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RESUMEN

RESUMEN

Las fluoroquinolonas (FQ's) son agentes antimicrobianos de espectro extendido, que
han sido ampliamente utilizados desde su introduccion tanto a nivel clinico como
veterinario, o que ha resultado en el desarrollo actual de resistencia. Los
mecanismos que median la resistencia a quinolonas incluyen alteraciones en el sitio
blanco que son, la ADN Girasa y Topoisomerasa IV, modificaciones en sistemas de
bombas de flujo que tienen por efecto la disminucion intracelular de la cantidad de
antibiético o bien en porinas. Actualmente se ha reportado que la resistencia a
quinolonas también puede estar mediada por genes acarreados en un plasmido
pGM225.

La resistencia a este tipo de agentes ha aumentando de manera marcada en los
ultimos afos. En Meéxico la resistencia a FQ's en bactenas Gram negativas
particularmente Escherichia coli se ha incrementado hasta un 30-40%. Aunque enun
principio el problema de resistencia a fluoroquinolonas se observé unicamente en
infecciones adquiridas en los hospitales, recientemente se ha observado un aumento
considerable de cepas resistentes a estos antibidticos en la comunidad. Aun con
éstos antecedentes, es escasa la informacion sobre la epidemiologia y bases
moleculares de la resistencia a FQ's de estas bacterias.

La interaccion entre la microbiologia clinica, la biologia molecular y la epidemiologia
aplicada, permite estudiar con precision el fenémeno de la resistencia bacteriana a los
antibidticos, los mecanismos de transmisién y las fuentes de las infecciones, que
actualmente son un problema importante de salud en todo el mundo.

En este trabajo se analizaron 105 cepas, identificadas como Escherichia coli
resistentes a Ciprofloxacino (CIP®) aisladas de infecciones nosocomiales (IN) y de la
comunidad (IC) del Hospital Civil de Guadalajara (HCG) en un periodo de 28 meses,
octubre 2001 a abril de 2004. Al total de cepas se les determind el perfil de
susceptibilidad a 18 antibiéticos incluyendo: FQ’s, aminoglucésidos y B-lactamicos,
entre otros, utilizando el método de difusién con disco de Kirby-Bauer. Se obtuvo la
clonalidad por Electroforesis en Gel por Campos Pulsados (PFGE) y Amplificacion
Aleatoria de ADN (RAPD). Se realiz6 el aislamiento de ADN Plasmidico por la
técnica de lisis alcalina.

Durante el periodo de estudio, 2087 cepas de Escherichia coli fueron aisladas en el
HCG, de las cuales 957 (45.9%) fueron resistentes a Ciprofloxacino. Se
seleccionaron las cepas aisladas de infecciones definidas y se descartaron todos los
casos de aislamientos de colonizantes, solo 105 de estas cepas estuvieron
disponibles para este analisis. El 56.2% de las cepas causaron infecciones
nosocomiales (59/105), 40.0% comunitarias (42/105). De las 105 cepas el 51% fue
obtenida de urocultivos, seguido de secreciones de herida quirdrgica en un 15.1% y
hemocultivos 3.8%. Todas las demas fuentes de aislamiento estuvieron por debajo del
3%. Hay un discreto incremento de aislamiento de cepas FQ's resistentes en las
areas de atencion a pacientes adultos con respecto a las pediatricas. Las cepas
causantes de infecciones comunitarias fueron aisladas principaimente de orina
(27/42), aunque fueron aisladas también de otros origenes como semen, pus y
expectoracion (1/42), liquido biliar (2/42), liquido peritoneal (3/42) y otras secreciones
(7/42), mientras que aquellas cepas causando infecciones nosocomiales fueron
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aisladas de orina (26/59), otras secreciones (10/59), de herida quirdrgica (9/59), de
sangre (4/59), asi como de liquido biliar, catéter y dlcera sacra (2/59) y liquido
ascitico, liquido cefalorraquideo, liquido pleural y expectoracion (1/58). Como era de
esperarse, el principal servicio hospitalario de origen de las cepas causantes de
infecciones comunitarias fue el de consulta externa (16/42), las cepas aisladas de
infecciones nosocomiales provinieron principalmente del servicio de Infectologia
Adultos (10/59), seguida de Cirugia General (8/59), Gastroenterologia (6/59) y Unidad
de Cuidados Intensivos (5/58). Las 105 cepas CIP® en estudio fueron resistentes a
otras fluoroquinoionas, como Gatifloxacino, Levofloxacino y Ofloxacino. Un 16.2% de
resistencia a Amikacina (17/105), 25.7% a Cefepime (27/105), 51.4% a Gentamicina y
Aztreonam (54/105), 61.9% a Tobramicina (65/105), 57.1% a Cefotaxime vy
Ceftazidime (60/105), 79.0% a Tricarcilina-acido clavulanico (83/105), 87.6% a
Trimetoprim-sulfametoxazol y Estreptomicina (92/105), 95.2% a Ampicilina (100/105),
96.2% a Tetraciclina (101/105) y el 91.4% de las cepas fue resistente a Cefuroxime
(96/105). Todas fueron sensibles a Imipenem. La determinacién de huella digital
genoémica realizada por PFGE y RAPD demuestra gran variabilidad clonal entre todas
las cepas dando un total de 59 diferentes clonas, de las cuales, unicamente 8 tuvieron
mas de una cepa incluidas en ellas, siendo la denominada Clona 2 la que mayor
namero de cepas presentd (23 cepas en total). En esta clona fueron identificadas 7
cepas causantes de infecciones comunitarias, 15 de infecciones nosocomiales y 1 no
determinada, siendo inicialmente aislada como causante de infeccién nosocomial de
liquido ascitico. 8 de las cepas agrupadas en esta clona fueron causantes de
infecciones en vias urinarias. Esto nos puede indicar que posiblemente esta clona se
encuentra ampliamente distribuida en la comunidad y que gracias a esto pudo persistir
a lo largo de todo el estudio en el Hospital Civil de Guadalajara.

Existe resistencia cruzada de las 105 Escherichia coli resistentes a Ciprofloxacino
analizadas a otras tres FQ’s incluyendo aquellas conocidas como mas estables a
fluoroquinolonas mas nuevas. El 57% de estas cepas son también resistentes a
Cefalosporinas de espectro extendido, Tetraciclinas y Aminoglicosidos, lo cual nos
permite conciuir que mas de la mitad de estas cepas cumplen los criterios de
multiresistencia. La prevalencia de las Escherichia coli CIPR seleccionadas para este
estudio provienen en su mayoria de infecciones en vias urinarias y de origen
nosocomial. Existié una buena correlacion para definicion de clonas entre la técnica
de PFGE y RAPD. La técnica de PFGE mostro tener mayor poder de discriminacion
que la Amplificacion Aleatoria de ADN, sin embargo la capacidad de tipificacion resultd
ser mayor en esta ultima técnica, ya que 19 de las 105 cepas no pudieron ser
analizadas por Electroforesis en Gel por Campos Pulsados debido a la degradacion
persistente del ADN vy si fue posible analizarlas por RAPD. La determinacion de 59
diferentes clonas nos permite definir que el incremento de estas Escherichia coli
resistentes a FQ's no se debe a diseminacion clonal cruzada sino parece ser un
problema de infecciones enddgenas. La clona 2 parece estar presente ampliamente
en la comunidad. El andlisis de plasmidos de algunas de estas clonas demuestra de 1
a 19 diferentes plasmidos y todas ellas comparten uno de aproximadamente 54Kb.
Se muestra claramente que el problema de resistencia a este grupo de antibiéticos ya
no es exclusivo de los hospitales, sino también de la comunidad, en la cual va
aumentando cada vez mas la cantidad de cepas resistentes.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los bacilos Gram negativos pertenecientes al género Enterobacteriaceae son de
las bacterias recuperadas mas frecuentemente de muestras clinicas. Los
pacientes inmunocomprometidos o debilitados son altamente susceptibles a las
infecciones adquiridas en los hospitales, después de la colonizacién con cepas
ambientales o a continuacion de procedimientos invasivos, como cateterizacion,
broncoscopia, colposcopia o biopsias quirdrgicas, en las cuales las membranas
mucosas se traumatizan y se cortan.

Escherichia coli es de las especies bacterianas que se recupera con mucha
frecuencia en los laboratorios clinicos y ha sido encontrada en enfermedades
infecciosas que involucran todos los tejidos humanos y sistemas de 6rganos.
Escherichia coli es una de las bacterias mas comunes involucrada en sepsis
producida por bacterias Gram negativas y en choque séptico inducido por
endotoxinas. Las infecciones del tracto urinario y de las heridas, la neumonia en
pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y la meningitis en los neonatos son
otras formas comunes de infeccién causada por Escherichia coli.

1.1. Escherichia coli

El género Escherichia estd constituido por bacilos Gram negativos, no
esporulados, principalmente mdviles, aunque hay cepas que no presentan
movilidad, anaerobios facuitativos, crecen :2n medios sintéticos con glicerol o
glucosa. Fermentan una gran variedad de carbohidratos produciendo é&cido y
gas. En medios de cultivo sdlidos, las colonias son circulares, lisas, de bordes
continuos, algunas cepas producen colonias mucoides. En medios con sangre,
se detecta la produccién de una B-hemolisina, probablemente relacionada con la
patogenicidad de la bacteria (62).

La bacteria ahora conocida como Escherichia coli, fue descrita por primera vez
por el pediatra aleman Theodor Escherich, quien la denomin6é Bacterium coli
commune. (1, 28, 62)

En un principio se aisl6 de heces normales y se consideré6 a este
microorganismo como no patégeno; sin embargo, el mismo Escherich sefald
que se encontraba fuertemente en la orina de mujeres jévenes que padecian
infeccion del tracto urinario, antecedente que permitié considerar a esta bacteria
como un importante patdégeno oportunista, capaz de causar infecciones cuando
se encuentra fuera de su habitat.

Actualmente, se sabe que Escherichia coli se encuentra distribuido ampliamente
en el ambiente: en plantas, suelo, agua e intestino humano y animal. (1, 6, 12)

La membrana externa de Escherichia coli esta constituida por proteinas, lipidos y
fipopolisacarido. Algunas de estas proteinas forman poros, que le sirven a la
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bacteria para intercambiar sustancias a través de la pared celular; otras
intervienen en procesos de captacién de hierro ¢ en la adherencia bacteriana. (1,
12, 28, 40)

Su pared celular estd formada por un lipopolisacarido (LPS), que es un
importante mediador de la virulencia del microorganismo. Serologicamente el
LPS es conocido como antigeno O y farmacolégicamente como endotoxina.
Algunas cepas de este microorganismo son capsuladas y presentan una
envoitura constituida por un polisacarido extracelular, denominados antigenos K.
Escherichia coli tiene la capacidad de moverse gracias a sus flagelos, dando
lugar a la existencia del antigeno flagelar H. (28, 48, 62)

Su perfil bioquimico es el siguiente (62):

Tabla 1. Perfil bioquimico de Escherichia coli

Rojo L . »
Voges . o Lisina Ornitina Reduccion

Lactosa | Glucosa | Gas | H:S g?etuo Proskauer Indol | Citrato | Ureasa | Motilidad Descarboxilasa | Descarboxilasa | de NOg
95% | 100% |95% 1% |99%| 0% [98%| 1% | 1% | 95% 90% 65% 100%

Escherichia coli puede adquirir algunos factores de virulencia, gracias a los
cuales pasa de ser flora normal a patdgeno. Entre los factores de virulencia se
encuentra el factor de colonizacién, el cual le confiere la propiedad de
adherencia a la mucosa con el pili, la habilidad de invadir células del epitelio
intestinal, produccion de exotoxinas, entre las cuales se encuentran las labiles al
calor y la toxina shiga-like y las exotoxinas, como una porcién del LPS
denominado lipido A. (28)

La adquisicion del factor de virulencia de pili permite a Escherichia coli subir a la
uretra e infectar la vejiga o hasta el rifidn, dando lugar a infecciones en el tracto
urinario. Este tipo de infecciones es mas comin en mujeres y pacientes
hospitalizados cateterizados en la uretra. (28, 62)

Escherichia coli es el segundo agente causal mas importante de meningitis en
neonatos, siendo el primer lugar para Streptococcus del grupo B en Estados
Unidos. (1, 28, 62)

La principal causa de septicemia por bacterias Gram negativas la ocupa también
Escherichia coli vy ocurre principaimente en pacientes hospitalizados vy
diabéticos. El lipido A del LPS es la causa del choque séptico y la principal
causa de muerte por este tipo de infecciones. (1, 28, 48)

Segun estadisticas realizadas en los Estados Unidos de América, Escherichia
coli es el principal agente causal de infecciones en vias urinarias, siendo el
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agente causal de aproximadamente el 50% de éstas infecciones en nosocomios
y el 90% en infecciones comunitarias (62); el cuarto en infeccién de heridas
quirdrgicas, el quinto agente causante de neumonia y el cuarto agente causante
de septicemia, pero en general, ocupa el primer lugar como agente causal de
todas las infecciones intrahospitalarias. (26, 28, 62)

1.2. ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son agentes naturales, producidos por el metabolismo de
algunos microorganismos, o bien sintéticos, con la propiedad de eliminar o inhibir
el desarrollo de microorganismos. (1)

El tratamiento con agentes antimicrobianos ha jugado un papel importante en el
tratamiento de infecciones en humanos durante el Siglo XX. Desde el
descubrimiento de las penicilinas, se han desarrollado una gran cantidad de

antibidticos, que hoy en dia pueden ser utilizados clinicamente.

Tabla 2. Grupos de Antibidticos

TIPO DE ESPECTRO DE MECANISMO DE
ANTIBIOTICO FAMILIA EJEMPLOS ACTIVIDAD ACCION
Principalmente a Penetran la pared
bacterias (Gram celular, a través de
Penicilina G o positivas no las porinas e
. Bencilpenicilina y productoras de B- | ingresan a la
B - LACTAMICOS | Penicilinas Penicilina V, lactamasas y membrana
Metilcilina, Oxacilina | algunas bacterias citoplasmica, donde
y Cloxacilina Gram negativas no | se encuentran las

fastidiosas. (1, 28,
85)

Aminopenicilinas

Ampicilina, Ciclacilina
y Amoxicilina

Son compuestos
que tienen una
mayor accion en
contra de las
bacterias Gram
negativas, debido a
que tienen una
mayor penetracion
en las membranas.

(1,62, 85)

12 Generacion: Cada una de estas

Cefalotina, generaciones

Cefapirina, diferentes

Cefradina, espectros de
Cefalosporinas Cefalexina, actividad contra

Cefazolina, bacterias Gram

Cefadroxil. positivas que para

22 Generacion:

Gram negativas,

transpeptidasas,
(enzimas necesarias
para la union
transversal de dos
cadenas de
peptidoglicana,
compuesto formado
por disacaridos y
aminoacidos,
necesarios para la
sintesis de la pared
celular), uniéndose
competitivamente por
el anillo B-lactamico a
esta enzima,
inhibiéndola. La
pared celular sigue
sintetizandose, pero
al ya no existir
enlaces transversales
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B - LACTAMICOS

Cefamandol,
Cefaclor,
Cefuroxima,

Cefoxitina, Cefotetan.

32 Generacion:
Ceftriaxona,
Ceftazidima,
Cefotaxima,
Ceftizoxima,
Ceftibuten.

42 Generacion:
Cefepima,
Cefipiroma.

siendo los

compuestos de la

28' 33 y 43
generacion mas
eficientes contra

las bacterias Gram
negativas (28, 85)

Carbapenems

Imipenem y el
Meropenem

Tienen actividad
contra bacterias
Gram positivas,

Gram negativas y
anaerobias (28, 40,

85)

Monobactamicos

El dnico antibiotico
monobactamico
aprobado para uso
clinico por la FDA, el
Aztreonam

Actividad contra

todas las bactenas

Gram negativas
aerdbicas(1, 28,
85)

entre los
peptidoglicanos, se
debilita su estructura,
y debido al complejo
transpeptidasa-
antibiotico, se
estimula la liberacion
de enzimas
autoliticas, que
degradan la pared
celular existente,
dando lugar a la
muerte de la bacteria.
(1, 5, 62, 85)

ANTIBIOTICOS
ANTI-
RIBOSOMALES

Cloramfenicol

Cloramfenicol

Bacternias Gram
positivas, Gram
negativas y
anaerobias

Inhibe la sintesis de
proteinas, uniéndose
irreversiblemente a la
subunidad 50s de los
ribosomas y
previniendo el
proceso de
transpeptidacion de
péptidos en la
elongacién de la
cadena (28, 40, 62)

Aminoglicésidos

Estreptomicina,
Gentamicina,
Tobramicina,
Amikacina,
Neomicina y
Netilmicina

Son utilizados

principalmente para

tratar infecciones
causadas por
bacilos Gram
negativos y
anaerobios,
aunque también
tienen actividad
contra
Staphylococcus
aureus

Inhiben la sintesis de
proteinas actuando
sobre la subunidad
30s de los
nbosomas,
uniéndose
irreversiblemente a
ésta, lo que hace que
la traduccion del
ARNmM no se lleve a
cabo, dando lugar a
la muerte celular.
Los aminoglic6sidos
causan también una
mala lectura del
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ANTIBIOTICOS
ANTI-
RIBOSOMALES

codigo genético, lo
que dalugarala
produccién de
proteinas sin sentido
(28, 40, 85)

Tetracilinas

Tetracilina

Bacterias Gram
positivas y Gram
negativas

Se unen
irreversiblemente a la
subunidad 30s de
los ribosomas,
inhibiendo la sintesis
de proteinas (28, 29,
40, 85)

INHIBIDORES
DE LA VIA DEL
FOLATO

Sulfametoxazol

Algunos
organismos Gram
positivos y Gram
negativos

Tiene estructura
similar al PABA, io
que da lugar a una
competencia por su
sitio activo
(dihidrofolato
reductasa) y la
inhibicién de la
sintesis del TH4, lo
que previene la
sintesis del ADN
bacteriano (28, 48,
85)

1.2.1. QUINOLONAS

Las quinolonas pertenecen a un grupo de antibidticos potentes que se
encuentran bioquimicamente relacionados con el acido nalidixico, usado
inicialmente como antiséptico de vias urinarias. Debido al poco uso clinico de
este compuesto y sus dos andlogos existentes (acido oxolinico y cinoxacina), la
resistencia bacteriana a estas moléculas se esparcié rdpidamente. (1, 29)

Las quinolonas tienen una estructura aromatica biciclica (Figura 1) que puede
contener un Carbon en la posicién 8, dando lugar a una verdadera quinolona, o
un Nitrégeno, que da lugar a una naftiridona. Ambas estructuras, sin embargo,
tienen actividad de agentes antimicrobianos como quinolonas. Para tener dicha
actividad, se requiere la presencia del anillo piridona (Figura 1), un éacido
carboxilico en la posicidn 3, una cetona en el carbono 4 y un sustituyente R en el
nitrégeno de la posicion 1. (33, 91)
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,}‘ Nucleo
_Jquinolona

~ ] ]\i Nucleo naftiridona
A

|
R
Figura 1. Estructura base de las Quinolonas

La primer quinolona con actividad antibacteriana fue descubierta a principio de la
década de 1960. Este agente fue el acido nalidixico (Figura 2), que es un
agente con actividad moderada contra bacterias Gram negativas. En 1963 fue
introducido este agente en los Estados Unidos. (91)

) ,
|
/\r/“\/COzH 0’ IJ\U/COZH 0 cozH
i N 1 <) N
; S P g .
CH;.)\N/\N 0 N 0 N

)
§ L N

Acido Acido Oxinilico Cinoxacino
Nalidixico
o o
] <
/\LCOZH N%\/‘XYCOZH F” COH
N Y [ I /“\ \ '
PPN /|1 NN SNy
SAE S @
</-—J g‘\‘ MM \‘)\CHa
- Acido Flumequino
Acido Pipemidico
Piromidico

Figura 2. Compuestos Pertenecientes a la 1? Generacion de Quinolonas
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La primera generacion de quinolonas se desarrolla a lo largo de la década de
1960 y 1970 debido a la temprana experimentacion con el compuesto original
(&cido nalidixico). (Figura 2) (31, 82, 91)

