirresistente a una amplia gama
de antimicrobianos disponibles para su control
(Madigan ef al., 2003; Canton et al., 2002).

Los aminoglucosidos representan un
componente fundamental en la terapia de in-
fecciones causadas por P. aeruginosa, debido
a su actividad contra bacterias Gram negati-

Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Bioldgicas - Vol. XXXIII Nimeros 1y 2, octubre 2012
www.puce.edu.ec/revistaciencia



48 Pedro Barba, David Ortega-Paredes, Maria Fernanda Yauri,
Mercedes Rodriguez-Riglos, Jeannete Zurita e [liana Alcocer

vas y por exhibir sinergia con otros antibacte-
rianos, principalmente B-lactamicos (Onguru
et al., 2008). Sin embargo, su efectividad en
la terapia se ha visto disminuida por la pre-
sencia de enzimas modificadoras de amino-
glucosidos (EMASs), las cuales actiian princi-
palmente sobre kanamicina, neomicina, gen-
tamicina, amikacina y tobramicina (Martinez,
2007). Las EMAs modifican covalentemente
los grupos amino e hidroxilo de los aminoglu-
cosidos, disminuyendo la especificidad de su
union al sitio blanco en el rRNA 168S, inacti-
vando de esta forma al antimicrobiano (Stain
y Raoult, 2002).

El conocimiento detallado de la preva-
lencia de estos determinantes de resistencia en
nuestro medio, nos permitira el adecuado uso
de dichos agentes en la terapia contra infeccio-
nes cuyo agente etioldgico es P. aeruginosa,
elevando de esta manera, la capacidad de los
centros hospitales para restablecer la salud en
sus pacientes. Por esta razon el objetivo de este
estudio fue detectar la presencia de genes pro-
ductores de EMAs en aislados hospitalarios de
P aeruginosa resistentes a aminoglucésidos.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio.- Se analizaron 78
aislados de P. aeruginosa resistentes a amino-
glucosidos donados por el Departamento de
Microbiologia de Zurita&Zurita Laboratorios
(Quito, Ecuador). Estos aislados provienen
de varios centros hospitalarios de la ciudad
de Quito y se muestrearon en pacientes que
presentaron casos documentados de infeccion
microbiana durante enero de 2005 y octubre
de 2008. El perfil fenotipico de resistencia a
amikacina, gentamicina y tobramicina, fue
realizado mediante MicroScan® (Dade Be-
hring), siguiendo los criterios de sensibilidad
y lineamientos establecidos por el “Clinical
and Laboratory Standards Institute”, 2009.
Los aislados se mantienen en la Coleccion
Bacteriana Quito Catdlica del Laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Ciencias Bio-
logicas, de la Pontificia Universidad Catolica

del Ecuador.

Extraccion de ADN.- Para la extraccion
del ADN total, empleado como molde para las
pruebas moleculares, se utilizo el reactivo de
aislamiento para ADN genomico DNAzol®
Reagent (Invitrogen), siguiendo las especifi-
caciones del fabricante.

Identificacion molecular de Pseudomo-
nas aeruginosa.- La identificacion genotipica
de Pseudomonas aeruginosa, se realizd a tra-
vés de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), mediante amplificacion del
gen oprL codificante de una proteina de mem-
brana externa, Unico para esta especie. Los ini-
ciadores usados (Tabla 1), asi como las con-
diciones de amplificacion, con modificaciones,
fueron los descritos por Xu et al., 2004. La
reaccion de PCR fue estandarizada en un vo-
lumen de 25 pl, conteniendo: 25 ng de ADN,
800 uM de deoxinucleotidos fosfato (ANTP-
mix) (Promega), 0,1 M de cada iniciador (In-
tegrated DNA Tecnologies), 1.25 U de GoTaq
Flexi DNA Polymerase (Promega), 10 mM de
Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCl, 2.5 mM de
MgCl, (Promega). Como control positivo de la
reaccion se empled ADN de la cepa de P, aeru-
ginosa ATCC 27853 y como control negativo
se utiliz6 agua de graduacion molecular.