0 0 o
chozH Fﬁ‘j/wz“ For l)‘j/cozH
il
i |
N N 7w N NN
ST SRS DS

Pefloxacino Enoxacino

(\: X coH de?\)g/cozn HO:ji\/\ijrco,H

CH;N\/
Norfloxacino

F CH,
Fleroxacino Lomefioxacino Ciprofloxacino
o] o}
£ : CO,H ‘ F COH
I |
(\N N ‘/\N N~
CH;N\) o\)\CH, CH_-;N\) S\)
Ofloxacino Rufloxacino

Figura 3. 22 Generacion de Quinolonas (Fluoroquinolonas)

En 1980 se obtuvo un mayor avance en el campo de las quinolonas cuando se
desarrolld el Norfloxacino, que tiene actividad contra algunos microorganismos
Gram positivos y una accién mejorada contra bacterias Gram negativas. El
Norfloxacino fue el primer compuesto de las llamadas fluoroquinolonas por el
Flaor colocado en la posicion 6 del anillo base. (Figura 3) Estudios posteriores
demostraron que la insercion de este atomo sirvié para aumentar la actividad
contra su enzima blanco (ADN Girasa) y facilitar la penetracion a la célula
bacteriana. Algunas modificaciones a la estructura del Norfloxacino dieron lugar
a los compuestos pertenecientes a la segunda generacién de quinolonas. Estos
compuestos se caracterizan por tener una buena o excelente actividad contra
bacterias Gram negativas (siendo el Ciprofloxacino el de mayor espectro contra
este grupo de microorganismos) y con actividad moderada contra
Staphylococcus aureus. (12, 28, 29, 33, 41, 82, 91)
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Figura 4. Compuestos Obtenidos en la 3% Generacién de Quinolonas

Los compuestos pertenecientes a la tercera generacién de quinolonas (Figura 4)
se caracterizan por el aumento de complejidad estructural, que les ha dado
caracteristicas Utiles como actividad contra cocos Gram positivos (principalmente
S. pneumoniae), bacterias anaerobias y microorganismos patégenos atipicos y
en algunos casos, ha mejorado su farmacocinetica. (22, 71, 72, 80, 82, 91)

Este grupo de compuestos incluye una gran cantidad de agentes cuya funcion
principal es la inhibicidon de la actividad de la ADN Girasa, un tipo de ADN
Topoisomerasa |l, enzima necesaria para la replicacion, recombinacién y reparo
de!l ADN. (3, 13, 88) Las nuevas fluoroquinolonas son capaces de inhibir la ADN
Topoisomerasa IV. El blanco principal de las fluoroguinolonas es la subunidad A
de la ADN Girasa de las bacterias Gram negativas, mientras que en bacterias
Gram positivas, es la subunidad C de la Topoisomerasa V. (15, 18, 19) La
inhibicién de estas enzimas da lugar a la relajacién del ADN superenrroliado,

12
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dando lugar a la terminacion de la replicaciéon cromosomal e interferencia con la
division celular y expresion de genes. Por esta razoén, las.fluoroquinolonas son
antibioticos bactericidas; sin embargo, esta actividad se ve afectada por pH bajo,
orina y cationes divalentes. (18, 19, 33, 47, 73, 91)

Las fluoroquinolonas son un grupo de antibidticos relativamente nuevos, que
llegan a niveles plasmaticos elevados (60 a 95%) mediante la absorcién oral,
llegando a su concentracién maxima después de 1 o 2 horas de la
administracion, siendo el intestino el principal 6rgano de absorcidon. La presencia
de alimento no afecta significativamente la absorciéon de estos farmacos, pero al
administrarse en conjunto con multivitaminicos conteniendo fierro o zinc, o
antiacidos con aluminio, magnesio o calcio, reduce significativamente tla
absorcién gastrointestinal. Las fluoroquinolonas penetran muy bien en diferentes
tejidos, como pulmones, testiculos, musculo y pared intestinal. Estos
compuestos pueden introducirse con concentraciones elevadas en macréfagos,
fagocitos y neutrdfilos, lo que les confiere una buena actividad contra patdégenos
intracelulares. (66, 90)

Son excretadas principalmente por rifién, aunque también pueden eliminarse en
poca cantidad por la bilis. Algunas fluoroguinolonas se metabolizan primero en
higado, para ser eliminadas posteriormente. (33, 85, 91)

Estos antibioticos tienen algunos efectos adversos, entre los que estan:
irritabilidad del tracto gastrointestinal (nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal), dolor de cabeza, cansancio, insomnio, mareo y agitacion, siendo
estos Ultimos menos frecuentes. Se han reportado casos de reacciones
alérgicas, en los que se manifiesta urticaria y prurito generalizado. (33, 91)

La introduccién de fluoroquinolonas en los 80°s fue de gran importancia debido a
su amplio espectro, en especial fue usado para tratar infecciones producidas por
bacterias Gram negativas, como infecciones en vias urinarias, tracto
gastrointestinal, tracto respiratorio, huesos, piel y tejidos blandos y en
infecciones de transmisién sexual. (25, 28, 33, 91)

1.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A FLUOROQUINOLONAS

La introduccidon de agentes antimicrobianos clinicamente efectivos ha sido
acomparnada por la emergencia répida de cepas de bacterias resistentes,
pertenecientes a especies que normalmente serian consideradas sensibles. La
adquisicion de resistencia ha reducido de manera seria el valor terapéutico de
muchos antibiticos, pero de igual manera estimula a la industria farmacéutica a
encontrar agentes antimicrobianos nuevos y mas efectivos. (7, 10)

Cuando consideramos el problema creciente de bacterias resistentes a agentes
antimicrobianos, es necesario recordar que no se trata de un fenébmeno nuevo ni
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inesperado cuando se sabe que se usan ampliamente agentes de gran potencia
antibacteriana. (46)

Las primeras observaciones sistematicas de resistencia adquirida a farmacos,
fueron hechas por Paul Ehrlich entre 1902 y 1909 mientras trabajaba con
compuestos azdlicos, arsénicos organicos y derivados del trifeniimetano.
Aunque la quimioterapia antibacteriana realmente empezé con la introduccion de
sulfonamidas en 1935 y penicilina en 1941, en pocos afnos, microorganismos
descritos inicialmente como susceptibles a dichos agentes, se encontré que
habian adquirido resistencia. (1, 62) '

Una causa importante de aparicion de bacterias resistentes es el uso
indiscriminado de antibibticos para el tratamiento de las infecciones, tanto dentro
como fuera de los hospitales. El esparcimiento de patdgenos resistentes se ha
atribuido a la transmisién de paciente a paciente 0 presumiblemente por
trabajadores de los centros de salud. (4)

Aunque la resistencia a antibidticos es un problema predominantemente
nosocomial, las bacterias resistentes se encuentran también esparcidas en toda
la comunidad, lo que actualmente es de gran importancia debido a que cada vez
es mas complicado encontrar tratamientos efectivos o sintetizar nuevos
antibiéticos.

Otra fuente importante de esparcimiento y surgimiento de bacterias resistentes a
antibidticos, son nichos no humanos en los cuales los antibidticos son usados en
exceso. Un ejemplo es el uso de estos agentes en animales para consumo
humano, ya que se puede adquirir resistencia de bacterias que contaminan los
alimentos o que infectan humanos. La aparicién de cepas de Eschericha coli
resistentes a ciprofloxacino esta asociada al uso de fluoroquinolonas en aves de
corral (38, 97).

Por el uso excesivo de las fluoroquinolonas, tanto a nivel veterinario como
humano, se han expandido rapidamente organismos resistentes. (38, 70, 77) La
resistencia a estos antibidticos se asocia principalmente a la mutacién puntual
en los genes estructurales para una de las subunidades de la ADN Girasa
(GyrA) o la Topoisomerasa IV (ParC), que son los blancos de acciéon de las
quinolonas y son esenciales para la replicacion dei ADN bacteriano (57, 63, 73,
91, 96, 101, 102) ; sin embargo, Oethinger y colaboradores demostraron que
estas mutaciones no producen resistencia por si solas (67), por lo que
mutaciones en genes regulatorios encargados de la permeabilidad de estos
compuestos por la membrana externa (como los genes acrR, marA y soxS entre
otros) son también necesarios (2, 36, 43, 51, 52, 55, 68, 83, 92), originando
sobre expresién de las bombas de flujo dependientes de energia que pueden
eliminar farmacos de |a pared celular (como la bomba AcrAB) (7, 17, 27, 30, 49,
64, 67, 74, 78, 89, 100), o bien, inhiben la expresién de proteinas que forman
parte de porinas de la membrana externa (como OmpF). (17, 33, 91)
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Se ha reportado resistencia a fluoroquinolonas mediada por un plasmido
(PMG252), aunque solamente ha sido descrito en cepas de Klebsiella
pneumoniae 'y Escherichia coli aisladas en los Estados Unidos de Ameérica y
China (54, 93, 94), aunque se ha asociado que la resistencia otorgada por la
presencia de éste plasmido es realmente baja, pero se presenta un efecto
sinérgico si aparte de los plasmidos se tienen mutaciones a nivel cromosomal.
El gen presente en éste plasmido codifica para una proteina que parece
bloguear el sitio de accién de las fluoroguinolonas en la Girasa A. (35, 54, 94)

1.4 Escherichia coli RESISTENTES A QUINOLONAS

Desde la introduccién de las fluoroquinolonas en los afios 80's para el
tratamiento de infecciones nosocomiales y comunitarias, la aparicion de cepas
resistentes ha ido en aumento. (56, 95, 98)

Recientemente, se ha observado un incremento importante de cepas de
Escherichia coli resistentes a fluoroquinolonas, lo que ocasiona una gran
preocupacion, ya que ahora no solo se encuentran cepas resistentes causando
infecciones nosocomiales, sino también, se encuentra como causa de
infecciones comunitarias. (93, 99)

Segun estadisticas realizadas en los Estados Unidos de América, Escherichia
coli es el principal agente causal de infecciones en vias urinarias, siendo el
agente causal de aproximadamente el 50% de éstas infecciones en nosocomios
y el 90% en infecciones comunitarias (62).

En Beijing, el 60% de las cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con
infecciones nosocomiales entre 1997 y 1999, mostraron un fenotipo de
resistencia a Ciprofloxacino y el 50% de las cepas aisladas de infecciones
comunitarias fueron resistentes a este mismo antibiético (92).

En el Hospital Espariol, entre 56.9% — 73% de los enfermos que son ingresados
al mismo, reciben antibiéticos, los cuales son usados de manera profilactica o
terapéutica. Entre éstos, las fluoroquinolonas son ampliamente usadas y su uso
va aumentando con el paso del tiempo. En el 2000, el 19% de los antibidticos
empleados fueron fluoroquinolonas, en el 2001 el 17.5%, en el 2002 el 11.8% y
en el 2003 el 25.5%, segln los datos presentados en el XXIX Congreso de la
Asociacidon Mexicana de la Infectologia y Microbiologia Clinica en agosto del
2004, por el Dr. Raymundo Rodriguez. De éste mismo, se tienen datos de
resistencia a Ciprofloxacino en cepas de Escherichia coli aisladas en el mismo
hospital. En 1998, el 34% de dichas cepas fueron resistentes a esta
fluoroquinolona, en 1999, 38% de las cepas mostraron resistencia, en el ano
2000 38%, en el 2001 44% y en el 2002 50%. En datos presentados en el mismo
congreso por el Dr. José Donis Hernandez, se tiene que en México, de las cepas
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de Escherichia coli aisladas en urocultivos, en 1998 16% fueron resistentes a
Ciprofioxacino, en 1999 23% presentaron resistencia a este antibiético, en el
2000 21% mostraron resistencia, y aument6 para el afio 2001 al 26% de cepas
resistentes y en el 2002 a un 36%. Se estima que en México, la resistencia a
ciprofloxacino en cepas de Escherichia coli aisladas entre los afios 1998 y 2002
aumentd a un 26%.

1.5 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Varias son las definiciones de Epidemiologia Molecular que han sido publicadas
(20, 23), todas mencionan el uso de herramientas de biologia molecular, pero no
explican su uso especifico en la epidemiologia. La Epidemiologia Molecular no
solamente trata de la taxonomia, filogenia y genética de poblaciones mediante
técnicas de biologia molecular, sino la aplicaciéon de éstas técnicas en problemas
epidemiolégicos. En la taxonomia o filogenia, los datos son generados para
describir las propiedades y caracteristicas de los organismos. La genética de
poblaciones tiene algo en comun con la epidemiologia, ya que ambas usan
acercamientos a la poblacion para describir la distribucién de las caracteristicas
de interés y analizar los datos para identificar los determinantes de esa
distribucién.  La epidemiologia intenta identificar factores que determinen la
distribucién de la enfermedad en tiempo y espacio, asi como factores que
determinan la transmisién, manifestacion y el progreso de la enfermedad. La
epidemiologia siempre es motivada por la oportunidad o posibilidad para la
intervencion y/o prevencion de la enfermedad (23, 32, 34, 53).

Lo que distingue a la epidemiologia molecular es tanto lo “molecular”, que es el
uso de técnicas de biologia molecular para caracterizar acidos nucleicos o
contenido de aminoacidos y la “epidemiologia’, que es el estudio de la
distribucion y determinantes de ocurrencia de la enfermedad en poblaciones
humanas. (23)

Aplicando la epidemiologia molecular a enfermedades infecciosas, en este caso
bacterianas, permite identificar cepas causantes de brotes y distinguir aquellas
cepas que son endémicas de entre las epidémicas y las pertenecientes a la
propia flora de los pacientes, o bien aislados esporadicos (86). Esto permite
entender la manera en la que la infeccion se disemina, vias, fuentes o vectores
de transmisién y la caracterizacién de genes responsables para la virulencia o
resistencia. La aplicacion de estas técnicas para la identificacion de brotes y el
monitoreo o evaluacion de las medidas de control, documentando la prevalencia
con respecto al tiempo y la circulacion de clonas epidémicas en poblaciones
infectadas (11, 84).

La premisa basica de la tipificacion epidemiologica es que aislados de un agente
infeccioso que son parte de la misma cadena de transmision se encuentran
relacionados clonalmente, es decir, que son progenie de la misma célula
antecesora. Dentro de la poblaciéon de microorganismos patégenos de la misma
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especie, existe gran diversidad gendmica y de fenotipo. Esta diversidad refleja
la divergencia evolutiva que se da por mutaciones y flujo de genes. (14)
Aislados relacionados clonalmente tienen significativamente mayor cantidad de
caracteres relacionados que aquellos aislados que no se encuentran
clonalmente relacionados. Estos caracteres distintivos, llamados marcadores
epidemiologicos, son calificados por sistemas de tipificacion disenados para
optimizar la discriminacion entre aislados de microorganismos patdégenos de
interés epidemiolégicamente relacionados y no relacionados (8, 50, 84).

La evolucidbn de subclonas y la emergencia de variantes que ocurren en
huéspedes individuales o durante largos periodos de transmisién pueden ser
reconocidas por varios sistemas de tipificacion molecular de alta resolucion,
como puede ser la Electroforesis en Gel por Campos Pulsados (PFGE) (45, 84).

Varios son los criterios propuestos para la evaluacion del desarrollo de sistemas
de tipificaciébn. Estos criterios incluyen la capacidad para tipificar,
reproducibilidad, estabilidad, poder de discriminacion y concordancia
epidemiolégica. (84, 86)

La capacidad para tipificar se refiere a la cantidad de aislados que pueden ser
probados en el sistema de tipificacion y a los cuales puede asignérsele un tipo.
Lo ideal seria que todos los aislados pudieran ser tipificados. (42, 84, 86)

La reproducibilidad se refiere a la capacidad del sistema de tipificacion de
asignarle el mismo tipo en pruebas repetidas a la misma cepa. (42, 84, 86)

La estabilidad es una propiedad bioldgica de aquellos aislados de la misma
clona de expresar constantemente marcadores durante el tiempo vy
generaciones. (84, 86)

El poder de discriminacion es una propiedad caracteristica de los sistemas de
tipificacion porque condiciona la probabilidad de que aislados que comparten los
mimos tipos, 0 son muy cercanos, sean realmente clonas y parte de la misma
cadena de transmision, es decir, que un sistema es capaz de distinguir cepas
que no estan relacionadas (42, 84, 86).

La concordancia epidemioldgica es la capacidad de un sistema de tipificacion de
clasificar correctamente en la misma clona a todos los aislados
epidemiolégicamente relacionados de un brote bien descrito. (84, 86)

Un sistema de tipificacion debe tener ventajas practicas aparte de su capacidad
intrinseca de tipificacion cuando es usado con un microorganismo patégeno
particular. El sistema debe ser versatil, es decir, que pueda ser capaz de tipificar
cualquier agente patdgeno, haciendo pequerias modificaciones al método. La
interpretacion de los resultados y el desarrollo de la misma técnica deben ser
faciles, asi como el costo y la disponibilidad de reactivos y equipo. Los
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resultados deben ser obtenidos lo suficientemente rapido para poder ser usados
en la toma de decisiones sobre el manejo de un brote. (42, 84, 86)

Debido a que no existe un sistema de tipificacion éptimo que cubra todos los
requerimientos mencionados, como regla, es necesario usar la combinacién de
varios sistemas. (84)

1.5.1 SISTEMAS DE TIPIFICACION DE CEPAS

Los métodos empleados para tipificar cepas bacterianas pueden dividirse en dos
categorias generales: fenotipicos y genotipicos. Los métodos fenotipicos se
basan en la expresion de marcadores en la superficie de la célula o la
produccion y expresion de ciertas enzimas metabdiicas. Dentro de estos
métodos se encuentra la serotipificacion, el patrén de susceptibilidad a
antibiéticos, tipificacion de fagos y biotipificacion. Los métodos genotipicos son
dependientes de la presencia o ausencia de elementos genéticos o sitios de
restriccion en el ADN. Estos métodos incluyen la huella digital plasmidica,
ribotipificacién, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis en
gel por campos pulsados, entre otros (23, 42)

1.5.1.1 Métodos Fenotipicos

1.5.1.1.1 Serotipificacion

Estas técnicas reconocen diferentes determinantes antigénicas expresados en la
superficie de la célula, como pueden ser polisacaridos capsulares, proteinas de
membrana y organelos extracelulares, como los flagelos. Aqui se incluyen las
técnicas de aglutinacion, coaglutinacion, anticuerpos fluorescentes o anticuerpos
unidos a enzimas. Estos métodos tienen algunas limitantes, como son la baja
sensibilidad para algunos organismos, la falta de reproducibilidad y de métodos
estandarizados, asi como la limitada disponibilidad de antisueros de alta calidad.
(42, 86)

1.5.1.1.2 Susceptibilidad a Antibioticos

En esta técnica, los aislados obtenidos son puestos a prueba para obtener su
susceptibilidad a un panel de agentes antimicrobianos. Tiene una utilidad
limitada en estudios epidemioldgicos debido a que los fenotipos varian y la
resistencia se encuentra bajo presion selectiva en el ambiente hospitalario. Los
patrones de resistencia pueden cambiar debido a una mutacién puntual y la
adquisicion o pérdida de plasmidos de resistencia y transposones. Debido a
esto, la reproducibilidad no esta garantizada. (42, 45, 86)
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1.5.1.1.3 Tipificacién de Fagos

La tipificacion de bacteriéfagos se basa en la susceptibilidad o resistencia de la
cepa en cuestion a ser lisada por un panel de bacteriofagos. Este método sufre
de una falta de estandarizacion, baja reproducibilidad y disponibilidad limitada
del panel de bacteriofagos a emplear. La estabilidad de la técnica a lo largo del
tiempo debe ser cuidadosamente documentada y controlada. El rango de
inefectividad puede alterarse por cambios en fas condiciones ambientales, pases
seriales y exposicidén a luz UV. (42)

1.5.1.1.4 Biotipificacion

La biotipificacion usa patrones de actividades metabdlicas expresadas por el
aislado y puede incluir algunas reacciones bioguimicas, morfologia colonial, pH
del medio y tolerancia a las temperaturas. Estas caracteristicas son
cominmente empleadas en el laboratorio para identificar bacterias y hongos.
(42, 86)

1.5.1.2 Métodos Genotipicos

1.5.1.2.1 Huella Digital Plasmidica

El andlisis del perfil de plasmidos fue una de las primeras técnicas basadas en el
ADN aplicadas a estudios epidemioldgicos. Este método incluye el aislamiento
de ADN Plasmidico de las bacterias para posteriormente separar los plasmidos
electroforéticamente en un gel de agarosa. El ADN es terido y los patrones
obtenidos se comparan entre los diferentes aislamientos. Una limitacion del
analisis de plasmidos es que pueden ser adquiridos © perdidos
espontaneamente, por lo que aislados relacionados epidemiolégicamente
pueden tener un perfil diferente de plasmidos (42, 86).