El programa de amplificacion se realizd
en un termociclador GeneAmp PCR System
9700 (PerkinElmer). El programa consistio en
una denaturacion inicial a 94° C durante 5 mi-
nutos, seguido por 30 ciclos, los cuales consis-
tieron en un paso de denaturacion a 96° C por
1 minuto, seguido de un paso de hibridacion a
57° C por 40 segundos y un paso de extension
a 72° C por 1 minuto; y, una extension final a
72° C por 10 minutos.

Deteccion de genes productores de en-
zimas modificadoras de aminoglucdsidos
(EMAs).- La deteccion de genes EMAs se
realiz6 mediante PCR, amplificando genes
especificos, los cuales han sido identificados
como productores de enzimas que modifican
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para la deteccidon de genes codificantes para el gen oprLy EMAs.

Gen Iniciador Secuencia nucleotidica 5’ - 3’ pb Referencia
oprL oprLF ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 504 Xu et al., 2004
oprLR CTTCTTCAGCTCGACGCGACG Xu et al., 2004
aac(3)-1la aac(3)-IIa-F CGCTAAACTCCGTTACC 196 Diaz et al., 2004
aac(3)-IIa-R TAGCACTGAGCAAAGCC Diaz et al., 2004
aac(6’)-1b aac(6’)-Ib-F TATGAGTGGCTAAATCGAT 395 Diaz et al., 2004
aac(6’)-Ib-R CCCGCTTTCTCGTAGCA Diaz et al., 2004
ant(2”)-1a ant(2”)-Ia-F CGTCATGGAGGAGTTGGACT 304 Diaz et al., 2004
ant(2”)-Ia-R CGCAAGACCTCAACCTTTTC Diaz et al., 2004
aph(3’)-Vla  aph(3’)-VIa-F ATACAGAGACCACCATACAGT 234 Vila et al., 1999

aph(3’)-VIa-R

GGACAATCAATAATAGCAAT

Vila et al., 1999

pb, pares de bases; A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina; oprL, gen de proteina de membrana externa tinico
de Pseudomonas aeruginosa; EMAs genes productores de enzimas modificadoras de aminoglucésidos.

antibioticos pertenecientes al grupo de los
aminoglucoésidos, descritos por Shaw et al.,
1993. Los iniciadores utilizados en esta sec-
cién se encuentran detallados en la Tabla 1
(Diaz et al., 2004; Vila et al., 1999).

Las condiciones de amplificacion fueron
las descritas por Diaz et al., 2004, con modifi-
caciones. La reaccion de PCR se la estandarizo
en un volumen de 25 pl incluyendo: 25 ng de
ADN; GoTaq® Green Master Mix (Promega),
el cual contiene 1.5 mM de MgCl,, 800 uM de
dNTPs, 1 U de GoTaq® DNA Polymerase y 1
X Green GoTaq® Reaction Buffer (pH 8.5);
25 pM de cada iniciador (Integrated DNA
Tecnologies); se adicion6 MgCl, para llegar a
la concentracion final de 3 mM; y agua gra-
do molecular hasta alcanzar el volumen final
de reaccion. Como controles positivos se uti-
lizaron las cepas 57 KPN-BLEE para el gen
aac(3)-1la, la cepa 68 KPN-BLEE para el gen
aac(6’)-1a, la cepa 58 KPN-BLEE para el gen
ant(2”)-1a (Ortega 2010) y la cepa 333 Ps aer,
para el gen aph(3’)-VIa. Como control negati-
vo se utiliz6 agua de grado molecular.

El proceso de amplificacion del ADN se
realizo en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (PerkinElmer). El programa

consistidé en una denaturacion inicial a 96°
C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos
con denaturacion a 96° C durante 30 segun-
dos, hibridacion a 55° C durante 1 minuto y
extension a 72° C durante 3 minutos; segui-
do de una extension final a 72° C durante 8
minutos.