1.5.1.2.2 Electroforesis en Gel por Campos Pulsados (PFGE)

La electroforesis en gel por campos pulsados es una manera de comparar el
material genético, involucrando inicialmente la restriccion del DNA y después el
analisis del numero y tamario de los fragmentos en electroforesis en geles de
agarosa. El analisis de macro restriccion resuelto por electroforesis en gel de
campos pulsados es denominada ahora el estandar de oro para la obtencion. de
huella digital genémica de microorganismos patdogenos. Esta técnica fue
desarrollada en la década de 1980. La seleccion de enzimas de restriccion de
baja frecuencia permite el corte de todo el cromosoma bacteriano de cualquier
especie en menos de 30 fragmentos. El cambio de orientacion del campo
eléctrico durante la electroforesis en geles de agarosa permite la separacion y la
determinacién del tamafio de los fragmentos obtenidos por esta macro
restriccion. (84) Con pequenas modificaciones en la seleccion de las enzimas y

19



INTRODUCCION

los protocolos de orientaciones del campo eléctrico, esta técnica puede aplicarse
a cualquier bacteria o levadura. (16, 24, 42, 84, 86)

Aunque las secuencias de reconocimiento de las enzimas.para el corte son
pocas, una variacion de menos del 0.01% del cromosoma bacteriano, rearreglos
de gran tamaro, secuencias duplicadas, deleciones o inserciones son
detectados como cambios en los tamafios 0 nimero de fragmentos obtenidos.
La técnica de PFGE requiere una gran cantidad de tiempo antes de obtener
resultados, asi como equipo especializado, que es mas costoso que aquel
requerido para otras técnicas, aunque debido a su versatilidad, reproducibilidad y
poder de resolucién, este sistema de tipificacion es el método de eleccion para
tipificar la mayoria de los patégenos nosocomiales y algunos adquiridos en la
comunidad. (84)

1.5.1.2.3 Amplificacién Aleatoria de ADN (RAPD)

Esta técnica se basa en la amplificacion de fragmentos usando la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y una secuencia arbitraria iniciadora de 10
nucleotidos. Durante los primeros ciclos de la reaccion de PCR el
oligonucledtido se alinea a varias secuencias de homologia parcial y se
amplifican regiones del genoma flanqueadas por dichas regiones. Después de
otros ciclos adicionales, se obtienen segmentos de diferentes tamarios
especificos para cada cepa. Este sistema de tipificacion es rapido y simple que
ha sido aplicado de manera satisfactoria para delinear el genoma de las cepas y
analizar la genética de poblacién de una gran cantidad de microorganismos
patdgenos. Todos los aislamientos son tipificables y no es necesario tener
conocimiento previo de la secuencia del genoma. La discriminacion es buena y
hay buena correlacién con otras técnicas de genotipificacion. El poder de
discriminacién es variable segun el nimero y la secuencia arbitraria usada como
oligonucledtido de inicio y las condiciones de amplificacion. La técnica de RAPD
tiene problemas de reproducibilidad y de falta de reglas generales para
interpretar las diferencias. de los patrones observados. (42, 65, 84, 86)

1.5.1.2.4 Anélisis de Polimorfismos de Longitud en Fragmentos de
Restriccion (RFLP)

Este procedimiento utiliza la tecnologia del Southern Blot para detectar
variabilidad genética. Después de la digestion del ADN por una enzima de
restriccion y la separacion electroforética de los fragmentos obtenidos, el ADN es
transferido a una membrana, que es revelada usando un fragmento marcado de
ADN. Las variaciones en el tamafio o numero de fragmentos correlacionan con
la variacién genética. Esto funciona bien si hay varias copias de la secuencia
marcada presentes a lo largo del genoma. Una desventaja de la técnica es
cuando solamente se encuentra una copia de la secuencia. La complejidad de
esta técnica ha restringido su uso a la investigacion y laboratorios de referencia.
(42, 44, 86)
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1.5.1.2.5 Ribotipificacion

Es una técnica especifica de RFLP que utiliza un operén ribosomal de
Escherichia coli como templado. Las secuencias de ADN de los ribosomas son
altamente conservadas y puede usarse en una gran cantidad de especies
bacterianas. Los operones ribosomales tienden también a ser estables entre
especies y aislados que son epidemiolégicamente diferentes pueden dar lugar a
patrones iguales con esta técnica. (42)

Se basa en la deteccién de diferencias genéticas en secuencias gendmicas
dentro o a lado de los genes 16S, 5.8S y 23S del ARN ribosomal. Esta técnica
es reproducible y estable a lo largo del tiempo. (84)

Segun las especies analizadas, la Ribotipificacion puede discriminar varios o
cientos de diferentes tipos dentro de una especie bacteriana. La caracterizacion
por el ribotipo puede dar informacion epidemiolégica de gran utilidad, sobre todo
a gran escala (en un Pais o alrededor del mundo). (84)

1.5.1.2.6 Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados. (AFLP)

Se basa en la amplificacion de fragmentos de genoma previamente cortados
mediante el uso de la PCR. El primer paso es la restriccion del ADN
cromosomal y la ligacién simultéanea a los adaptedores apropiados. Esta técnica
tiene un alto poder de discriminacién y generalmente se aplica para genotipificar
sin conocer previamente secuencias del genoma a analizar.
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2. JUSTIFICACION

El problema de resistencia bacteriana a los antibidticos de uso comun se
considera como un problema de salud publica mundial " por instancias
internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud. Lo anterior se basa
en la rapida aparicion y diseminacion de este problema ante el uso de
antibidticos adn los mas nuevos y de mayor espectro de actividad. Las
fluoroquinolonas son antibidticos que tiene un promedio de 15 aflos de uso
clinico, el cual se ha incrementado dado el espectro amplio actividad
antimicrobiana de estos antibidticos, su farmacocinética que favorece el uso de
una o dos dosis por dia y por el problema de resistencia bacteriana que se ha
desarrollado hacia otros tipos de antibidticos de uso comun. Asociado al
incremento de uso clinico de estos antibiéticos se ha demostrado apariciéon y
diseminacion de resistencia a fluoroquinolonas en diferentes partes del mundo.
En México datos como los de la RED NACIONAL DE VIGILANCIA DE
RESISTENCIA BACTERIANA, nos demuestras que la resistencia a
ciprofloxacino se ha incrementado hasta en un 30% en los ultimos tres afios. El
conocer con mas detalle las caracteristicas epidemioldgicas y los mecanismos
moleculares de esta resistencia bacteriana nos brinda elementos importantes
para entender porque ocurre este problema y disefiar mejores esquemas de
tratamiento de las infecciones causadas por estas bacterias resistentes y
posibles programas de prevencion de las mismas.

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de caractenzar el fenotipo de
susceptibilidad a diferentes antibiéticos y realizar un analisis de epidemiologia
molecular de las cepas de Escherichia coli resistentes a ciprofloxacino aisladas
en el Hospital Civil de Guadalajara.

Mediante el uso de técnicas empleadas en epidemiologia molecular se
pretendié determinar si las cepas involucradas en este tipo de infecciones
dentro y fuera del hospital se encontraban relacionadas entre si, lo que
sugeriria transmisién cruzada ademés de la presidon de seleccion por el mismo
uso de antibidticos como causa de incremento de la resistencia como se
encuentra con frecuencia entre las clonas que persisten dentro del ambiente
hospitalario, si se encontraban ampliamente distribuidas en la comunidad o si
las cepas aisladas pertenecen a diferentes clonas lo que nos descartaria que
el incremento de resistencia se debe a diseminacion cruzada y favoreceria la
explicacion de presencia del mecanismo genético en diversas clonas las cuales
se han seleccionado por la alta presion de seleccién por €l mismo uso de
antibioticos. :
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la epidemiologia molecular de cepas de Escherichia coli
resistentes a Ciprofloxacino (CIP®) aisladas en el Hospital Civil de Guadalajara
(HCG) en un periodo comprendido de octubre de 2001 a abril de 2004.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

3.2.1. Comparar la prevalencia de cepas resistentes a Ciprofloxacino (CIPF)
aisladas de pacientes con infecciones nosocomiales con aquellas
cepas aisladas de pacientes con infecciones comunitarias.

3.2.2. Determinar el patrén de susceptibilidad a un panel de 18 diferentes
antibioticos mediante |a técnica de Kirby-Bauer.

3.2.3. Detectar la variabilidad clonal de las cepas aisladas mediante el uso de
Electroforesis por Campos Pulsados (PFGE) y Amplificacion al Azar de
ADN (RAPD).

3.2.4. Obtener el perfil de plasmidos aislados de dichas cepas mediante la
técnica de lisis alcalina.
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1. Cepas bacterianas:

105 cepas de Escherichia coli resistentes a Ciprofloxacino fueron aisladas de
pacientes con infecciones nosocomiales y comunitarias en diferentes servicios
del Hospital Civil de Guadalajara a partir de octubre del 2001 a abril del 2004.
4.2. Identificacion de género y especie:

De las muestras recibidas se llevd a cabo un aislamiento por agotamiento en
placas de Agar Mac Conkey de Difco para una posterior identificacion por un
panel de pruebas bioguimicas, dando lugar a 10 resultados.

Tabla 3. Pruebas Bioquimicas Empleadas

Medio Forma de inoculaciéon | Informacién que
‘ proporciona
Agar Citrato de Simmons Estria ' Utilizacion de Citrato
(Difco) como unica fuente de
| Carbono
Agar Urea de Estria - Utilizacién de Urea
Christensen (Difco)
Agar Hierro Kligler Picadura y Estria ! Utilizacion de Glucosa

(Difco) Utilizacién de Lactosa
: Produccion de Gas
Produccién de H,S

Medio MIO (Difco) Picadura Descarboxilaciéon de
Ornitina
Produccién de Indol
Motilidad

Agar Hierro Lisina (Difco) | Doble Picadura y Estria Descarboxilacion de
Lisina

Una vez inoculados los tubos se incubaron por 24 h a 37°C.

Mediante el uso de tablas de perfil bioquimico de bacterias y con las pruebas
realizadas fue posible determinar el género y la especie de la bacteria recibida
en la muestra. (62)

Utilizacién de sistemas comerciales AP! ® 20 E, BIOMERIEUX (Sistema de
identificacion de Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos no
exigentes):

Unicamente se llevd a cabo en caso de que los resultados de las pruebas

bioguimicas fueran insuficientes y se siguié el inserto de dicho sistema de
identificacion.
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Bajo condiciones asépticas se realizé una suspensiéon bacteriana en agua
estéril, ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de Mc Farland (equivalente
a1 -2 x108 UFC). Se llené cada uno de fos pozos del panel de la prueba de
APl ®, segun su inserto., sellando con aceite mineral aquellos que requieren
condiciones de anaerobiosis para observar asi la fermentacion de ciertos
carbohidratos. Una vez que se hubo inoculado todo el panel de pruebas con la
suspension se incubé a 37°C por 24 h. Al transcurrir las 24 horas se revelaron
las pruebas que lo requirieron para hacer la primera lectura de la prueba.
Posteriormente, se volvieron a incubar a 37°C por 24 h para realizar la segunda
lectura.

Los resultados de estas pruebas se introdujeron en el programa APILAB ®,
dando inmediatamente el género y ia especie de la bacteria en cuestion.

4.3. Patron de susceptibilidad a antibioticos por el Método de Kirby-
Bauer:

La determinacion del patron se susceptibilidad a antibiéticos. se llevé a cabo
mediante el uso de la-técnica de difusion de disco, descrita en de la NCCLS
(21), la cual consiste en la elaboracién de una suspensién bacteriana a partir
de un cultivo fresco en placa en agua estéril, ajustando a una turbidez de 0.5
de la escala de Mc Farland (correspondiente a 1 — 2 X10® UFC/mL). Con
ayuda de un hisopo se inocul6 por completo la superficie de una placa de Agar
Muller-Hinton de Difco. Se dejé eliminar el exceso de humedad de la placa por
10 min y se colocaron los discos de los diferentes antibidticos sobre la placa,
dejando aproximadamente 2.5 cm entre cada disco. Se dejé difundir el
antibiotico por 15 min y se invirtieron las placas para incubar 24 h a 37°C.
Como cepa control se utilizé ta Escherichia coli ATCC 25922. (21)

Los antibidticos utilizados fueron los siguientes:

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina, IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET:
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico y TOB: Tobramicina. Todos los
discos empleados fueron de BECTON DICKINSON.

Una vez transcurrida la incubacién, se realizo |a lectura utilizando el programa
del aparato BIOMIC ®. La lectura realizada indica el Kirby Bauer en mm de
halo de inhibicién, la concentracion minima de antibiotico a la cual es capaz de
inhibir el desarrollo del microorganismo (Concentracion Minima Inhibitoria, o
MIC) en ug/mL y en base a ésta y segun el antibiético analizado, se les da la
categoria de Sensible (S), Resistente (R) o Intermedio (1).

4.4, Etest:

Para tratar de determinar la MIC para Ciprofloxacino, se empled una tira de
Etest de este antibittico de los laboratorios AB BIODISK.
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A partir de un cultivo fresco en piaca se llevé a cabo una suspensidn bacteriana
en agua estéril, ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de Mc Farland (1 —
2 X10® UFC/mL). Se inoculd por completo la superficie de una placa de Agar
Muller-Hinton de Difco mediante el uso de un hisopo. El exceso de humedad
se elimindé dejandola.por 10 min, para posteriormente colocar la tira que
contenia dicho antibiético. Se dejo difundir el antibidtico por 15 min y se
invirtieron las placas para incubar 24 h a 37°C. (21)

Después de la incubacion, se realizé la lectura segun las especificaciones del
fabricante, donde la MIC corresponde la concentracion sefialada en la tira en la
que se observa inhibicién del crecimiento bacteriano.

4.5. Electroforesis en Gel por Campos Pulsados (PFGE):

A partir de un cuitivo fresco en placa de BHI, se tomé una colonia aislada y se
inocutaron de 3 a 5 mL de caldo BHI, incubando toda la noche a 37°C con
agitacion en el equipo Cell-Production Roller Drum de Bellco Glass Inc. De ese
cultivo, se centrifugaron entre 50 y 100 ulL, para obtener el botdén necesario
para realizar todo el procedimiento, por dos minutos a una velocidad de 13,000
revoluciones por minuto (RPM) en microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o
EPPENDORF 5415D. Se retiré el sobrenadante y se hace un lavado con 400
pL de Solucién Amortiguadora PIV (ver apéndice ), centrifugando nuevamente
y resuspendiendo el botén en 150 uL del mismo Amortiguador. La suspension
bacteriana obtenida se incub6é a 50°C para adicionar 150 uL de agarosa de
bajo punto de fusién al 1.6% (ver apéndice 1), mezclando y pipeteando los 300
pL dentro de los moldes respectivos para formar los bloques. Se dej6 gelificar
por 30 min y se suspendieron los bloques en 500uL de Amortiguador de Lisis
(ver apéndice 1), incubando a 50°C ON. Al dia siguiente se reemplazé el
Amortiguador de Lisis por 500uL de Solucion Amortiguadora ESP (ver apéndice
1) y se incub6 nuevamente a 50°C ON. Al concluir el tiempo de incubacion se
realizaron 7 lavados con 10 mL de TE 1X (ver apéndice |) en un SHAK-R-BATH
de LAB-LINE, de 30 min cada uno para finalmente lavar 3 veces con 10 mL de
TE 0.1X también de 30 min cada uno. Una vez que se llevaron a cabo todos
los lavados se colocaron los bloques en 300 uL del Amortiguador de
Restriccion de la enzima Xbal de Invitrogen, que realiza cortes en una
secuencia (6-T|CTAGA-3", 3'-AGATC1T-5" de la respectiva cadena de
ADN) que se encuentra con poca frecuencia en el genoma de esta
bacteria.y de 30 a 50 unidades de la misma enzima, incubando toda fa noche
a 37°C en un Thermomixer de EPPENDORF.

Los bloques tratados con la enzima de restriccion, se colocaron en un gel de
agarosa Micropor 12-de Pronadisa al 1% en TBE 0.5X (ver apéndice 1),
sellando los pozos, una vez colocados los bloques, con agarosa Micropor 12
de Pronadisa al 0.8% en TBE 0.5X. Como marcador de peso molecular se
colocé Lambda Ladder PFG Marker, de Bio Labs. El gel se corrié en la cAmara
para PFGE, utilizando 2 L de Amortiguador TBE 0.5X, con el programa
necesario para Escherichia coli, por alrededor de 10 horas a una temperatura
de 14°C empleando el equipo para PFGE GenePath System de BIO-RAD. El
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gel obtenido se tifid con Bromuro de Etidio (ver apéndice 1) por 10 min y
observado bajo la incidencia de luz UV mediante el uso del aparato Gel Doc
2000 de BIO-RAD, mediante el cual fue también posible tomar la fotografia (8,

16, 24).

La interpretacion de los patrones de los fragmentos de cada cepa fueron
realizadas en base a lo descrito por Tenover et al. en 1995 (86, 87).

4.6. Amplificacion Aleatoria de ADN (RAPD):

A partir de un cultivo fresco en placa, se tom6é una colonia aislada y se
inocutaron de 3 mL de caldo LB, incubando toda la noche a 37°C con agitacion
en el equipo Cell-Production Roller Drum de Bellco Glass Inc. De ese cultivo,
se centrifugaron 50 ulL a 13,000 RPM por 1 min a temperatura ambiente en
microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o EPPENDORF 5415D, se eliminé el
sobrenadante para dejar el boton de bacteria, el cual fue lavado con 200 ul de
agua esteéril centrifugando nuevamente por 1 min a 13,000 RPM a temperatura
ambiente en microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o EPPENDORF 5415D. El
sobrenadante se elimindé y se resuspendi6 el botén en 50 ulL de agua estéril
para someterlo posteriormente a una temperatura de 98°C por 15 min en un
Thermomixer de EPPENDORF e inmediatamente después, a 4°C por otros 15
min usando un bafio de hielo. Después de ésta ultima incubacion, los tubos se
centrifugaron por 2 min a 13,000 RPM a temperatura ambiente en
microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o EPPENDORF 5415D. El
sobrenadante obtenido aqui fue empleado como templado para las tres
condiciones de RAPD empleadas. (6, 9, 39, 60)

4.6.1. RAPD 1

Las condiciones a las que se llevaron a cabo las reacciones en este método se
explican en la siguiente tabla:

Tabla 4. Condiciones de Reaccion de RAPD1

Concentracién Final de
Cada Tubo de Reaccion
MgCl, 2mM
Oligo 1 | 0.8uM
Taq Polimerasa 2U
Solucién 1X
Amortiguadora de
Reaccién
dNTP 0.2 mM de cada uno

Se emple6 la Taq DNA Polimerasa de Invitrogen, con su Amortiguador y MgCl,
y el dNTP Mix 10 mM de Applied Biosistems. El oligonucleétido empleado para
esta reaccion se le denomin6é Oligo 1, sintetizado por Invitrogen Custom
Primers, ordenado por Accesolab, con la siguiente secuencia: 5-ACG TAT
CTG C-3°
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El volumen final de la reaccion fue de 20 ulL y se le agregaron 6 ul. del
sobrenadante empleado como templado.

Las condiciones en el termociclador iCycler de BIO-RAD fueron las siguientes:

Tabla 5. Condiciones de Amplificacion de RAPD1

# PASQO | # DE CICLOS | CONDICION 1| CONDICION2 | CONDICION 3

1 1 5 min a 94°C

2 40 1 min a 94°C 2 min a 36°C 2 mina72°C

3 1 5mina72°C - -

El producto de estas reacciones se resolvié mediante electroforesis en geles de
agarosa basica LE de Pronadisa al 1% en TBE 1X, corridos a 120 V por
alrededor de 2 horas en camaras Continental Lab Products, Modelo 75.1214
con una fuente de poder EC570 de E-C Apparatus Corporation. Los geles se
tiferon con Bromuro de Etidio por 5 min y se dejaron destefiir en agua
tridestilada, para poder ser observados bajo la incidencia de fuz UV mediante el
uso del aparato Gel Doc 2000 de BIO-RAD, mediante el cual fue también
posible tomar la fotografia. Como marcador de peso molecular se utilizé el de
100 pb DNA Ladder de Invitrogen.

4.6.2. RAPD 2

L.as condiciones a las gue se llevaron a cabo las reacciones en este método se
explican en la siguiente tabla:

Tabla 6. Condiciones de Reaccion de RAPD2

Concentracién Final de
Cada Tubo de Reaccion
MgCl, 2.5mM
Oligo 2 0.8uM
Taq Polimerasa 1U
Solucién 1X
Amortiguadora de
Reaccion
dNTP 0.3 mM de cada uno

Se empled la Tag DNA Polimerasa de Invitrogen, con su Amortiguador y MgCla
y el dNTP Mix 10 mM de Applied Biosistems. EI oligonucleotido empleado para
esta reaccién se le denomindé Oligo 2 sintetizado por Invitrogen Custom
Primers, ordenado por Accesolab, que tiene la siguiente secuencia: 5-CCG
CAG CCA A3
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El volumen final de la reaccion fue de 25 ulL y se le agregaron 6 pl del
sobrenadante empleado como templado.

Las condiciones en el termociclador Gene Cycler de BIO-RAD fueron las
siguientes:

Tabla 7. Condiciones de Amplificacion de RADP2

# PASO | # DE CICLOS | CONDICION 1| CONDICION2 | CONDICION 3
1 1 5 min a94°C 5mina36°C |. 5mina72°C
2 10 1 min a 94°C 1 min a 36°C 2 mina 72°C
3 20 1 min a 94°C 1 min a 50°C 2mina72°C

El producto de estas reacciones se resolvié mediante electroforesis en geles de
agarosa basica LE de Pronadisa al 1% en TBE 1X, corridos a 120 V por
alrededor de 2 horas en camaras Continental Lab Products, Modelo 75.1214
con una fuente de poder EC570 de E-C Apparatus Corporation. Los geles
fueron tefiidos con Bromuro de Etidio por 5 min y se dejaron destefir en agua
tridestilada, para poder ser observados bajo la incidencia de luz UV mediante el
uso del aparato Gel Doc 2000 de BIO-RAD, mediante el cual fue también
posible tomar la fotografia. . Como marcador de peso molecular se utilizé el de
100 pb DNA Ladder de Invitrogen. (6, 9)

4.6.3. RAPD 3

Las condiciones a las que se llevaron a cabo las reacciones en este método se
explican en la siguiente tabla:

Tabla 8. Condiciones de Reaccion de RAPD3

Concentracion Final de
Cada Tubo de Reaccion
MgCl, 2mM _
Oligo 2 0.8uM
Taq Polimerasa 2U
Soluciéon 1X
Amortiguadora de
Reaccién
dNTP 0.2 mM de cada uno

Se empled 1a Tag DNA Polimerasa de Invitrogen, con su Amortiguador y MgCl,
y el dNTP Mix 10 mM de Applied Biosistems. El oligonucleétido empleado para
esta reaccién se le denomind Oligo 2 sintetizado por Invitrogen Custom
Primers, ordenado por Accesolab, de la siguiente secuencia: 5-CCG CAG
CCA A-3°
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Ei volumen final de la reaccion fue de 20 pL y se le agregaron 6 uL del
sobrenadante empleado como templado.

Las condiciones en el termociclador iCycler de BIO-RAD fueron las siguientes:

Tabla 9. Condiciones de Amplificacién de RAPD3

# PASO | # DE CICLOS [ CONDICION 1 | CONDICION 2 | CONDICION 3
1 1 5 min a 94°C ) - -
2 40 1 min a 94°C 2 min a 36°C 2mina72°C
3 1 5mina72°C - -

El producto de estas reacciones se resolvié mediante electroforesis en geles de
agarosa basica LE de Pronadisa al 1% en TBE 1X, corridos a 120 V por
alrededor de 2 horas en camaras Continental Lab Products, Modelo 75.1214
con una fuente de poder EC570 de E-C Apparatus Corporation. Los geles se
tineron con Bromuro de Etidio por 5 min y se dejaron destefiir en agua
tridestilada, para poder ser observados bajo la incidencia de luz UV mediante el
uso del aparato Gel Doc 2000 de BIO-RAD, mediante el cual fue también
posible tomar la fotografia. . Como marcador de peso molecular se utiliz6 el de
100 pb DNA Ladder de Invitrogen. (6, 9)

4.7. Aislamiento de ADN Plasmidico por Lisis Alcalina

A partir de un cultivo fresco en placa, se tom6é una colonia aislada y se
inocularon de 3 mL de caldo LB, incubando toda la noche a 37°C con agitacién
en el equipo Cell-Production Roller Drum de Bellco Glass Inc. De ese cultivo,
se centrifugaron 1.5 mL a 13,000 RPM por 5 min a temperatura ambiente en
microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o EPPENDORF 5415D, se elimin6 el
sobrenadante y se le adicionaron 100 plL de la soluciéon | (ver apéndice ) al
boton obtenido, resuspendiendo con la micropipeta. A esta suspension se le
adicionaron 200 pl de la solucién 1l (ver apéndice 1), se agit6 ligeramente y se
dejo reposar por 3 min para posteriormente agregar 150 ulL de la solucion Il
(ver apéendice 1) al mismo tubo agitando suavemente. Una vez agregada esta
ultima solucién, se dej6é reposar en un bario de hielo durante 30 minutos para
posteriormente centrifugar por 20 min a 13,000 RPM a 4°C en una
microcentrifuga refrigerada Hettich Zentrifugen Universal 32R. El sobrenadante
obtenido se colocé en un tubo nuevo y se colocd el mismo volumen de una
solucion 25:24:1 de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico de Sigma. Se agitd
manualmente y se volvié a centrifugar por 15 min a 13,000 RPM a 4°C en la
microcentrifuga refrigerada Hettich Zentrifugen Universal 32R. La fase acuosa
volvio a ser separada y colocada en un tubo nuevo para adicionar el doble del
volumen de cloroformo EM Science de Merck, agitar y centrifugar nuevamente
por 15 min a 13,000 RPM a 4°C en la microcentrifuga refrigerada Hettich
Zentrifugen Universal 32R. La fase acuosa se colocd en un tubo nuevo y se
adiciond el doble del volumen de etanol J.T. Baker al 95% y se coloc6 en un
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REVCO a -70°C por 15 minutos para permitir la precipitacion del ADN. Se
centrifugé por 20 min a 13,000 RPM a 4°C en la microcentrifuga refrigerada
Hettich Zentrifugen Universal 32R y se elimin6 el sobrenadante. Al boton
obtenido se le realizé un lavado con 1 mL de etanol J.T. Baker al 70% y se
centrifugd a 13,000 RPM por 15 min a temperatura ambiente en
microcentrifuga BIO-RAD Modelo 14K o EPPENDORF 5415D. EIl etanol fue
eliminado nuevamente y el botén fue secado a vacio con el Speed Vac SC110,
la trampa refrigerada de vapor RVT4104 y el calibrador digital de vacio DVG50
de SAVANT, a temperatura media de 15 a 20 min. El precipitado ya seco fue
resuspendido en 40 pL de ARNasa 200 pg/mL {ver apéndice ). (35, 54)

Los plasmidos fueron resueltos en getes de agarosa grado Biologia Molecular
de ONBIO al 0.4% en TBE 1X que fueron corridos a 120 V por alrededor de 2
horas en camaras Continental Lab Products, Modelo 75.1214 con una fuente
de poder EC570 de E-C Apparatus Corporation. Los geles se tifieron con
Bromuro de Etidio por 5 min y se dejaron destefiir en agua tridestilada, para
poder ser observados bajo la incidencia de luz UV mediante el uso del aparato
Gel Doc 2000 de BIO-RAD, mediante el cual fue también posible tomar la
fotografia. Cuatro marcadores de peso molecular fueron empleados en cada
gel corrido. 1Kb DNA Ladder de Invitrogen, fragmentos de & DNA/Hind Il de
Invitrogen y los plasmidos aislados de la cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, que contiene dos plasmidos, uno de 160 Kb y otro de 80 Kb y la cepa
de Escherichia coli RP4, con un plasmido de 54 Kb.
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5. RESULTADOS:

5.1. Aislamientos de Escherichia coli en el HCG:

En un periodo de 31 meses que comprenden de octubre de 2001 a abril de 2004, 2087
cepas de Escherichia coli fueron aisladas en el Hospital Civil de Guadalajara (HCG), de
las cuales, 957 (45.9%) resultaron resistentes a ciprofloxacino (CIPR).

El mes en el que hubo un mayor numero de cepas Escherichia coli CIP® aisladas fue
octubre de 2002 (50 cepas de Escherichia coli CIP®), de 113 cepas de Escherichia coli
totales aisladas (Grafica 1). Durante este tiempo el porcentaje de resistencia
observada en cepas de Escherichia coli permanecié dando un promedio de 46 6%,
siendo el porcentaje de menor resistencia de 24%, observado el mes de octubre de
2001 y el de mayor resistencia de 68.6% en diciembre de 2003 (Grafica 1).
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Grafica 1. Numero de aislamientos en el HCG de Escherichia coli totales y CIP® por

cada mes comprendido en el estudio.
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5.2. Aislamientos de Escherichia coli CIPR recibidos del HCG:

De las 957 cepas CIP® aisladas en este hospital, 105 (11%) fueron recibidas en el
Laboratorio Infectologia y Microbiologia Clinica de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM. Estas cepas
corresponden a la depuracion de procesos infecciosos que cumplen la definicién
clinica, de un solo evento y que estuvieran viables al momento de iniciar el
estudio, es decir, se omitieron del estudio las cepas colonizantes, los cultivos
repetidos de un mismo. Dichas cepas fueron nuevamente identificadas con un
panel de pruebas bioquimicas para confirmar género y especie. Posterior a la
identificacion y con el fin de comprobar que las cepas recibidas fueran
resistentes a ciprofloxacino, se realizé la prueba de resistencia a este antibiético
mediante el método de difusion de disco de Kirby-Bauer.

Los 105 aislamientos recibidos fueron identificados como Escherichia coli, todos
CIP®. Estos provenian de una gran variedad de servicios hospitalarios, siendo
el servicio de Consulta Externa del que mayor niumero de cepas se recibieron
(19/105), seguido del servicio de Infectologia Adultos (15/105), sin embargo, no
se observa prevalencia de un servicio hospitalario en particular (Grafica 2).

Servicio Hospitalario de Origen

0 Cermatciogla

0 rematoinga

a Medcina Peadirica
r O Newroingia

! auce

0 Medcma inlerra

0 MNelroogie

8 Oncobgla

a8 Lrclogia
0 Grugs Megcina Legal
B Trarsplantes

B MNewrocirugh

B8 Unuclad HV

B infecto Fegalre

0 Tarax y Cargo

oud

O Grugl General

| 0 Gnecologh

B Gasiroenierciogia

| Ownfecto Acutos

| oconsuts Externa

Grafica 2. Servicio hospitalario de origen de las 105 cepas de Escherichia coli
CIP® recibidas del HCG incluidas en el estudio.
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La mayoria de las cepas recibidas fueron aisladas de pacientes con infecciones
en vias urinarias, siendo éstas el 51% de las muestras totales recibidas (54/105).
Las cepas aisladas de secreciones de herida quirirgica tuvieron también un
porcentaje importante, siendo el 15% (16/105) de las cepas provenientes de este
tipo de muestra. Otro tipo de muestra de origen de las cepas, como sangre,
liquido biliar, liquido peritoneal, liquido pleural, Ulcera sacra, catéter y liquido
cefalorraquideo también se encontré entre las cepas recibidas, pero en mucha
menor cantidad (Grafica 3). .
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Gréfica 3. Muestras de las cuales fueron aisladas las 105 cepas incluidas en el
estudio. Las muestras agrupadas en Otros, se incluyen aquellas de menor
importancia y menor nimero de muestras, como semen, secrecion vaginal,
secrecion de glateo, entre otras (ver Apéndice Il para mas datos).

Las cepas fueron aisladas de pacientes con infecciones tanto nosocomiales
como comunitarias, siendo la mayoria de dichas cepas causantes de infecciones
nosocomiales, con un 56% (59/105) y 43 de las 105 cepas (41%) fueron aisladas
de infecciones adquiridas en la comunidad. (Grafica 4)
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Tipo de Infeccion
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Grafica 4. Tipo de infeccién causada por las 105 cepas de Escherichia coli CIP®
aisladas en el HCG.

Se determind el patréon de susceptibilidad a 18 diferentes antibiéticos, entre los
que se encontraron fluoroquinolonas, Aminopenicilinas, Cefalosporinas
Carbapenems y Aminoglucosidos, entre otros, mediante el método de difusion
de disco de Kirby-Bauer. Para tratar de determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) de Ciprofloxacino se usaron tiras de E-test de este antibiético.

La seleccion de estas cepas fue que fueran CIP® y se corroboré que todas las
cepas enviadas expresaban este fenotipo. Por otra parte estas cepas también
mostraron resistencia a una gran cantidad de antibioticos, siendo de llamar la
atenciéon la resistencia a todas las otras fluoroquinolonas analizadas
(Gatifloxacino, Levofloxacino y Ofloxacino) (Tabla 10), siendo la MIC encontrada
para Ciprofloxacino incluso mayor a 32 pg/mL, por lo que no fue posible
determinar la MIC exacta con las tiras empleadas (ver Apéndice lll para mas
datos). El Unico antibidtico al cual ninguna de las 105 cepas presento
resistencia fue uno de los integrantes del grupo de los Carbapenems, el
Imipenem.
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Tabla 10. Susceptibilidad a los 18 antibiéticos probados en las 105 cepas de
Escherichia coli CIP® del HCG.

FAMILIA . ANTIBIOTICO | RESISTENTE | INTERMEDIO [ SENSIBLE |
Aminopenicilinas | Ampicilina 96/105 3/1105 _§11_EE___'
a1 . 1 -
g | Cefuroxima 60/105 |  36/105 9/105
Cefalosporinas 3° | Ceftazidima 49/105 11/105 45/105
Generacién | Cefotaxima 39/105 20/105 46/105
' W = i
fg::gt’i‘::" | Cefepima 23/105 l‘ 41105 78/105
| Monobactamicos | Aztreonam 38/106 |  16/105 51/105
-Lactamico con | Tricarcilina-acido 1
P Inhibidor | clavulanico 491105 | 34105 221105
Carbapenems | Imipenem 0/105 0/105 105/105
| 7 Estreptomicina 90/105 2105 13/105
e Gentamicina 48/105 6/105 511105
| Tobramicina 60/105 5M105 401105
"~ Amikacina 7/105 10/105 88/105 |
Telractchf_ta_s Tetraciclina 100/105 1/105 41105
Inhibidor del Trimetoprim-
Folato , sollassdlcoarii 921105 0/105 13105
Fluoroquinolonas | Ciprofioxacino 105/105 0/105 0/105
2* Generacion | Ofloxacino 104/105 | 11105 0/105
Fluoroquinolonas = Levolioxacino 100/105 |  5/105 " 01105
3" Generacién " Gatifioxacino 99105 | 5/10§ 11105

5.3. Caracterizacion de Huella Digital Genémica por Electroforesis por
Campos Pulsados (PFGE):

Con el fin de determinar la prevalencia o variabilidad clonal en las 105 cepas de
Escherichia coli CIP® recibidas, se realizé un analisis de la Huella Digital
Genémica obtenida por PFGE.

Bajo las condiciones ya mencionadas fueron identificados 42 diferentes perfiles
de PFGE en 86/105 cepas, ya que 19 de las cepas mostraron tnicamente un
barrido a la hora de resolver los geles, el cual fue repetitivo cada vez que se
analizaban estas cepas. Por esta razén, se le dio un nimero de clona a cada
perfil observado segun la fecha de aislamiento de cada cepa, pero dejando libre
el nimero de clona que le correspondian a las cepas de las cuales no fue
posible obtener su clonalidad por esta técnica, pero si por las tres metodologias
de Amplificacién Aleatoria de ADN (RAPD) empleadas. Los 42 patrones
observados se muestran en los geles que comprenden las Figuras 5,6, 7 y 8.
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Figura 5 b

=
1 -

1

Figura7

Figl.lra 8

Figuras 5, 6, 7 y 8. 42 patrones diferentes observados en las 86 cepas de las
que fue posible obtener su huella digital genémica por PFGE.
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En la clona 2 fueron identificadas 23 cepas. Los perfiles de bandeo obtenidos
por esta técnica se muestran en las figuras 9, 10 y 11. Se muestran pequenas
variaciones entre un perfil y el otro, pero con base al criterioc de Tenover y
Goering (86, 87) se clasifican como clonas altamente relacionadas
genéticamente y epidemiolégicamente son la misma clona.

Figura 10

Figura 9, 10 y 11. Huella digital genémica
observada en las 23 cepas incluidas en la
denominada Clona 2 por PFGE.

Figura 11
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9 cepas fueron agrupadas dentro de la Clona 10 y 3 cepas presentaron el mismo

perfil de bandeo de la denominada Clona 21.
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Figura 12 Figura 13

Figura 12. 9 cepas de la denominada Clona 10.
Figura 13. 3 cepas pertenecientes a la Clona 21.
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Dentro de la Clona 27 se encontraron 7 cepas diferentes y 2 cepas se
encontraron compartiendo el mismo perfil de PFGE, por lo que fueron agrupadas
dentro de la denominada Clona 30.

Figura 14 Figura 15

Figura 14. 7 cepas que presentaron huella digital gendémica caracteristica de la
clona 27.
Figura 15. La clona 30 conté con 2 cepas que presentaron el mismo bandeo.
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La clona 32, al igual que en la clona 35, tiene dos cepas relacionadas
genéticamente.

Figura 16 Figura 17

Figura 16. En la clona 32 se incluyeron 2 cepas.
Figura 17. 2 cepas que tuvieron la misma huella digital genémica de la clona 35.
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En la Clona 36 fueron agrupadas 3 cepas que compartieron el mismo patron de
restriccion realizado con la enzima Xbal y 2 cepas fueron agrupadas en la Clona
53, al presentar bandas compartidas en ambas cepas.

E ]
-
s
.
-
-
i
]

Figura 18 Figura 19

Figura 18. 3 cepas pertenecientes a la clona denominada 36,
Figura 19. La clona 53 se presentd con 2 cepas.
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Con los resultados obtenidos por la técnica de electroforesis en geles por campos
pulsados las cepas que aparecieron estar relacionadas fueron las siguientes’

Tabla 11. Cepas con el mismo patrén de restriccidon con Xbal resuelto por PFGE

Cepas Genéticamente Relacionadas por PFGE

030-02, 031-02, 034-02, 051-02, 057-02, 065-02, 071-02, 074-02, 079-02, 081-02, 082-02, 083-02,
084-02, 085-02, 088-02, 138-02, 149-02, 303-02, 304-02, 307-02, 318-02, 328-02, 328-02

033-02

037-02

036-02

038-02

038-02

040-02, 041-02, 054-02, 056-02, 058-02, 060-02, 062-02, 068-02, 069-02

043-02

047-02

048-02

052-02

053-02

055-02

058-02

061-02

066-02, 067-02, 140-02

070-02

087-02, 089-02, 146-02, 156-02, 298-02, 300-02, 301-02

141-02

148-02, 139-02

142-02

143-02, 153-02

137-02

151-02, 310-02

152-02, 145-02, 147-02

154-02

168-02

302-02

160-02

306-02

305-02

308-02

309-02

313-02

318-02

320-02

324-02, 325-02

326-02

316-02

327-02

330-02

31202
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5.4. Caracterizacion de Huella Digital Genoémica por Electroforesis por
Amplificacion Aleatoria de ADN (RAPD):

Al no poder determinarse el patrén de restriccion por Xbal de 19 de las
Escherichia coli CIP® por PFGE, posiblemente debido a las mismas
endonucleasas presentes en éstas, fue necesario buscar otro método de
genotipificacién en el cual pudieran ser incluidas éstas 19 cepas.

Debido a la facilidad y la disponibilidad de los equipos necesarios, se decidié
realizar la estandarizacion de tres metodologias diferentes para llevar a cabo
RAPD.

5.4.1. RAPD 1

Se procedié a la estandarizacion inicial de esta técnica con cepas controles y
posteriormente se analizaron las 105 cepas previamente caracterizadas por
PFGE.

La Clona 1 fue una de las muestras de las cuales no pudo determinarse la
clonalidad por PFGE, y muestra un patron diferente al de todas las demas
muestras.

Las 23 cepas de la Clona 2 mostraron tener la misma huella digital genémica
mediante este analisis entre ellas.
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Figura 20 Figura 21 Figura 22

Figura 20. Huella digital genémica de 'a Clona 1y el de 3 cepas de la Clona 2
obtenidas por RAPD1.