Analisis de los productos de amplifi-
cacion.- Los productos de PCR fueron ana-
lizados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1 % en tampén TBE 1X.
El programa de electroforesis consistid en la
aplicacion de 8V/cm durante 50 minutos en
tampon TBE 0.5X. La tincion del gel se reali-
z6 empleando SybrGold (Invitrogen). Los re-
sultados fueron fotodocumentados en un sis-
tema de captura de imagen MiniBIS Pro. La
longitud de los fragmentos fue calculada em-
pleando el programa informatico GelAnalyzer
version 2010a freeware.

RESULTADOS

Los 78 aislados analizados fueron con-
firmados como Pseudomonas aeruginosa me-
diante la amplificacion de un fragmento de 500
pb, correspondiente al gen oprL (Figura 1).

Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Bioldgicas - Vol. XXXIII Nimeros 1y 2, octubre 2012
www.puce.edu.ec/revistaciencia



50 Pedro Barba, David Ortega-Paredes, Maria Fernanda Yauri,
Mercedes Rodriguez-Riglos, Jeannete Zurita e Iliana Alcocer

M1 23 4 5 6

7 8 9 10 11 12 13 C-

f
suphemd BB 0BaLEs s
)

K ad
100 pb g . :

",

Figura 1. Gel representativo del producto de aplificacion del gen de proteina de membrana externa oprL
(504 pb). M, marcador de peso molecular (100 pb). Las canaletas 1 a la 12 pertenecientes a diferentes aislados de P
aeruginosa 'y presentan bandas con un peso molecular aproximado de 500 pb correspondientes al gen oprL, Gnico
de P. aeruginosa; comprobando asi, la especie de estudio. 1, 13 Ps aer; 2, 16 Ps aer; 3, 17 Ps aer; 4, 21 Ps aer; 5, 23
Ps aer; 6, 28 Ps aer; 7, 29 Ps aer; 8, 31 Ps aer; 9, 38 Ps aer; 10, 44 Ps aer; 11, 45 Ps aer; 12, 48 Ps aer; La canaleta 13
presenta la banda del amplicon de PCR de la cepa ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa utilizada como control

positivo; C-, control negativo.

De los 78 aislados resistentes a aminoglu-
cosidos 16 aislados (20.51 %) presentaron re-
sistencia Unicamente a gentamicina, 1 aislado
(1.28 %) presento resistencia s6lo a amikacina
y no se encontrd aislados resistentes Unica-
mente a tobramicina (0.00 %). Por otra parte
20 aislados (25.64 %) mostraron resistencia
conjunta a gentamicina y tobramicina, 5 aisla-
dos (6.41 %) mostraron resistencia a amikaci-
na y gentamicina, no se encontraron aislados
con el perfil de resistencia amikacina y tobra-
micina (0.00 %). treinta y seis aislados (46.15
%) mostraron resistencia a los tres antibioticos
(Figura 2).

El resultado del analisis mediante el pro-
grama informatico GelAnalizer, document6
pesos moleculares de 196 pb para el gen aa-
c(3)-1la, 390 pb para el gen aac(6’)-1b, 300
pb para el gen ant(2”)-1a y 230 pb para el gen
aph(3°)-Vla; confirmando la presencia de los
genes estudiados (Figura 3).