Figura 21. 13 cepas de la Clona 2, con el mismo perfil de bandeo entre si.
Figura 22, Las 7 ultimas cepas que se encontraron formaban parte de la Clona 2.
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Figura 23 Figura 24 Figura 25

Figura 23. Perfil de bandeo de las Clonas 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 y de 2 cepas de la Clona
10.

Figura 24. Patrén obtenido por RAPD1 para 7 de las cepas que forman parte de la
Clona 10 y para las cepas identificadas como Clona 11, 12, 13 y 14 respectivamente
Figura 25. Huella digital genémica para las Clonas 15, 16, 17, 18, 19 y 20 por RAPD1,
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Figura 26 Figura 27 Figura 28

Figura 26. 3 Cepas de la Clona 21 y las cepas que fueron identificadas como Clona 22,
23y 24

Figura 27. Cepas de la Clona 25, 26 y 28 y las 7cepas de la Clona 27

Figura 28. Huella digital genémica obtenido por RAPD1 para las cepas pertenecientes
alas Clonas 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37.
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Figura 29 Figura 30 Figura 31

Figura 29.9 Las 2 cepas incluidas en la Clona 32.

Figura 30. Perfil de bandeo obtenido por RAPD1 para las cepas de las Clonas
38 ala 51

Figura 31. Genotipificacion de las cepas de la Clona 52 a 59 por RAPD1.

Con esta técnica, las cepas gue presentaron la misma huella digital genomica
fueron las siguientes:
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Tabla 12. Cepas con el mismo perfil de RAPD1.

Cepas Genéticamente Relacionadas por RAPD1
029-02

030-02, 031-02, 034-02. 051-02, 057-02, 065-02, 071-02, 074-02, 079-02, 081-02, 062-02, 083-
02, 0B4-02. 085-02. 088-02, 138-02, 148-02, 303-02, 304-02, 307-02, 318-02, 328-02, 329-02
03202
035-02, 037-02

033-02
036-02
038-02
039-02 - .
" 040-02, 041-02, 054-02, 056-02, 058-02, 060-02, 062-02, 068-02, 069-02, 050-02, 052-02, 053 |
02, 05502, 059-02, 061-02

043-02

045-02

047-02

048-02
067-02
066-02, 140-02
063-02
070-02
064-02
076-02, 078-02, 087-02, 086-02, 083-02, 146-02, 156-02, 288-02, 300-02, 301-02
141-02
148-02, 139-02
14202
143-02
153-02

137-02
150-02
151-02, 310-02
162-02, 14502, 147-02
154-02, 155-02, 157-02

158-02
158-02
302-02, 160-02
306-02
305-02

299-02

308-02
309-02

313-02
318-02
311-02
320-02
322-02
323-02
324-02, 325-02

326-02
316-02
327-02
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Cepas Genéticamente Relacionadas por RAPD1
330-02
317-02
312-02

Tabla 12. Cont.: Cepas con el mismo perfil de RAPD1

Al no tener un poder de discriminacién similar al de la técnica de PFGE, se
decidié llevar a cabo ofras dos metodologias diferentes, una de las cuales
(RAPD2) fue empleada anteriormente por Aslam et. al. en el 2003 (6), el cual
afirmé tener buenos resultados para la diferenciacion genética en cepas de
Escherichia coli. La otra técnica empleada (RAPD3) fue una combinacién de la
utilizada por Aslam y la empleada anteriormente por un Velarde en el laboratorio.

Los resultados obtenidos de dichas metodologias se muestran a continuacion.

5.4.2. RAPD 2:

100 pb
Clona1

= TR i )

2072 oA
1500

100

Figura 32 Figura 33 Figura 34

Figura 32. Huella digital genémica de la Clona 1 y el de 3 cepas de la Clona 2
obtenidas por RAPD2.

Figura 33. 13 cepas de la Clona 2, con el mismo perfil de bandeo entre si.
Figura 34. Las 7 Ultimas cepas que se encontraron formaban parte de la Clona 2
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Figura 35 Figura 36 Figura 37

Figura 35. Perfil de bandeo de las Clonas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y de 2 cepas de la Clona
10.
Figura 36. Genotipificacion por RAPD2 para 7 de las cepas que forman parte de la

Clona 10 y para las cepas identificadas como Clona 11, 12, 13 y 14 respectivamente.
Figura 37. Huella digital genémica obtenida para las Clonas 15, 16, 17, 18, 18 y 20 por
RAPD2.

51



RESULTADOS

aas 8 & & 2 m 830

———— T 2 s .= g |8 2% | ——

B Clona, 885 6§ 5 cl 27 o g-o | § EE'E | | clona| | Clonal
8 21 00D s a8 ona o 5!5%566535! 6 || ¥

2072 _-n"”- o

Figura 38 Figura 39 Figura 40

Figura 38. 3 Cepas de la Clona 21 y las cepas que fueron identificadas como Clona 22,
23y24.

Figura 39. Genotipificacién por RAPD2 de cepas de la Clona 25, 26 y 28 y las 7cepas
de la Clona 27.

Figura 40. Huella digital genémica por RAPD2 para las cepas pertenecientes a las
Clonas 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36y 37.
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Figura 41 Figura 42 Figura 43

Figura 41. Las 2 cepas incluidas en la Clona 32.

Figura 42. Perfil de bandeo obtenido por RAPD2 para las cepas de las Clonas
38 ala 51

Figura 43. Genotipificacion de las cepas de la Clona 52 a 59 por RAPD2.

Mediante esta técnica las cepas que mostraron la misma huella digital gendémica fueron
las siguientes:
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Tabla 13. Cepas que compantieron el perfil obtenido por RAPD2.

Cepas Genéticamente Relacionadas por RAPD2

029-02

030-02, 031-02, 034-02, 051-02, 057-02, 065-02, 071-02, 074-02, 079-02, 081-02, 082-02, 083-
02, 084-02, 085-02, 088-02, 138-02, 149-02, 303-02, 304-02, 307-02, 318-02, 328-02, 325-02

032-02, 035-02, 033-02, 037-02, 036-02

038-02
039-02

040-02, 041-02, 054-02, 056-02, 058-02, 060-02, 062-02, 068-02, 069-02, 045-02
043-02

047-02

048-02

050-02

053-02

052-02 - -

055-02

055-02

061-02
066-02, 067-02, 140-02

063-02

070-02

064-02

076-02

078-02

087-02, 089-02, 146-02, 156-02, 288-02, 300-02, 301-02

086-02

141-02

148-02, 139-02

142-02

143-02, 153-02

137-02

150-02

151-02, 31002

152-02, 145-02, 147-02

154-02, 155-02, 157-02

158-02

1598-02

302-02

160-02

306-02

305-02

289-02

308-02, 309-02

313-02

319-02
311-02

320-02

32202

323-02

324-02, 325-02

326-02
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Cepas Genéticamente Relacionadas por RAPD2 |
316-02 !
327-02
330-02
317-02

[ 312:02

T

Tabla 13. Cont.: Cepas que compartieron el perfil obtenido por RAPD2,

5.4.3. RAPD 3:

2 7
8 3

| - Clona 2

Figura 44 Figura 45 Figura 46

Figura 44. Huella digital genémica de la Clona 1 y | de 3 cepas de la Clona 2 obtenidas
por RAPD3.

Figura 45. 13 cepas de la Clona 2, con el mismo perfil de bandeo entre si.

Figura 46. Genotipificacion de las 7 ultimas cepas que se encontraron formaban parte
de la Clona 2.
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Figura 47 Figura 48 Figura 49

Figura 47. Perfil de bandeo de las Clonas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y de 2 cepas de la Clona
10.

Figura 48. Genotipificacion por RAPD3 para 7 de las cepas que forman parte de la

Clona 10 y para las cepas identificadas como Clona 11, 12, 13 y 14 respectivamente.
Figura 49. Huella digital genémica de las Clonas 15, 16, 17, 18, 19 y 20 por RAPD3.
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Figura 50. 3 Cepas de la Clona 21 y las cepas que fueron identificadas como Clona 22,
23y24.

Figura 51. Huella digital genémica de las Cepas pertenecientes a las Clonas 25, 26 y
28 y las 7cepas de la Clona 27.

Figura §2. Patrén de bandeo obtenido por RAPD3 para las cepas pertenecientes a las
Clonas 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37.
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2072

Figura 53 Figura 54 Figura 55

Figura 53. Huella digital genémica por RAPD3 de las 2 cepas incluidas en la
Clona 32.

Figura 54. Perfil de bandeo obtenido por RAPD3 para las cepas de las Clonas
38alabi

Figura 55. Genotipificacion de las cepas de la Clona 52 a 59 por RAPD3.

Mediante esta técnica las cepas que presentaron una huella digital genémica similar
fueron:

Tabla 14. Cepas con el mismo patrén obtenido por RAPD3.

Cepas Genéticamente Relacionadas por RAPD3

029-02

030-02, 031-02, 034-02, 051-02, 057-02, 065-02, 071-02, 074-02, 079-02, 081-02, 082-02, 083-

02, 084-02, 085-02, 088-02, 138-02, 149-02, 303-02, 304-02, 307-02, 318-02, 328-02, 329-02,

032-02, 035-02, 033-02
037-02
036-02
038-02
039-02
040-02, 041-02, 054-02, 056-02, 058-02, 060-02, 062-02, 068-02, 065-02
043-02
045-02
047-02
048-02, 050-02
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Cepas Genéticamente Refacionadas por RAPD3
052-02
053-02
055-02
059-02
061-02
066-02, 067-02, 140-02
063-02
070-02
064-02
076-02
[ _ 07802
087-02, 089-02, 146-02, 156-02, 298-02, 300-02, 301-02
086-02
141-02, 148-02, 139-02
142-02
143-02, 153-02
137-02
150-02
151-02, 310-02
152-02, 145-02, 147-02
154-02, 155-02, 157-02
158-02
158-02
302-02
160-02
306-02
305-02
299-02
308-02
309-02
313-02
319-02
311-02
320-02
322-02
323-02
324-02, 325-02
326-02
316-02
327-02
330-02
317-02
312-02

Tabla 14. Cont.: Cepas con el mismo patron obtenido por RAPD3.

Mediante el anélisis realizado con las tres metodologias de RAPD empleadas, fue
posible obtener un poder de discriminacién similar al obtenido por PFGE. Las cepas
que por las tres técnicas mostraron una huella digital genémica entre si, fueron
colocadas como pertenecientes a una misma clona, siempre tomando también en
cuenta el resultado obtenido por PFGE. Aquellas cepas que tuvieron un mismo perfil
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de restriccion por PFGE fueron colocadas en una misma clona aungue no se cumpliera
lo mismo por RAPD, esto debido a que la técnica de electroforesis por campos
pulsados es la considerada como estandar de oro para genotipificar. Tomando esto en
cuenta, las cepas agrupadas en cada clona son 12s siguientes:

Tabla 15. Cepas agrupadas en cada clona mediante la genctipificacion por
Amplificaciéon Aleatona de ADN y Electroforesis en Gel por Campos Pulsados.

CLONA B # CEPA

1 029-02

030-02, 031-02, 034-02, 051-02, 057-02, 065-02, 071-02, 074-02, 079-02, 081-02, 082-

|2 02, 083-02, 084-02, 085-02, 088-02, 138-02, 149-02, 303-02, 304-02, 307-02, 318-02,
| 328-02, 329-02

3 . B 03202 o ]

4 035-02

5 033-02

[ 037-02

7 036-02

8 038-02

9 039-02

10 040-02, 041-02, 054-02, 056-02, 058-02, 060-02, 062-02, 068-02, 063-02

1 043-02

12 045-02

13 047-02

14 048-02

15 050-02

16 052-02

17 053-02

18 055-02

19 L ose02

20 061-02

21 066-02, 067-02, 140-02

2 063-02

23 070-02

24 064-02

25 076-02

26 078-02

27 087-02, 089-02, 146-02, 156-02, 268-02, 300-02, 301-02

28 086-02

28 141-02

30 148-02, 139-02
| 3 142-02
2 [ 14302, 153-02 ]
ES 13702
[ 34 150-02

35 - 151-02,310:02 - ]

36 152-02, 145-02, 147-02

37 154-02, 155-02°, 157-02"

38 158-02

39 159-02

40 302-02

* Cepas que no pudieron ser analizadas por PFGE debido a degradacion persistente

: del ADN
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"CLONA # CEPA -
a1 160-02 B
T 4 - 306-02
Maa 305-02
44 299-02 —— —
45 o 308-02
46 30902
L a7 313-02
|48 319-02
49 311-02
|so 32002 N ) -
| 51 322-02
Ls52 | - 323-02
< S . _ . 324-02,325-02 .
| 54 326-02
| 55 316-02
| 56 327-02
[ 57 330-02 - I
' 58 317-02
59 | 312-02

Tabla 15. Cont.: Cepas agrupadas en cada clona mediante la genotipificacion por

RAPD y PFGE.

De esta manera, podemos decir que la técnica de RAPD tiene una mayor capacidad
para tipificar que PFGE, ya que no se pudo obtener la huella digital genémica de todas

del ADN.

las cepas por PFGE y si por RAPD (Tabla 186).

Tabla 16. Capacidad para tipificar de cada metodologia empleada.

Técnica de | Cantidad de Cepas @ Cantidad de Cepas
Tipificacion Tipificables No Tipificables
PFGE 86/105 19/105
RAPD1 105/105 0105
RAPD2 105/105 0/105
RAPD3 105/105 0/105

5.5. Perfil de plasmidos:

Para observar el nimero de plasmidos presentes en cada una de las cepas en estudio,
se llevd a cabo la extraccion de los mismos mediante la técnica de lisis alcalina. Los
plasmidos fueron resueltos en geles de agarosa al 0.4% conteniendo cada gel un
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marcador de 1 Kb, 23 Kb, los plasmidos de Klebsiella pneumoniae (80 y 160 Kb
respectivamente) y de. Escherichia coli RP4 (54Kb).

A continuacién se muestran los plasmidos presentes en cada una de las cepas,
divididos por clonas.

La Clona 1 presenté dos plasmidos, uno de aproximadamente 54Kb y el otro de 100Kb.
Las 23 cepas de la Clona 2 presentaron gran variabilidad en cuanto a los plasmidos
contenidos en cada una de ellas. Las cepas incluidas en esta Clona presentaron de 2
a 9 plasmidos diferentes. El tnico plasmido que parece conservarse es el que es mayor

a las 54Kb.
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Figura 56

Figura 56. Cuatro geles mostrando los plasmidos contenidos en la cepa de la Clona 1y
en las 23 cepas de la Clona 2. Cada gel presenta los cuatro marcadores de peso
molecular empleados.

La cepa de la Clona 3 present6 6 plasmidos, la de la Clona 4, 4 plasmidos, la Clona 5,
2 plasmidos, la cepa de la Clona 6, 7 plasmidos, la Clona 7, 6 plasmidos, la Clona 8, 7
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plasmidos, la Clona 9, 13 plasmidos y la Clona 14, 6 plasmidos. Todas ella tienen un
plasmido de aproximadamente 54Kb.

Las 9 cepas de la Clona 10 siguen un patron similar de plasmidos, que van de los 8 a
los 12 plasmidos, aunque comparte un plasmido se aproximadamente 120Kb, uno de
aproximadamente 70Kb y ofro de aproximadamente 54Kb asi como otros dos de entre
2y 1.6 Kb.

La Clona 11 presentd 7 plasmidos, la Clona 12 se encontré que contenia 9 plasmidos,
la 13, 6 plasmidos al igual que Clona 14.

La Clona 15 contuvo 7 plasmidos, a diferencia de la Clona 16, que presentd 14
plasmidos, pero la cepa en la que mayor cantidad de plasmidos se observaron fue la de
la Clona 17, con 19 plasmidos en total. La cepa de la Clona 18 presentd 9 plasmidos,
la de la Clona 19, 10 plasmidos, la de la 20 6 plasmidos y las cepas de la Clona 21
presentaron de 4 a 7 plasmidos. 2 de dichas cepas presentaron el tres plasmidos
iguales, pero entre las 3 solo se observé que compartian un solo plasmido, el de mayor

tamano.
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Figura 57 Figura 58 Figura 59

Figura 57. Plasmidos presentes en las cepas de las Clonas 3,4, 5,6, 7, 8, 9y 10.
Figura 58. Patron de los plasmidos presentes en las cepas de la Clona 10 y las cepas
de las Clonas11, 12y 13,

Figura 59. Huella digital plasmidica de las clonas 15, 16, 17, 18, 19,20 y 21.
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La cepa de la Clona 22 se encontré que tenia 3 plasmidos, la Clona 23, 8 plasmidos y
la cepa de la Clona 24, 6 plasmidos. En la Clona 25 se observaron 8 plasmidos,
mientras que en la Clona 26 solo se presentaron 4.

Las 7 cepas de la Clona 27 presentaron al menos un plasmido de aproximadamente

54Kb en comun, aunque llegaron a tener de 6 a 11 plasmidos. 3 plasmidos fueron
encontrados en la Clona 28 y 8 plasmidos en la Clona 29.

" Clona 27

Clona 26

Clona 22
Clona 23
Clona 24
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Figura 60 Figura 61 Figura 62 Figura 63

Figura 60. Plasmidos de las Clonas 22, 23 y 24.

Figura 61. Patréon de plasmidos de las Clonas 25y 26

Figura 62. Plasmidos aislados de las 7 cepas de la Clona 27.

Figura 63. Huella digital plasmidica de las cepas que fueron identificadas como Clona
28y29.
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Las 2 cepas de la Clona 30 presentaron los mismos 6 plasmidos, a diferencia de las 2
cepas de la Clona 32, en las cuales se observaron 9 y 11 plasmidos respectivamente.
En la Clona 31 se observaron Unicamente 2 plasmidos.

Los plasmidos de las cepas de la Clona 34, asi como 2 de las cepas de la Clona 36 y la
Clona 37 no pudieron extraerse y resolverse por electroforesis debido a que
unicamente se observo degradacién del ADN purificado, sin embargo, los plasmidos de
la Clona 33 pudieron extraerse satisfactoriamente, siendo un total de 3, y de las dos
cepas de la Clona 35 que van de 9 a 11 plasmidos, compartiendo practicamente todos
los plasmidos entre ellas. En una de las cepas de la Clona 36 se encontraron 8
plasmidos y 6 en otra cepa de la Clona 37. Los plasmidos extraidos de la Clona 38 y
39 fueron 6 y 4 respectivamente.

5 plasmidos fueron aislados de la cepa denominada Clona 40, 12 de la Clona 41, 4 de
la Clona 42, 6 de la Clona 43 y 5 plasmidos de la Clona 44.

P
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Clona 33
Clona 34
Clona 28
Clona 39
Clona 41
Clona 42

-

-

RIS

il

Figura 64 Figura 65 Figura 66

Figura 64. Plasmidos contenidos en las 2 cepas de la Clona 30, y 32, asi como la cepa
de la Clona 31.

Figura 65. Huella digital plasmidica de las Clonas 33 a 39.

Figura 66. Perfil de plasmidos de las cepas pertenecientes a las Clona 40, 41, 42, 43 y
44,
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Los plasmidos extraidos de la Clona 45 a la 50 fueron 4, 1, 9, 7, 8 y 8 respectivamente
En 2 Clonas diferentes (Clona 51 y 52) se encontraron el mismo ntmero de plasmidos
y del mismo tamario, pudiendo ser exactamente los mismos, aunque habria que hacer
otros estudios para determinar si efectivamente lo son, mientras que en las dos cepas
de la Clona 53 se encontraron plasmidos diferentes, compartiendo unicamente los de
mayor tamafio. En esta clona se encontraron 12 y 9 plasmidos en cada cepa
respectivamente. De la Clona 54 se aislaron 8 plasmidos, en la Clona 55, 7 plasmidos,
de la 56 se purificaron 12 plasmidos, 6 plasmidos de la Clona 57; en la 58 se
encontraron 7 plasmidos y finalmente, en la Clona 59, 1 plasmido.
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Figura 67 Figura 68

Figura 67. Plasmidos de las Clonas 45 a 50.
Figura 68. Perfil de los plasmidos contenidos en las cepas que forman parte de las
Clonas 51 a 59.
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5.6. Analisis de cepas por clona:

5.6.1. CLONA 2:

Esta fue la Clona que mayor nimero de cepas en estudio presentd y por mas tiempo.
23 cepas fueron identificadas como pertenecientes a este grupo.

La Clona 2 se presento durante todo el estudio, de febrero de 2002 a abrit de 2004
(Tabla 17). Probablemente las diferencias en cuanto a los plasmidos contenidos en
esta clona, que van de 1 a 9 diferentes plasmidos en cada cepa, conservandose
solamente uno de peso mayor a las 54 Kb en todas las cepas, sea debido a la gran
cantidad de tiempo que esta Clona estuvo presente en el HCG.

Tabla 17. Cantidad de cepas de Escherichia coli CIPR de la Clona 2 aisladas por cada
mes del estudio.

# ge Cepas de {2 Clonz 2
MES Aisiadas cada mes
Feb-02 2
Mar-02 -
Abr-02 -
May-02 1
Jun-02 -
Jul-02 -
Ago-02 -
Sep-02 -
Oct-02 -
Nov-02
Dic-02
Ene-03
Feb-03
Mar-03
Abr-03
May-03
Jun-03
| Jul-03
_Ago-03
| Sep-03
Oct-03 R
Nov-03 -
Dic-03 -
Ene-04 2
Feb-04 4
Mar-04 .
Abr-04 2

|

=l

[N I N W) N

La Clona 2 fue aislada en 15 diferentes servicios hospitalarios del HCG, sin
predominancia de alguno en particular. (Grafica 5)
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Servicio Hospitalario de Origen de Cepas de la Clona 2

IﬂCirunia General ]
@ Cansulta Externa

B Dermatologla

O Hematologia
BHIV

€l Infecto Pedialria
B Neurocirugia

8 Onopedia y Trauma |
(@ Térax y Cardio
BuciP !
OMedicina Legal |
@ Uroginecologia

B Gastroenterologia

B Ginecologia

aua

Grafica 5. Cantidad de muestras recibidas de cada servicio hospitalaric de los cuales
las cepas de Escherichia coli CIP® identificadas como pertenecientes a la Clona 2
fueron aisladas.

Al'igual que en las muestras totales, la orina fue la muestra de la cual la mayor cantidad
de las cepas de la Clona 2 fueron aisladas, seguida por secreciones y por secreciones
de herida quirdrgica, sin embargo, también fueron aisladas de sangre, liquido pleural,
peritoneal, biliar y ascitico, asi como de secrecion de oido y Ulcera sacra (Grafica 6).

Origen de la Muestra de Cepas de la Clona 2

@Liquido Ascltico
A Liquido Biliar

B Liquida Peritoneal
Liguida Pleural

& Sangre

Secrecion de Oido
Ulcera Sacra
Secrecion

S 6n de Herida Quinirgi
Orina_

Grafica 6. Numero de cepas de Escherichia coli CIP® pertenecientes a la Clona 2
aisladas de cada una de las diferentes muestras obtenidas.
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De la misma manera, las cepas de la Clona 2 fueron causantes de infecciones
nosocomiales principalmente, pero también hubo una buena cantidad de cepas
aisladas en la comunidad, por lo cual se puede decir que posiblemente ésta sea una
Clona que se encuentra ampliamente distribuida en la comunidad y que debido a eso
fue posible su persistencia durante todo ese tiempo en el HCG. (Grafica 7)

Tipo de Infecciones Causadas por Cepas de la Clona 2

oMo
| D Comunstana |
|Drosocamial |

Grafica 7. Tipo de infeccién causada por cada cepa perteneciente a la Clona 2.

Aunque se trataron de cepas que genéticamente fueron agrupadas en una misma
clona, se observan diferencias en la susceptibilidad a algunos de los antibidticos
probados, un ejemplo es la resistencia a las Cefalosporinas, ya que las primeras cepas
aisladas resultaron resistentes a éstos antibiéticos, pero las ultimas son sensibles, pero
no son el unico grupo de antibidticos que presenta tales diferencias, los
aminoglicésidos probados también son un claro ejemplo de dichas variaciones (Tabla
18). Esta diferencia puede deberse a Ia misma diferencia de plasmidos observada en
estas cepas, aunque también podria deberse a algun tipo de mutaciones que de una u
otra manera no afectan los perfiles de bandeo obtenidos por las técnicas empleadas
para la genotipificacién de éstas cepas.

69



RESULTADOS

TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO 2 RESISTENTES
Aminopenicilina Ampicilina 23/23
Cefalosporina de .
58 Generacidn Cefuroxime 217123
Cefalosporina de Cefotaxime 12/23
3% Generacion Ceftazidime 14123
Cefalosporina de .
4° Generacién Cefepime 8/23
Carbapenem Imipenem 0/23
Monobactam Aztreonam 14723
B-Lactamico + Tricarcilina -
Inhibidor de - Acido Clavulanico 18/23
Lactamasas
Estreptomicina 16/23
: o Gentamicina 12123
Aminoglicosido 1o micina 20123
Amikacina 3/23
Tetraciclina Tetraciclina 23/23
Inhibidor de Trimetoprim -
Folato Sulfametoxazol 18/23
Ciprofloxacino 23/23
) Gatifloxacino 23/23
Fluoroquinolona Levofloxacino 23/23
Ofloxacino 23/23

Tabla 18. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona 2.

5.6.2. CLONA 10:

Fueron 9 las cepas aisladas que compartieron el mismo perfil de bandeo por PFGE y
RAPD, agrupadas en ia denominada Clona 10. En julio de 2002 fue la primera vez que
se aislé esta Clona, dejando un periodo de 5 meses después de su primer aislamiento
sin presentarse dentro de las cepas analizadas en este estudio. En enero de 2003
voivi6 a aislarse y se siguié aislando hasta abril de 2003. (Tabla 19)
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Tabla 19. Cantidad de cepas de Escherichia coli CIP® de la Clona 10 aisladas por
cada mes del estudio.

| # de Cepas de la Clona
MES | 10 Aisladas cada mes
Jul-02 2
Ago-02 -
Sep-02 -
Oct-02 v
Nov-02 i
| Dic-02
| Ene-03
Feb-03
| Mar-03
| Abr-03

[C] [0) P g

Las 9 cepas fueron aisladas de 8 diferentes servicios hospitalarios (Grafica 8), como
Cirugia General, Gastroenterologia, Infectologia Adultos, Infectologia Pediatrica,
Ortopedia y Traumatologia, Térax y Cardiovascular, Unidad de Cuidados Intensivos y
Neurocirugia.

Servicio Hospitalario de Origen de Cepas de la Clona 10

2 T3 TTELT
'7” L Ll
rﬂf/"”% wr:: 225522
%5??55#”” 2222 55254 1 e
sy # ‘s i
2552527 EE" 25222 OCirugla General
4 22582824 B Gastroenterologia

@ Infecto Adultos
BInfecto Pedialria
B Ortopedia y Trauma

1 1

1
Gréfica 8. Cantidad de muestras recibidas de cada servicio hospitalario de los cuales
las cepas de Escherichia coli CIP® identificadas como pertenecientes a fa Clona 10
fueron aisladas.
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Unicamente 3 cepas fueron obtenidas de orina, el resto de las cepas se aislaron de
liquido cefalorraquideo, liquido biliar, sangre, secrecion de herida y secrecion de herida
quirdrgica. (Grafica 9)

Origen de la Muestra de Cepas de la Clona 10

OLCR
B Liquido Biliar

2

Grafica 9. Numero de cepas de Escherichia coli CIP® pertenecientes a la Clona 10
aisladas de cada una de las diferentes muestras obtenidas.

Todas las cepas pertenecientes a esta clona fueron causantes de infecciones de tipo
nosocomial.

Las cepas que forman parte de ésta clona presentan en general el mismo perfil de
plasmidos, todas tienen al menos 8 plasmidos del mismo tamario, aunque llegan a
tener hasta 12 plasmidos.

El perfil de resistencia a los 18 antibi6ticos (Tabla 20) es practicamente e! mismo en
todas las cepas, Unicamente se ve diferencia en 2 antibiéticos del grupo de los
aminoglicésidos, como son la Tobramicina (ya que se encontré una cepa sensible) y la
Amikacina (con 4 de las 9 cepas sensibles) y en el caso de la Tricarcilina con Acido
Clavulanico, en donde la cepa que tuvo Unicamente los 8 plasmidos resulté sensible.
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Tabla 20. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona

10.
"~ TPODE | \omere | NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO 10 RESISTENTES
Aminopenicilina Ampicilina 9/8
Cefalosporina de .
2% Generacion Cefuroxime 9/9
Cefalosporina de Cefotaxime 9/9
_3* Generacion | - Ceftazidime 9/9
Cefalosporina de .
4% Generacion Cefepime /9
Carbapenem Imipenem 0/9
Monobactam Aztreonam 818
B-Lactémico + Tricarcilina -
Inhibidor de B- | 4,44 Clavulanico 8/%
Lactamasas
Estreptomicina 9/9
S Gentamicina 9/9
Aminoglicésido Tobramicina o 8/9
Amikacina 4/9
Tetraciclina Tetraciclina 9/9
Inhibidor de Trimetoprim — 9/9
Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino 9/9
. | Gatifloxacino 9/9
Fluoroguinolona Levofloxacino 9/9
L Ofloxacino 9/9

6.6.3. CLONA 21:

Las 3 cepas caracterizadas y agrupadas en esta Clona, fueron aisladas de la misma
paciente, dos de ellas aisladas de secrecion de herida quirdrgica, en el mes de abril de
2003, ambas determinadas como causantes de infeccion nosocomial. La otra cepa fue
aislada 9 meses mas tarde, en enero de 2004 y se determiné que era la causante de
una infeccién en vias urinanas de dicha paciente; en esta ocasion se trataba de una
infeccién comunitaria, aunque causada por una cepa adquirida principaimente en el
hospital. Al igual que lo observado con la Clona 2, los piasmidos de la cepa aislada
inicialmente, son diferentes a los plasmidos de las otras cepas, aunque también se
conserva un plasmido mayor a las 54 Kb que es comin en las tres cepas
pertenecientes a esta clona.

Al igual que la Clona 10, el perfil de resistencia (Tabla 21) observado en la Clona 21 es
igual en las 3 cepas. Unicamente en el caso de la resistencia a Cefepime hay
diferencia, debido posiblemente, a la pérdida de un plasmido que le confiere resistencia
a la primera cepa aislada.
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Tabla 21. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
21.

TIPO DE NOMBRE [ NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA |
ANTIBIOTICO | 21 RESISTENTES
Aminopenicilina Ampicilina | 3/3 _‘

Cefalosporina de . ‘ ‘

28 Generacion Cefuroxime 3/3

Cefalosporina de Cefotaxime 3/3
| 32 Generacion Ceftazidime 3/3 ]
Cefalosporina de .

4* Generacion Cefepime 13 |
Carbapenem Imipenem 0/3 |
Monobactam Aztreonam 33 J\

| B-Lactamico + . .

L Tricarcilina -

Inhibidor de B~ | 4 ;46 Clavulanico 3/3

| Lactamasas |
Estreptomicina 33 |

e Gentamicina 313 \

Aminoglicosido Tobramicina 33 .

Amikacina 3/3 ‘

Tetraciclina Tetraciclina 3/3 ]
Inhibidor de Trimetoprim — 3/3

Folato Suifametoxazol

Ciprofloxacino 3/3 }

: Gatifloxacino 33 |
Fluoroguinolona Levofloxacino 3/3
Ofloxacino 3/3

5.6.4. CLONA 27:

De la Clona 27 se encontraron 7 cepas, aisladas a partir de septiembre de 2003 y hasta
febrero de 2004. (Tabla 22)

Tabla 22. Cantidad de cepas de Escherichia coli CIPR de la Clona 27 aisladas por
cada mes del estudio.

# de Cepas de la Clona
MES 27 Aisladas cada mes
Sep-03 2
Oct-03 -
| Nov-03 -
Dic-03 -
Ene-04 2
Feb-04 3
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Las cepas pertenecientes a esta clona fueron aisladas de 4 servicios hospitalarios del
HCG, como Infectologia Adultos, Gastroenterologia, Consulta Externa y la unidad de
VIH (Grafica 10).

Servicio Hospitalario de Origan de Cepas de la Clona 27

avin
B Consuita Exlerma
BGastoenterciogia
B infecio Adutfas

Grafica 10. Cantidad de muestras recibidas de cada servicio hospitalario de los cuales
las cepas de Escherichia coli CIPR identificadas como pertenecientes a la Clona 27
fueron aisladas.

La mayoria de las cepas fueron causantes de infecciones en vias urinarias y solo dos
de ellas fueron aisladas de otro tipo de muestra (Grafica 11).

Origen de la Muestra de Cepas de la Clona 27

1

s
el

Grafica 11. Namero de cepas de Escherichia coli CIP® pertenecientes a la Clona 27
aisladas de cada una de las diferentes muestras obtenidas.

De la misma manera, 5 de las cepas fueron causantes de infecciones comunitarias,

solo una de las cepas provenientes de un urocultivo y la aislada de la secrecién de
herida causaron infecciones nosocomiales (Grafica 12).
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Tipo de Infecchdn Causada por Cepas de la Clona 27

Grafica 12. Tipo de infeccion causada por cada cepa perteneciente a la Clona 27.

Esta clona conté con un minimo de 6 plasmidos que son iguales en las 7 cepas que la
constituyen y llegan hasta un total de 12 plasmidos.

Las Escherichia coli CIPR pertenecientes a la clona 27 si mostraron diferencia en
cuanto a las susceptibilidades a algunos de los antibiéticos probados (Tabla 23). Una
sola cepa resulté resistente a las Cefalosperinas de 32 Generacion y a Aztreonam. La
misma cepa es la que tiene la mayor cantidad de plasmidos, por lo que, debido a éstos

es que se observa resistencia a un mayor numero de antibioticos.

Tabla 23. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona

27.
TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO 27 RESISTENTES
Aminopenicilina Ampicilina 7
Cefalosporina de .
~2° Generacion Cefuroxime 517
Cefalosporina de Cefotaxime 1/7
3 Generacién Ceftazidime 1/7
Cefalosporina de .
4® Generacion Cefepime or7
Carbapenem imipenem 07
Monobactam Aztreonam 17
B-Lactamico + ; .
g Trcarcilina -
Inhibidor de B- | 4 46 Clavulgnico A
Lactamasas
Estreptomicina 517
o Gentamicina 5/7
Armigicasko Tobramicina 5/7
Amikacina /7
Tetraciclina ] Tetraciclina 517
Inhibidor de Trimetoprim — 5/7
Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino 717
> Gatifloxacino 717
Fluoroquinolona Levofloxacino 717
Ofloxacino 717
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5.6.5. CLONA 30:

Las 2 cepas perienecientes a la denominada Clona 30 fueron aisladas en el mes de
enero de 2004, pero ambas fueron aisladas de pacientes diferentes y en servicios
hospitalarios diferentes. La primera cepa se aislé en el servicio de Cirugia General de
Consulta externa, la cepa fue causante de una infecciébn comunitaria en vias urinarias.
La segunda cepa se aislo en Cirugia y Medicina Legal 14 dias mas tarde, de una
secrecidn de herida. Se determiné que esla infeccién fue adquirida en el hospital.

Los plasmidas encontrados en ambas cepas fueron (0s mismos (5 pldsmidos en cada
cepa), por lo que, {a diferencia de susceptibilidad a los diferentes antibibticos (Tabla
24), podria deberse a mutaciones de tipo puntual en Jos mismos plasmidos o bien en &l
genoma de las bacterias gue forman parte de ésta clona.

Tabla 24. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
30.

TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO 30 RESISTENTES
Aminopenicilina_| Ampicilina 172

| Cefalosporina de i
! 22 Genp;aciOn Cefuroxime 212
| Cefalosporina de Cefotaxime 1/2 ’
. 3% Generacion Ceftazidime 1/2
Cefalosporina de ]
48 Gen‘iaracicm Cefepime 0/2
Carbapenem Imipenem 0/2
Monobactam Aztreonam 0/2 -
B-Lactamico + Tricarcilina -
Inhibidor de B- | 4 46 Clavulanico 172
Lactamasas
Estreptomicina 2/2 |
o Gentamicina 12 ‘
Aminogficésido Tobramicina 12 |
Amikacina 0/2
Tetraciclina Tetraciclina 2/2
Inhibidor de Trimetoprim ~ 112
‘ Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino - 2/2
. Gatifloxacino 2/2
\ Fluoroquinolona Levofloxacina - 272
Ofloxacino 22
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5.6.6. CLONA 32:

2 cepas de este estudio fueron agrupadas en esta Clona. Ambas cepas fueron
aisladas en el mes de enero de 2004, en el servicio de Consulta Externa. Aunque
fueron aisladas de diferentes pacientes, ambas estaban causando una infeccién en
vias urinarias y fueron adquiridas en la comunidad.

Aungue las dos cepas tuvieron el mismo numero de plasmidos, los tamarios de unos de
los mas pequerios diferian entre los de una cepa y la otra. Aqui se observaron también
diferencias de susceptibilidad entre una cepa y la otra, como puede observarse en las
Cefalosporinas de 32 y 42 Generacion, asi como con el Aztreonam y la Tricarcilina —
Acido Clavulanico (Tabla 25).

Tabla 25. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona

32.

TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO ‘ 32 RESISTENTES ‘
Aminopenicilina Ampicilina | 2/2 \
| Cefalosporina de . ‘ ‘
|2 Generacion Cefuroxime 2/2
Cefalosporina de Cefotaxime 1/2
32 Generacién Ceftazidime 1/2
Cefalosporina de .
4° Generacion Cefepime 12
| Carbapenem Imipenem 0/2
| Monobactam Aztreonam 1/2
P-Lactamico + Tricarcilina -
Inhibidor de B- | 4 4 Clavulanico 12
Lactamasas
Estreptomicina 22
. . Gentamicina 2/2
Aminoglicésido Tobramicina 2/2
Amikacina 0/2
Tetraciclina Tetraciclina 2/2
Inhibidor de Trimetoprim — 202
Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino 22
. Gatifloxacino 2/2
Fluoroguinolona Levofloxacino 2/2
Ofloxacino 2/2
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5.6.7. CLONA 35:

En esta clona se agruparon a 2 cepas, una aislada en enero de 2004 y la otra en marzo
de 2004. Ambas causaba infecciones comunitarias, una de ellas fue aislada de semen
y la segunda de liquido peritoneal, asi mismo, una fue aislada en el servicio de
Consulta Externa y la otra de Medicina Interna.

Una de las cepas incluidas en esta clona tuvo 7 plasmidos y la otra, contenia 2
plasmidos mas. Aqui se observo diferencia de susceptibilidad a algunos antibioticos,
como 3 de los aminoglicésidos probados (Tabla 26), siendo la cepa resistente a éstos
antibioticos también la cepa resistente a la Ampicilina y a la Tricarcilina — Acido
Clavulanico.

Tabla 26. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
35.

TIPO DE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA

ANTIBIOTICO NOMBRE 35 RESISTENTES
| Aminopenicilina Ampicilina 112
Cefalosporina de .
21 Generacion Cefuroxime 212
Cefalosporina de Cefotaxime 0/z
3® Generacion Ceftazidime 0/2
Cefalosporina de )

42 Generacién Cefepime a2
Carbapenem Imipenem 0/2
Monobactam Aztreonam 0/2

p-Lactamico + Tricarcili )

o ricarcilina -

Inhibidor de - | 444 Clavulanico LS

Lactamasas
Estreptomicina 1/2
" e Gentamicina 1/2
Aminoglicésido Tobramicina 1/2
Amikacina 0/2
Tetraciclina Tetraciclina 1/2
Inhibidor de Trimetoprim — 112

Folato Sulfametoxazol

Ciprofloxacino 2/2
: Gatifloxacino 2/2
Fluoroquinolona [avoflcxaticg 212
Ofloxacino 2/2

ESTA TESIS NO SALE 7
DE LA BIBLIOTECA
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5.6.8. CLONA 36:

En enero de 2004 fue la primera vez que una cepa de esta clona fue aislada,
inicialmente en un paciente que adquirié una infeccion en el hospital debido a un
catéter que le fue colocado, la cepa fue aislada en el servicio de Infectologia Adultos. 5
dias mas tarde en el mismo mes, la misma clona fue aislada de una paciente con
infeccién en vias urinarias. La infeccion fue adquirida en la comunidad y la cepa fue
aislada en el servicio de Hematalogia Consulta Externa. La ultima cepa agrupada en
esla clona fue aislada de la secrecién de una piema de un paciente. La infeccion fue
adquirida en la comunidad y aislada en el servicio de Consulta Externa del HCG en
febrero del mismo ano.