De los 78 aislados analizados, 50
(64.10%) presentaron al menos uno de los
cuatro genes EMAs referentes en este estudio,
mientras que los 28 aislados restantes (35.90
%) no evidenciaron la presencia de genes.
Diecinueve aislados (24.40 %) presentaron
unicamente el gen aac(3)-1la, 11 (14.10 %)
aislados presentaron solo el gen aac(6’)-1b,
4 (5.13 %) presentaron solo el gen ant(2”)-1a
y ningun aislado fue identificado unicamente
con el gen aph(3’)-Vla. En los aislados res-
tantes, se logro identificar diferentes perfiles
de presencia para genes EMAs; asi, el perfil
aac(6°)-1b / ant(2”)-1a se identifico en 6 aisla-
dos (7.69 %), el perfil aac(3)-1la / aph(3’)-Via
se identifico en 4 aislados (5.13 %), el perfil
aac(3)-1la / aac(6°)-1b se identific en 3 aisla-
dos (3.85 %), el petfil ant(2”)-1a / aph(3’)-Via
se identificd en 2 aislados (2.56 %) y el perfil
aac(3)-1la / aac(6’)-1b / ant(2”)-1a se identifi-
c6 solo en un aislado (1.28 %); ningun aislado
presento los cuatro genes (Figura 4).
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Figura 2. Porcentaje de los diferentes Perfiles de resistencia a aminoglucosidos encontrados en los aislados
hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa. El total de la poblacion resistente a aminoglucésidos fue de 78 aislados.
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Figura 3. Gel representativo de los productos de amplificacion de genes EMAs en Pseudomonas aerugi-
nosa. M, marcador de peso molecular (100 pb). 1 y 2, bandas de peso molecular aproximado a 200 pb correspon-
diente al gen aac(3)-1la; 1, 377 Ps aer; 2, cepa control 57 KPN-BLEE. 3 y 4, bandas de peso molecular aproximado
a 400 pb correspondiente al gen aac(6°)-1b; 3, 373 Ps aer; 4, cepa control 68 KPN-BLEE. 5 y 6, bandas de peso
molecular aproximado a 300 pb correspondiente al gen ant(2”)-1a; 5, 318 Ps aer; 6, cepa control 58 KPN-BLEE.
7 y 8, bandas con peso molecular aproximado a 250 pb pertenecientes al gen aph(3°)-Via; 7, 263 Ps aer; 8, aislado
control 333 Ps aer; C-, control negativo.
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Figura 4. Porcentaje de los perfiles genotipicos encontrados para genes EMAs en aislados de Pseudomo-
nas aeruginosa resistentes a aminoglucoésidos.La poblacion resistente a aminoglucdsidos fue de 78 aislados.

DISCUSION

La resistencia bacteriana a aminoglucé-
sidos en infecciones ocasionadas por Pseudo-
monas aeruginosa ha sido reportada en varios
paises alrededor del mundo, con especial énfa-
sis, en Latinoamérica y Europa (Poole, 2005;
Andrade et al., 2003; Vakulenko y Mobashery,
2003; Gales et al., 2001). Los altos porcenta-
jes de resistencia a los aminoglucdsidos ana-
lizados en este estudio, concuerdan con lo re-
portado por la Red Nacional de Vigilancia de
Resistencia Bacteriana-Ecuador, REDNAR-
BEC, 2008 y con porcentajes reportados en
otros estudios (Shahid y Malik, 2005; Vaku-
lenko y Mobashery, 2003).

Diversos estudios han registrado porcen-
tajes altos de resistencia a gentamicina en ais-
lados de P. aeruginosa de origen nosocomial
(Shahid y Malik, 2005; Stratchounskil et al.,
1998). En el presente estudio se registré un
alto porcentaje de aislados resistentes a genta-
micina (60.46 %); fendmeno posiblemente re-
lacionado a los patrones de prescripcion regio-

nales: su generalizado uso empirico (Garcia y
Yturralde, 2005; Mella et al., 2004), esto a pe-
sar de poseer una toxicidad importante (Me-
lla et al., 2004; Mingeot-Leclercq y Tulkens,
1999). Adicionalmente, se ha registrado una
prevalencia alta de genes que codifican para
enzimas modificadoras de aminoglucosidos,
que confieren resistencia a esta droga (Shaw et
al., 1993). En concordancia, en este trabajo se
observaron patrones similares de prevalencia,
en donde, los genes EMAs relacionados con la
resistencia a gentamicina, alcanzaron niveles
cercanos al 50.00 %.