Una de las cepas identificadas como pertenecientes a la Clona 36 tuvo 7 plasmidos,
pero no fue posible aislar los plasmidos de las oiras dos cepas, ya que a la hora de
realizar el corrimiento electroforético se observaba que dichos plasmidos se
degradaban. Se observd gran variabilidad en cuanto al perfil de Susceptibilidad a
algunos antibibticos (Tabta 27). La cepa que aparece como resistente a las
Cefalosporinas de 3% y 4* Generacién es la misma que ‘presenta resistencia al
Monobactam probado y a la Tricarcilina-Acido Clavulanico.

Tabla 27. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
36.

TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA

ANTIBIOTICO 36 RESISTENTES

Aminopenicilina Ampicilina 2/3
Cefalosporina de .
22 Generacion Cefuroxime a3
Cefalosporina de Cefotaxime 113
32 Generacion Ceftazidime 1/3
Cefalosporina de .

42 Generacién Cefepime 12
Carbapenem Imipenem 073
Monobactam Aztreonam 1/3
B-Lactamico + Tricarcilina -

Inhibidor dé B- | 4446 Clavulanico 13
Lactamasas

Estreptomicina 3/3

. o Gentamicina 23

Am

inoglicosido Tobramicina 3/3

Amikacina 0/3

Tetraciclina Tetraciclina 2/3

Inhibidor de Trimetoprim — 13

Folato Sulfametoxazol

Ciprofloxacino 3/3 .

. Gatifloxacino 3/3

Fluoraguinolona Levofloxacino 3/3

Ofloxacino 3/3
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5.6.9. CLONA 37:

La Clona 3 se present6 unicamente en enero de 2004 y fueron 3 cepas las aisladas y
colocadas en este grupo. La primera cepa se aisl6 de una secrecion presentada en
una paciente en el servicio de Térax y Cardiovascular y la infeccion fue adquirida en la
comunidad. Cuatro dias mas tarde, se aisl6 otra cepa en el Servicio de Consulta
Extema, causante de una infeccién en vias urinarias adquirida en el HCG. La otra cepa
de Escherichia coli CIP® fue aislada de la secrecién vaginal de una paciente en el
servicio de Ginecologia. Esta cepa se encontré que estaba colonizando la vagina de
dicha paciente.

Como en la Clona 36, al aislar los plasmidos de dos de las cepas éstos se degradaban,
por to cual no fue posible determinar cuéntos plasmidos tenian éstas. La cepa de la
que se pudieron aislar los plasmidos tuvo 7 plasmidos de diferentes tamanos. Esas
tres cepas tuvieron diferencia en el perfil de resistencia a antibiéticos unicamente con
dos de los aminoglicésidos (Tabla 28), como fueron a Gentamicina y Tobramicina,
siendo la misma cepa susceptible a Gentamicina fue también susceptible a
Tobramicina.

Tabla 28. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
37.

TIPODE | NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA |
ANTIBIOTICO 37 RESISTENTES
Aminopenicilina Ampicilina 3/3
| Cefalosporina de .
28 Generacion Cefuroxime 3/3
Cefalosporina de Cefotaxime 0/3
32 Generaciéon Ceftazidime 0/3
" Cefalosporina de .
| 4° Generacién Cefepime 053
Carbapenem Imipenem 0/3
[ Monobactam Aztreonam 0/3
B-Lactamico + Tricarcilina -
Inhibidor de B- | 446 Clavutanico 313
Lactamasas -
Estreplomicina 3/3
. - Gentamicina 213
Aminoglicosido = - micina 213
L Amikacina 0/3
Tetraciclina Tetraciclina 3/3
Inhibidor de Trimetoprim — 33
Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino 3/3
: | Gatifloxacino 3/3
F
luoroguinolona e fioxacin 33
Ofloxacino 3/3
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5.6.70. CLONA 53:

Fueron 2 las cepas que se encontraron pertenecian a esta clona, ambas aisladas en
marzo de 2004 con solo un dia de diferencia entre ¢l aislamiento de una y otra. La
primera fue aislada en el servicio de Nefrologla del HCG de una secreciéon obienida de
un paciente. No se determino si ésta infeccion fue de origen nosocomial o comunitaria
De la orina de una paciente del servicio de Uroginecologia fue aislada la segunda cepa
perteneciente a este clona. La infeccién fue adquirida dentro del HCG.

Las cepas agrupadas en esta clona tuvieron 10 pidsmidos de diferente tamano, aunque
solamente compartieron los dos plasmidos de mayor tamano. Las diferencias
encontradas en el patrén de susceptibilidad a antibiéticos fue minima (Tabla 29). La
cepa que resulto resistente a la Cefalosporina de 22 Generacidn probada fue sensible a
Gentamicina,

Tabla 29. Resistencia de las cepas que se encuentran agrupadas dentro de la Clona
53.

TIPO DE NOMBRE NUMERO DE CEPAS DE LA CLONA
ANTIBIOTICO 53 RESISTENTES
Aminopenicitina Ampicilina 2/2
Cefalosporina de :
28 Generacién Cefuroxime 112
Cetalosporina de Cefotaxime 02
3% Generacidon Ceftazidime 0/2
Cefalosporina de .
4% Generacién Cefepime 0/2
Carbapenem Imipenem 0/2
Monobactam Aztreonam 0/2
B-Lactamico + Tricarcilina -
Inhibidor de B~ | 440 Clavulanico 212
Lactamasas
Estreptomicina 2/2
. e Gentamicina 1/2
A I — -
minoglicosido - b amicina 202
Amikacina 0/2
Tetraciclina Tetraciclina 2/2
Inhibidor de Trimetoprim — 22
Folato Sulfametoxazol
Ciprofloxacino 2/2
. Gatifloxacino 2/2
F
uoroguinolona Levofloxacino 2/2
Ofloxacino 212
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6. ANALISIS DE RESULTADOS:

6.1. RESISTENCIA A LAS CUATRO FLUOROQUINOLONAS PROBADAS:

Algo importante que se observo en este estudio es el hecho de que 104 de las
cepas incluidas en el estudio que fueron resistentes a ciprofloxacino fueron
también resistentes o con valores intermedios a otras fluoroquinolonas
levofloxacino, ofloxacino y gatifloxacino. Solamente una cepa CIP® mostro ser
sensible a una fluoroquinolona de 3% generacién, como fue gatifloxacino pero
esta misma cepa se colocé como intermedio con las otras dos fluoroquinolonas
empleadas. Esto da una idea de los posibles mecanismos de resistencia, a
este grupo de antibibticos, con los cuales cuentan las cepas de este estudio. Al
tener diferente afinidad cada una de dichas fluoroquinolonas por los blancos de
eéstos antibidticos (33, 41, 61), se cree menos probable que éstas cepas tengan
una mutacion en la Girasa A (91, 101) y mas bien estén involucradas
mutaciones en ciertos genes reguladores de la expresion de bombas de flujo
(52), las propias bombas de flujo (58, 59, 74) o bien algunas porinas (33, 91),
sin embargo, esto es algo que debe elucidarse con estudios posteriores.

6.2. Escherichia coli MULTI RESISTENTE A ANTIBIOTICOS (MAR o MDR):

La resistencia a varios agentes antimicrobianos no relacionados
estructuralmente, como son las tetraciclinas, aminoglicdsidos, cefalosponnas,
fluoroquinolonas y monobactamicos es un fenotipo caracteristico de los
microorganismos denominados multi resistentes a antibiéticos (2, 27, 37, 68,
75,76, 79, 81). La deteccién de esta caracteristica en las cepas analizadas es
algo que resulta de gran importancia debido al serio problema que esto implica
en el tratamiento de infecciones bacterianas (100).

El observar este fenotipo apoyaria la hipétesis que se plantea al hacer
responsable a la sobreexpresion de las bombas de flujo, como es AcrAB, de la
resistencia a las fluoroquinolonas, ya que se sabe que dicha bomba juega un
papel importante en la multi resistencia a antibiéticos por mutaciones en
reguladores de este grupo de genes (27, 37, 58, 64, 68, 69, 89, 100), sin
embargo, esto debe comprobarse posteriormente.

6.3. TECNICAS DE DIFERENCIACION CLONAL:

Al realizar la diferenciacion clonal de las cepas de Escherichia coli CIP® por
PFGE se tuvieron problemas con 19 de dichas cepas, ya que en los geles
aparecia Unicamente un barrido, posiblemente debido a las endonucleasas
presentes en éstas, que digerian el ADN de la bacteria durante el mismo
procedimiento para la realizacion de ésta técnica, sin permitir entonces
observar los cortes realizados posteriormente por la enzima Xbal. A pesar de
que la técnica de electroforesis por campos pulsados es considerada como
estandar de oro (8, 16, 23, 42, 60, 84, 98), también debemos considerar que es
una técnica que se lleva mucho tiempo y que debido a su complejidad, solo
puede manejarse un bajo numero de muestras cada vez que éste se lleva a
cabo; ademas de que se necesita equipo especializado para los corrimientos
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de los geles y por lo tanto es complicado que se lleve a cabo en cualquier
laboratorio siendo, por la misma razén, un procedimiento caro. Por estas
razones, fue necesario buscar otra alternativa para establecer la huella digital
genomica de estas cepas. Asi mismo en la actualidad en epidemiologia
molecular el analisis de genotipificacion debe realizarse con al menos dos
técnicas diferentes.

El método empleado (RAPD) es considerado como una buena opcidn, por
contar con el equipo necesario para realizar esta técnica en el laboratorio de
Infectologia y Microbiologia Clinica de la unidad de Medicina Experimental en
el que se realizd el estudio, porque la inversion de tiempo necesaria para llevar
a cabo dicha técnica es mucho menor que el necesario para la elaboracion de
la técnica de PFGE y la cantidad de muestras que es posible manejar es
también mucho mayor que las de |a electroforesis por campos pulsados, por lo
cual, la técnica de RAPD resulta ser mucho mas econémica que la de PFGE;
sin embargo, segun los resultados obtenidos de las tres diferentes condiciones
estandanzadas para este trabajo, una sola técnica de RAPD no es suficiente
para obtener un buen poder de discriminacién. Mediante la aplicacion de las
tres condiciones de RAPD fue posible realizar una diferenciacion clonal similar
a la obtenida por campos pulsados. Como se ha descrito en la literatura esta
técnica puede ser de utilidad pero es menos sensible y sobre todo especifica
de PFGE.

La técnica de electroforesis en gel por campos pulsados parece tener una
desventaja al no permitir el analisis de algunas cepas debido a la degradacion
repetitiva del ADN bacteriano. Estos problemas no son mencionados en Ia
bibliografia, que dice que la técnica de PFGE tiene la propiedad de tipificar a
todas las cepas al igual que RAPD (86, 87). En nuestro estudio Ia técnica de
electroforesis por campos pulsados tuvo un poder de tipificacion menor al
obtenido por RAPD ya que con este ultimo todas las cepas pudieron ser
tipificadas, sin embargo fue evidente que en las cepas que si fueron tipificadas
por PFGE la reproducibilidad de los resuitados es mayor que con RAPD. Este
problema se ha reportado previamente en la literatura (23, 86). Por este
motivo, fue necesario introducir un control de reproducibilidad y un control
negativo cada vez que se realizé una corrida. En este caso, no se observaron
este tipo de problemas, pero una sola condicién de trabajo con esta técnica no
es suficiente para poder realizar una buena diferenciacion clonal. Debido a
esto y lo previamente reportado por Kostyal et. al., McLellan et. al., Struelens
et al, Tenover et al y Yu et al, (42, 60, 84, 87, 98) la técnica de
electroforesis por campos pulsados sigue siendo la mejor tecnica de
diferenciacién genética de cepas de Escherichia coli.

6.4. PREVALENCIA CLONAL:
La determinacién de 59 diferentes clonas nos permite definir que el incremento
de cepas de Escherichia coli resistentes a FQ's no se debe a diseminacion

clonal cruzada sino parece ser un problema de infecciones endégenas.

Las 59 clonas identificadas no parecen estar relacionadas especificamente con
el tipo de muestra, ya que en un mismo tipo de muestra (como puede ser orina)

84



ANALISIS DE RESULTADOS

se aislaron cepas pertenecientes a diferentes clonas. Solamente en el caso de
las muestras de Ulcera sacra se tiene la misma clona 2, pero esta clona se
pudo observar en otras muestras como secrecién de herida, liquido pleural,
biliar, ascitico, peritoneal, sangre, secrecion de herida, otro tipo de secreciones
y orina. Por lo que podemos decir que esta clona no infecta sitios especificos

en el organismo.

Al encontrarse cepas de la misma clona en diferentes servicios, causando
infecciones nosocomiales exclusivamente, como se observa de manera
importante en fa clona 10, indica el paso de esta clona de un servicio a otro por
diseminacion cruzada, sin embargo la presencia de este fenomeno es muy
bajo.

En el caso de la clona 2, que también se encuentra ampliamente distribuida en
varos servicios hospitalarios, debido a su identificacion como causante de
infecciones tanto nosocomiales como comunitarias, se puede decir que la
persistencia de la misma dentro del HCG no es debida a diseminacién cruzada,
sino a que esta ampliamente distribuida en la comunidad. Esta caracteristica la
hace sumamente importante ya que si dicha clona forma parte de la flora
normal en las personas que habitan en Guadalajara, el uso de
fluoroquinolonas, tetraciclinas, algunos aminoglicdésidos, monobactamicos y
cefalosporinas de 2 y 32 generacion como tratamiento contra infecciones
causadas por esta clona u otros microorganismos, podria estar seleccionandola
y posiblemente favoreciendo su diseminacion en la comunidad y la probabilidad
de que sea la causante de nuevas infecciones, haciendo cada vez mas
complicado el tratamiento de las mismas.

85



CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

1.

La prevalencia de las Escherichia coli CIPR seleccionadas para este
estudio provienen en su mayoria de infecciones en vias urinarias y de
origen nosocomial.

Existe resistencia cruzada de 104 E.coli CIPR analizadas a otras tres FQ's
incluyendo aquellas conocidas como més estables.

La cepa que fue descrita como sensible a gatifloxacino fue catalogada
como intermedio para las otras dos fluoroguinolonas empleadas.

Las cepas analizadas presentan gran resistencia a ofros grupos de
antibiéticos, entre los que destacan las cefalosporinas, tetraciclinas y los
aminoglucésidos, por lo que caen dentro del grupo de microorganismos
MDR. :

Todas las cepas CIP® fueron sensibles al Carbapenem probado.

Existié una buena correlaciéon para definiciéon de clonas entre la técnica de
PFGE y RAPD.

La técnica de PFGE mostré tener mayor poder de discriminacion que la
Amplificacion Aleatoria de ADN.

La capacidad de tipificacion de la técnica dé RAPD resulté ser mayor que
para la electroforesis en gel por campos pulsados.

La determinacién de 59 diferentes clonas nos permite definir que el
incremento de Escherichia coli resistentes a FQ's no se debe a
diseminacion clonal cruzada sino parece ser un problema de infecciones
endbdgenas.

10. La clona 2 parece estar presente ampliamente en la comunidad.

11.El andlisis de plasmidos de algunas de estas clonas demuestra de 1 a 19

diferentes plasmidos y todas ellas comparten uno de aproximadamente
54Kb. '

12.5e muestra claramente que el problema de resistencia a este grupo de

antibioticos ya no es exclusivo de los hospitales, sino también de la
comunidad, en la cual va aumentando cada vez mas la cantidad de cepas
resistentes.
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Soluciones y Reactivos

CALDO LB:

Para cada litro de agua tridestilada se agregaron:

10g de Cloruro de Sodio de Sigma
10g de Bacto Triptona de Difco
5g de Extracto de Levadura de Difco

Una vez disueltos los componentes de este medio, se esterilizaron por
autoclave.

Soluciones Empleadas Para la Técnica de Electroforesis por Campos Pulsados
BUFFER PIV:
Tns 1M, Cloruro de Sodio 1M, pH 7.6

Para 20 mL de este buffer, se pesaron 2.4228 g de Tris de Invitrogen Life
Technologies y 1.1688 g de Cloruro de Sodio de Sigma. Ambos componentes
se colocaron en un tubo de plastico de tapa de rosca y se agregaron 18 mL de
agua desionizada. Una vez que se disolvieron los componentes, se ajusto el pH
a 7.6 con acido clorhidrico concentrado, usando un equipo medidor de pH,
corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de OAKTON. Se completéd el
volumen a 20 mL con agua desionizada.

BUFFER TE 1x
Tris 5§ mM, Na;EDTA 5 mM, Fenilmetilsulfonilfluorido 1mM, pH 7.5

Para cada litro de TE 1X, se pesaron 0.6057 g de Tris de Invitrogen Life
Technologies, 1.8610 g de NaEDTA de Sigma y 01742 g de
Fenilmetilsulfoniifluorido de Sigma. Se colocaron estos componentes en un
matraz de 1 L y se agreg6é 800 mL de agua tridestilada. Con Ja ayuda de un
agitador magnético con placa de calentamiento (Hot plate Stirrer, de LAB
TECH), se disolvieron éstos componentes para después de dejar enfriar y
ajustar el pH a 7.5 con &cido clorhidrico concentrado, usando un equipo
medidor de pH, corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de OAKTON. La
solucion se colocd en un matraz volumétrico de 1 L y se llevo al aforo con agua
tridestilada y se guardo en un frasco de vidrio con tapén de rosca.

BUFFER TE 0.5x
Para cada litro de éste buffer, se tomaron 500 mL del buffer TE 1X previamente

preparado, se colocaron en un frasco de vidrio con tapon de rosca y se llevo a
1 L con 500 mL de agua tridestilada.
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AGAROSA DE BAJO PUNTQ DE FUSION PARA LA FORMACION DE LOS
BLOQUES

Para 50 mL de esta agarosa, se pesaron 0.50 g de agarosa Sea Kem Gold y se
colocaron en un frasco de vidrio con tapon de rosca. Se adicionaron 47.0 mL
de Buffer TE 1X y se mezclo gentimente para dispersar la agarosa. Se
introdujo en el horno de microondas agitando gentiimente después de cada 10
s., hasta disolver la agarosa completamente. El frasco se colocod en un bafno
maria a 50°C por 5 min y se adicionaron 2.5 mL de una solucién de Dodecil
Sulfato de Sodio de Sigma (SDS) al 20%, se mezcl6 y coloco la tapa al frasco
para guardarlo para su uso. Cada vez que se usaba debia ser fundida
nuevamente la agarosa mediante la ayuda del horno de microondas.

BUFFER DE LISIS:

Tris 1M, Cloruro de Sodio 1M, Na,EDTA 100Mm, Brij 58 al 0.5%, Acido
Desoxicdlico al 0.2%, Lauril Sulfato de Sodio al 0.5% y Ribonucleasa A a 50
ug/mL pH 7.6

Para 20 mL de este buffer, se pesaron 2.4228 g de Tris de invitrogen Life
Technologies y 1.1688 g de Cloruro de Sodio de Sigma, 0.7444 g de Na;EDTA
de Sigma, 0.1g de Brij 58 de Sigma, 0.04 g de Acido Desoxicdlico de Sigma,
0.1 g de Lauril Sulfato de Sodio, de Sigma y 0.001g de Ribonucleasa A de
Sigma. El Tris, Cloruro de Sodio y el EDTA se colocaron en un tubo de plastico
de tapa de rosca y se disolvieron en 18 mL de agua desionizada.
Posteriormente se agregaron los detergentes y agitando suavemente se
disolvieron. El pH se ajusté a 7.6 con &cido clorhidrico concentrado, usando un
equipo medidor de pH, corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de OAKTON.
Se completé el volumen a 20 mL con agua desionizada y se agregd la
Ribonucleasa A, agitando suavemente hasta disolver completamente.