Antibidticos tales como tobramicina,
amikacina (analizados en este estudio), neo-
micina y netilmicina; se encuentran sujetos a
iguales fenémenos de surgimiento de resis-
tencia y diseminacion de la misma (Guerrero
et al., 2003). Sin embargo, restricciones en
su uso, como dosificacion y uso topico, han
limitado la presion selectiva, la cual ayuda a
mantener niveles altos de sensibilidad (Poole,
2005; Schmitz et al., 1999). No obstante, el
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presente estudio registro resistencia a estos an-
tibioticos en tasas relativamente altas, al igual
que los determinantes genéticos involucrados
e incluidos en el estudio (Shaw et al., 1993).

A pesar de la presencia de cepas de P,
aeruginosa resistentes a aminoglucosidos en
el medio hospitalario, estos compuestos man-
tienen su vigencia en la terapia de infecciones
ocasionadas por este patogeno (Poole, 2005;
Mella et al., 2004; Vakulenko y Mobashery,
2003), debido, especialmente, a su frecuente
uso en sinergia con antibioticos de otras fami-
lias (en su mayoria -lactdmicos con actividad
contra P. aeruginosa), principalmente en casos
de neumonia bacteriana (Poole, 2005; Vallés y
Mariscal, 2005; Organizacion Panamericana
de Salud, 2004). Dicha caracteristica es de gran
utilidad en el tratamiento de infecciones graves
causadas por P. aeruginosa, la cual puede re-
ducir el uso de agentes antibacterianos de ulti-
ma generacion, como carbapenemes (Vallés y
Mariscal, 2005), aportando tanto a la vigencia
de estos compuestos, como a conservar lineas
de defensa para casos de infeccion con cepas
resistentes a aminoglucésidos (Poole, 2005);
ademas de reducir el costo del tratamiento
(Mingeot-Leclercq y Tulkens, 1999).

La tasa de resistencia bacteriana a los ami-
noglucdsidos, al igual que a otros antimicro-
bianos, experimenta importantes variaciones,
probablemente ocasionadas por diferencias en
los patrones de prescripcion y dosificacion de
los antibidticos, observado entre paises y regio-
nes. Adicionalmente, la calidad en las practicas
y programas de control y vigilancia de infec-
ciones nosocomiales aportan al surgimiento de
perfiles localizados de resistencia (Poole, 2005;
Vakulenko y Mobashery, 2003). La mayor re-
sistencia observada a gentamicina en este es-
tudio, puede ser el resultado de dichas diferen-
cias en las politicas del uso de antimicrobianos.
La prescripcion preferencial de dicho antibio-
tico, en la terapia de infecciones ocasionadas
por P. aeruginosa, sugiere una correlacion con
la resistencia presentada por los aislados estu-
diados (Alifio et al., 2007; Organizacién Pana-

mericana de la Salud, 2004). De igual forma,
propone una sincronia con la prevalencia del
gen aac(3)-Ila observada en mayor porcentaje
en el analisis molecular. Este gen confiere re-
sistencia a gentamicina, tobramicina, dibekaci-
nay sisomicina, mas no a amikacina; siendo el
principal componente genético de resistencia a
aminoglucosidos. Anteriormente se ha reporta-
do a los productos de genes pertenecientes al
grupo aac(3)-1I como el principal mecanismo
de resistencia a aminoglucosidos en Pseudo-
monas aeruginosa (Zurita, 2005).

En consecuencia, la alta resistencia ha-
cia tobramicina, puede deberse a la relacion
genética que comparte con la resistencia a
gentamicina (Vakulenko y Mobashery, 2003;
Shaw et al., 1993). Caso similar es descrito en
Estados Unidos, en donde la predominancia
encontrada del gen ant(2”)-1, responsable de
la resistencia a gentamicina, es ocasionada por
la propension hacia el uso de este antimicro-
biano en la terapia de infecciones ocasionadas
por P. aeruginosa (Vakulenko y Mobashery,
2003). El gen ant(2 ”)-Ia arrojé un porcentaje
moderadamente alto en este estudio.

De igual manera, el alto porcentaje en el
que se registraron los perfiles de resistencia
gentamicina y gentamicina/tobramicina, den-
tro de este trabajo, puede ser el resultado de
la prevalencia de los perfiles genotipicos aa-
c(3)-1la y aac(6’)-1Ib /| ant(2”)-1a; este Gltimo
perfil genético confiere, ademas, resistencia a
amikacina. El nivel alto de resistencia a ami-
kacina se ve reflejado, por el alto indice de
ocurrencia del gen aac(6’)-Ib (Poole, 2005;
Shaw et al., 1993).

La capacidad de los aislados para produ-
cir enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(EMAs) se establecid determinando la presencia
o ausencia de los elementos genéticos que los
codifican. Los genes analizados fueron aquellos
reportados con mayor frecuencia en aislados cli-
nicos de Pseudomonas aeruginosa. Shaw et al.,
1993, realiz6 un estudio que incluyo 728 aisla-
dos de P aeruginosa, en el cual, los genes con
mayor incidencia encontrados fueron aac(3)-11a,
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aac(6’)-1b, ant(2”)-la y aph(3’)-VIa. Similares
resultados, fueron los arrojados por Diaz et al.,
2004 y Vakulenko y Mobashery, 2003.

La inactivacion mediada por enzimas
modificadoras de aminoglucosidos es el prin-
cipal mecanismo de resistencia bacteriana a
esta familia de antimicrobianos (Poole, 2005;
Mella et al., 2004; Shaw et al., 1993). Sin
embargo, la existencia de mecanismos al-
ternos de resistencia descritos para amino-
glucosidos, tales como: impermeabilidad de
la membrana externa, ocasionada por muta-
ciones en porinas; eflujo del antimicrobiano,
mediado por sobreexpresion de sistemas de
expulsion activa; y mutaciones en el sitio
blanco 16s rRNA (Poole, 2005; Mella et al.,
2004; Shaw et al., 1993), juegan un papel
importante en los porcentajes de resistencia
a estos antimicrobianos, aumentando la com-
plejidad de su epidemiologia (Vakulenko y
Mobashery, 2003).

En el presente trabajo, el 33.90 % de ais-
lados de la poblacion de estudio no presen-
t6 genes EMAs. Consecuentemente, en los
aislados que no presentaron genes EMAs, la
resistencia observada a aminoglucosidos po-
dria ser esperada por la existencia de uno o
varios de los mecanismos de resistencia men-
cionados. La impermeabilidad de membrana
externa, el eflujo del antimicrobiano y muta-
ciones en el sitio blanco, no fueron incluidos
en este estudio.

Al igual que otros mecanismos de resis-
tencia, los genes productores de EMAs se en-
cuentran localizados frecuentemente en plata-
formas genéticas moviles, tales como plasmi-
dos y transposones (Mella et al., 2004; Vaku-
lenko y Mobashery, 2003; Mengeot-Leclercq
y Tulkens, 1999). Sin embargo, varios estudios
han localizado ciertos genes EMAs, (ant(2”)-1
y aac(6’)-1, por ejemplo), dentro de integrones,
con mayor frecuencia que otros determinantes
genéticos de resistencia, lo cual puede explicar,
en parte, la ubicuidad de dichos genes y el apa-
recimiento de cepas multiresistentes (Xu et al.,
2004; Reyes et al., 2003).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio re-
presentan el primer reporte de la presencia de
aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
con resistencia a aminoglucosidos mediada
por la acciéon de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos (EMAs) en Ecuador.

Existe un alto porcentaje de aislados cli-
nicos de P. aeruginosa resistentes a aminoglu-
co6sidos que presentan enzimas modificadoras
de aminoglucésidos como mecanismo de re-
sistencia, lo cual, nos indica que al momento
de hacer uso esta familia de antimicrobianos
se debe tener conciencia de este fendémeno
para evitar fracaso terapéutico, diseminacion
de cepas resistentes, aparecimiento de multi-
rresistencia y la transmision de estos genes a
otros agentes etioldgicos.
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