BUFFER ESP:

Na>EDTA 0.4M, Lauril Sulfato de Sodio al 0.1%, Proteinasa K 0.5 mg/mL, pH 9
-95

Para 20 mL de este buffer, se pesaron 2.9776 g de Na,EDTA de Sigma, 0.02g
de Launl sulfato de sodio de Sigma y 0.01 g de Proteinasa K de Roche. A 17
mL de agua desionizada colocados en un tubo de plastico con rosca, se le
afnadieron alrededor de 2 hojuelas de Hidroxido de Sodio. Una vez disuelto
éste, se agregd el EDTA y se agitdé hasta disolver completamente. El Lauril
Sulfato de Sodio se afiadid y con movimientos suaves se agitoé para disolverlo.
El pH se ajust6 a de 9 — 9.5 con pedazos de hojuelas de Hidréxido de Sodio,
usando un equipo medidor de pH, corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de
OAKTON. Se complet6 el volumen a 20 mL con agua desionizada y se agrego
la Proteinasa K, agitando suavemente hasta disolver completamente.
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BUFFER TBE 10x fpara PFGE, RAPD y Plasmidos)

Tris 0.89M, Na,EDTA 0.25M, Acido Borico 0.89M, pH 8.3

Para cada litro de Buffer TBE 10X, se pesaron 108.0 g de Tris de Invitrogen
Life Technologies, 9.3 g de Na;EDTA y 55.0 g de Acido Bérico de Sigma. Se
disolvieron en 750 mL de agua tridestilada en un matraz mediante la ayuda de
un agitador magnético con placa de calentamiento (Hot plate Stirrer, de LAB
TECH). Después de dejar enfriar se corroboré que el pH fuera de 8.3, usando
un equipo medidor de pH, corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de
OAKTON. La solucién se pas6 a un matraz volumétrico de 1 L para lievarla al
aforo con agua tridestilada. Esta uitima se coloco en un frasco de vidrio con
tapén de rosca para someterlo a esterilizacion por autoclave.

BUFFER TBE 1X
Para cada litro de éste buffer, se tomaron 100 mL del buffer TBE 10X

previamente preparado, se colocaron en un frasco de vidrio con tapén de rosca
y sellevd a 1 L con 900 mL de agua tridestilada.

BUFFER TBE 0.5X

Para cada litro de éste buffer, se tomaron 50 mbL del buffer TBE 10X
previamente preparado, se colocaron en un frasco de vidrio con tapon de rosca
y sellevo a 1 L con 950 mL de agua tridestilada. ’

SOLUCION | PARA EXTRACCION DE PLASMIDOS

Para 10 mL de ésta soluciéon, se agregaron 1mL de glucosa de Sigma 0.5M,
1mL de EDTA de Sigma 0.1M y 2.5 mL de Tris de Invitrogen Life Technologies
0.1M pH 8.0, llevando al aforo con agua destilada.

SOLUCION 1l PARA EXTRACCION DE PLASMIDOS

Cada 10 mL de sotucién Il, contenian 2mL de NaCOH de Sigma 1N preparada
en plastico y 1mL de SDS de Sigma al 10%. Se llevd ai aforo con agua
destilada.

SOLUCION 11l PARA EXTRACCION DE PLASMIDOS

Para preparar 50 mL de ésta solucion, se pesaron 82.03 g de Acetato de sodio
de Sigma, para tener una concentracién final 3.0 M y se llevd a pH 4.8 usando
acido clorhidrico concentrado. El pH se midié usando un equipo medidor de pH,
corriente y temperatura (pH/mV/°C meter) de OAKTON.

BROMURO DE ETIDIO PARA TINCION DE GELES

Para cada litro de ésta solucién, se agregaron 5 gotas de la solucion de
Bromuro de Etidio de BIO-RAD de una concentracion de 10 mg/mL.
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RNasa 200 ug/ml PARA EXTRACCION DE PLASMIDOS

Se pesaron 50 mg de Ribonucleasa A de Sigma y se disolvieron en 5 mL de
una solucién de Tris de Invitrogen Life Technologies 10 mM pH 7.5 y NaCl de
Sigma 15 mM. Se sometieron a 98°C en un Thermomixer de EPPENDORF por
15 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. La solucién obtenida tiene
una concentracién final de 10 mg/mL de RNasa A. De ésta, se tomaron 0.5 mL
para colocarios en 24.5 mL de agua destilada y tener asi una concentracion
final de 200 pg/mL. La solucién final fue colocada en tubos Eppendorf de 1.5
mL y almacenada a -20°C en un refrigerador Nieto Modelo CVC15 hasta su
uso.

BUFFER DE CORRIMIENTO 10X (para RAPD y Pldsmidos)

Cada 10 mL de éste buffer contienen 25 mg de Azul de Bromofenol de Sigma,
25 mg de Cianol Xyleno FF de Sigma y 2.0 g de Glicerol. Se llevé al aforo con
agua destilada. El volumen de buffer empleado para correr cada muestra fue el
necesario para lograr una concentraciéon 1X final del mismo.
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Datos Generales de las 105 Cepas Analizadas:

FECHA DE
UME RNEOF NOMBRE DE EDAD DE ORIGEN DE AISLAMIENTO SERVICIO TIPO DE |
. N | ION
GUAD PACIENTE PACIENTE |LA MUESTRA (dd-mm-afio) HOSPITALARIO |INFECCIOI |
029-02 |12490N | Marco Rangel Cruz 15 afos ' Urocultivo 08/10/2001 Infecto Pediatria | Nosocomial
T T
030-02 | 13149N Alberéoam;;cado | 55 afos Liquido ascitico 22/02/2002 Gastroenterologia | Nosocomial | &
[ Sergio Diaz - Secrecion de | .
.031-02 13158N Plascencia 2 afios oido 25/02/2002 ucip Nosocomial
03202 |14134n | Francisco Antonio 1 afo Urocuttivo 01/06/2002 Infecto Pediatria | Nosocomial
| Robles Camarena
03302 | 14144N Martin iménez 26 afos Urocultivo 03/06/2002 Consulta E?aerna Nosocomial
| Torres Urologia .
034-02 | 14173N Guadal\\lstaMacias 23 aflos Ulcera Sacra 29/05/2002 Neurocirugia Nosocomial
|
03502 |14177N Ofelia Zepeda 84 afios Urocultivo 02/06/2002 Infecto Adultos Comunitaria
L Castellanos S
036-02 | 14179N Marzgﬂzgilupe 42 aflos Urocultivo 10/06/2002 Infecto Aduttos Nosocomial
|
03702 |14205N | Candglania Celis 37 afios Sangre 07/06/2002 | Cirugla General | Nosocomial
| Baudelio Huerta Secrecion de , ;
038-02 | 14268N Flors 55 aflos herida de piema 17/06/2002 Nefrologia Nosocomial
‘ 039-02 | 14339N JoseﬁnzaarRact)gnguez 79 afos Sangre 02/07/2002 Gastroenterologia | Nosocomial
[ Teresa Manriquez f - Téraxy .
| 040-02 | 14389N Torres | 68 afos 1 Sangre 02/07/2002 Cargiovascular Nosocomial | é
0a1.02 |14415N | Marco g’;‘;;‘:; NuRezl 53 anos Urocultivo 2510712002 Infecto Adultos | Nosocomial | @
04:%02_1 14561N Alicia Ramirez 72 afios l Urocultivo 05/08/2002 Medicina Interna | Comunttaria
 Ei. Carmona {
045-02 | 14630N Jo;é Guadalupe 85 aflos Urocuttivo 27/08/2002 Cirugia General Nosocomial
. Ramirez Rodriguez | |
Petra Toscano Secrecion de o
|
047-02 |14911N Quezada 71 afos herida 06/10/2002 ucCl Comunitaria
Secrecion de
|
04802 | 15115N | Roberto Conzélez 35 anos herida 06/11/2002 Infecto Aduttos | Nosocomial
| l quirdrgica
[ Margarta Cabezas - Henda Térax y .
‘ 050-02 | 15319N Higareda 65 afos quinirgica 09/12/2002 Cardiovaseular Nosocomial
051-02 | 15320N Ale;a&c:;rf:l‘ljecﬁna 28 afos Sangre 03/12/2002 Gastroenterologia | Nosocomial
|
l 05202 |15322N | Maria Rios Ponce 65 afos Urocuttivo 16/12/2002 Cirugia General Nosocomial
Maria Guadalupe - Medicina
. 053-02 | 15483N Torres Herndndex 1 afio Urocultivo 29/0172003 Pedidtnoa Nosocomial
054-02 | 15484N Carcn;?erL:na 51 afos Drene bilis 27/01/2003 ucl Nosocomial
| -
055-02 | 15505N Paulg\:S‘Brl;rgos ‘ 5 meses Urocultivo 04/02/2003 Infecto Pediatria | Nosocomial
. . Secrecién de
056-02 | 15904N Edelmira Garcia 65 aflos herida en 14/02/2003 Cirugia General Nosocomial
Guzman
| _abdomen
Maria de fa Luz [ . o
057-02 | 15933N Vargas Ramirez 31 afios Liquido biliar 18/02/2003 ucl Comuntana | @
05802 | 16083N A”’e“zgse': Crnz 42 afios Cherida | - 04/03/2003 Neurocirugia | Nosocomial
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FECHA DE
UME RNE°F NOMBRE DE EDADDE | ORIGEN DE AIS%_?F\_:IIENTO SERVICIO TIPO DE
GUAD PACIENTE PACIENTE | LAMUESTRA | ot o) | HOSPITALARIO | INFECCION
s b e il
Gabnel Mateo = Secrecion de Toraxy
059-02 | 16042N e 38 afios hoven A musn | 03/03/2003 Cordonneruar | Comuntana
) 3 AureliodelaCruz | .. : Liquido R B v B
960'02 1EOMN Op et 4L28 ﬁos cefalorraquideo. el NEpcnes No_ gl 1
Tranquilino Nogal - Secrecién de .
061-02 | 16139N Escobedo 90 afos henda 24/03/2003 Urologia Nosocomial
062-02 | 16159N | JO79€ Luis Aguayo 1 afo Urocultivo 28/03/2003 Infecto Pedratria | Nosocomial
Hemandez |
063-02 | 16182N Martha Ceja 52 afcs Urocultivo 14/04/2003 Infecto Aduttos | Nosocomial
Hernandez _
064-02 | 16185N | FéIiX A’}‘\giﬁ;a‘de’“ 35 aflos Urocultivo 21/04/2003 Undad HIV | Nosocomial | &
Secreciéon de . i 1
065-02 | 16192n | Jullo César Mercado 16 afcs henida aroa003 | CrugiaMedaina | e omial :
Nuiez . Legal j
quirirgica =
i eirla Salara Co Secrecibnde | . EE T
0e6:02 | 16196N | A"@ M:ﬂglgalaza' 53 affos herida 1| . 01/04/2003 Cirugfa:General | Nosocomial
i I e ] i ; - a quirurgica )
o Secrecion de
067-02 | 1620an| A3 M:g::éléz,ar 53 aftos herida 04/04/2003 Cirugla General | Nosocomial
i quirdrgica | |
068-02 | 16228N Arlu};t:)i:ghez 56 afos Urocultivo 09/0412003 Gastroenterologia | Nosocomial | & I
Secrecion de
g Guillermo Ortega _ . Ontopedta y
069-02 | 16231N | Guerra 48 anos amputacion 14/04/2003 Traumatologia - Nosocomal
transtibial
) Secrecion de ‘
070-02 | 16234N A”a.Ma!»]”aéa_‘aza’ 53 afios herida 14/04/2003 Cirugia General | Nosocomial
: s quirurgica
L Secrecion de
071-02 | 16269N | JOS¢ L(‘;zzAg“"a’ 49 aios herida 2710412003 Cirugia General | Nosocomial :
quirurgica |
. Jorge Enngue Arreola = Secrecion de f |
074-02 | 16474N Estrada 41 afios gliteo 23/06/2003 Dermatologia Nosocomial |
076-02 | 16497N AurelﬁaS:rr?:rena 43 afios Catéter central 30/06/2003 Neurologia Nosocomial |
078-02 | 16618N “éi’:e’fe“’a’fga" 89 afos Urocuttivo 05/08/2003 Infecto Aduftos | Nosocamial
079-02 | 16621 |  Fedro Cisnero 32 afios Secrecién de 07/08/2003 Unidad HIV | Nosocomial
Briones ticera sacra
081-02 | 16641N | Albino Pérez Saldafia | 42 aos Secrecion 14/07/2003 C"ug'Lae';";d'c'“a Nosocomial
| 082-02 | 16671N Ma%‘ﬁ:&"gk“’z"ez 59 afcs Urocuttivo 30/07/2003 Uroginecologia | Nosocomial
. . Secrecion de
083-02 | 16744N F’a"‘;c';sg;gmez 72 afios herida 23/08/2003 ucl Nosocomnial
L quirdrgica
084-02 | 16745N Ja"‘i;e':f";‘”ez 26 afios Liquido pleural |  22/08/2003 uct Nosocomial
085-02 | 16754N| mﬁﬁ;‘gggg‘;‘uu 77 aios Urocultivo 23/08/2003 Hematologia | Nosocomial
086-02 | 16976N Pe%’grii:‘;hez 19 afos Liquido pteural |  04/10/2003 ucl Nosocomial | @
: - A
087-02 [ 17077N Mlcaelseilizzamllla 62 ailos Urocultivo 29/09/2003 Gastroenterologia | Nosocomial
|
088-02 | 17079N A“"g:“n“":s"my 52 afios Urocultivo 09/09/2003 Uroginecologia | Comunitaria |
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oMe | nee NOMBRE DE EDADDE  [ORIGENDE LA| , FECHADE SERVICIO TIPO DE
. PACIENTE PACIENTE MUESTRA - HOSPITALARIO | INFECCION
GUAD ) (dd-mm-afio}
089-02 | 17080N | Lucia Caballero Salto 58 afos Urocuttivo 30/09/2003 Gastroenterologia | Comunitaria
. - Liquido Consulta Externa g s
137-02 | 17366N | Juan Manuel Navarro 26 afos Peritoneal 14/01/2004 HIV Comunitaria
138-02 [ 17367N | Tomas Topete Pefa 42 afics Pl;gﬂlr?:al 13/01/2004 Gastroenterologia | Comunitaria
139-02 | 17382N | Gabrel Torres Torres 63 afios Secrec.ién de 21/01/2004 Cirugia Medicina Nosocomial
herida Legal
Ana Maria Salazar - . Cirugia General G 3
140-02 | 17406N Alcala 53 afes Urocuttivo 06/01/2004 Cons. Ext. Comunitaria
141-02 | 17407n |  Glofa Espnoza 42 afics Urocuttivo 06/01/2004 | Consulta Externa | Comunitaria
14202 [ 17414N| T8 egfo'z-::‘l”e‘a 38 afios Urocultivo 08/01/2004 | Consulta Extena | Comunitaria
143-02 | 17415N Victor ﬂ:ggoMedina 19 afos Urocuitivo 08/01/2004 Consulta Externa | Comunitaria
Irene Clemente - . Hemato Cons. o
145-02 | 17441N Margarita 28 afos Urocultivo 26/01/2004 Ext. Comunitaria
146-02 [ 17445N | Francisco Gonzalez 42 affios Urocultivo 29/01/2004 Uro. Cons. Ext. Comunitaria
2 Maria del Refugio Secrecién de P
147-02 [ 17479N Zamudio Torres 80 afios pierna 02/02/2004 Consulta Externa | Comunitaria
148-02 | 17505N | Hortensia del Rosario | 32 afios Urocultivo o701/2004 | GG CENErE | 6 omunitaria
149-02 [ 17508N | Maria Campos Pérez 75 afios Urocultivo 14/01/2004 Ginecologia Nosocomial
15002 17508N | OWe Ochoadela 30 afos Urocuttivo 15/01/2004 Uro. Cons Ext. | Gomunitaria
151-02 | 17509n |  Antonio Rojas 35 afos Semen 19/01/2004 Uro. Gons Ext. | Comuntana
Hernandez
152-02 | 17510N | Juana Pérez Torres \ 26 aihos Catéter 21/01/2004 Infecto Adultos Nosocomial
9 Socorro Delgadillo . Transplante C. —
153-02 | 17511N Saucedo 28 afes Urocultivo 22/01/2004 Ext. Comunttaria
- Maria Oolores Avila = . Toraxy S
154-02 | 17512N Chavez 53 afios Secrecion 22/01/2004 Cardiovascular Comunttaria
155-02 | 17513 | Reberto Andrade 76 afios Uracultivo 26/01/2004 | Consuita Externa | Nosocomial
156-02 | 17514N & ?::r: %‘;ifgrsa 45 afios Urocultivo 28/01/2004 Cons. Ext. Gastro | Comunitaria
Norma Hemandez = Secrecion . -
157~
57-02 | 17515N Hemandez 25 afos Vaginal 25/01/2004 Ginecologia Comunttaria
158-02 | 17516N J“;éﬁ‘;igc"’ 26 afos Urocuttivo 25/01/2004 Neurocirugia | Comunitaria
159-02 | 17517N | Ligia Navarro Bulgara 80 afos Urocultivo 02/02/2004 infecto Adultos Nosocomial
160-02 | 17518N Reyjfnz:girez 44 aios Urocultivo 08/02/2004 Infecto Adultos Nosocomial
20802 | 1756aN| José '(:Za\;sarruhnas 73 afios Urocultive 19/02/2004 Infecto Adultos | Comuntaria
Ma. De la Cruz - . L
299-02 | 17568N Ramirez Lopez 33 anos Urocultivo 19/02/2004 Infecto Adultos Comunitaria
300-02 | 1757IN | Jorge Avia Gdmez 50 aldos Expectoracion 27/02/2004 Unidad HIV Comunitaria
301-02 [ 17572 | 1elesforo Nunez 61 ahos Secreciénde | 54022004 Infecto Aduttos | Nosacomial
Reyes Herida
302-02 | 17585N | L. Pérez Plascencia Uracuttive 06/02/2004 Urologia N. D.
303-02 | 17588N Diego ér;;éu;ﬁalmdo 9 meses Urocuhtivo 09/02/2004 Infecto Pediatria | Comunitaria
304-02 | 17591N P.N. Serrano Urocultivo 11/02/2004 Ginecologla N.D.
305-02 | 17595N Pg’:;‘;r_'gz'a’a 63 afios Urocultivo 15/02/2004 | Gastroenterologia | Nosocomial
306-02 | 17598N Ma. Del Refuglo 58 anos Urocultive 09/02/2004 Ginecologia Comunitaria
Gonzalez
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uMe | REE NOMBRE DE EDADDE | ORIGEN DE AE%.E\WE%O SERVICIO | TIPO DE
i N IT
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (dd-mm-afo) HOSPITALARIC | INFECCION
- | i
Ana Maria Diaz . Toraxy ez
‘ 307-02 | 17600N Lépez 73 aftos Urocultivo | 16/02/2004 Cardiovascular Comuntaria | % |
f 308-02 | 17613N | Teresa Vaca Alcazar | 68 anos Urocultivo 23/02/2004 | Oncologia Comunitaria | }
Rosa Elvira Gonzalez - Secrecion [ . o
! 309-02 | 17635N Gutisrez 48 anos Abdominal 28/02/2004 UClH/Med. Legal Nosocomial ;,
. Gregorio Vazquez i Liquido [ . - !
310-02 | 17639N Rodriguez 63 afios Pertaneal 02/03/2004 Medicina Interna | Comunitaria ____'
Domitilo Rosales = - ; ; g
311-02 | 17642N Garcia 75 afos _ _Urt.)(?.l.llllvo 08/03/2004 On'cologla Nosocomial | & :
312-02 | 17683N | Omar Tellez BaAuelos 28 afios | Sec. Biopsia 22/04/2004 Infecto Adultos Comunitaria )
313-02| 17688N | Daniel Lopez Le6n 33 afos Pus 02/03/2004 ln'{ecto Aqmtos Comunitaria i
Guadalupe Madrigal - . . L
BS—O? 17701N Flores 58 anos Urocultivo 261032004 | Unidad HIV Comunitaria |
317-02 | 17705N | Alberto Arias Méndez 64 anos Expectoracion 11/04/2004 Infecto Aduttos Nosocomial |
Isabel Lucero Garci Secrecion d Cons. Ext .
318-02 | 17718N ;geecs’ arcia 18 afios Herilda ¢ Ortopedia y Comunftaria
4 27/02/2004 Trauma |
g Rosa M. Lépez . Cons. Ext. o ]
319-09 | 17725N Corona 30 aflos Urocultivo 02/03/2004 _Empleados Comunitaria
| Ma. Socorro . ..
320-02 | 17733N Delgadillo Saucedo 12 aftos Urocultivo 09/03/2004 ] Transplantes Comunitaria
_ Diana Luz Lépez T o o
’ ;_22 02| 17750N Arreola 52 aflos qul.l—dibllla! | 100312004 Trans;ﬂailes i _E,ﬂn_unnané. .
" Miguel Valenzuela . Cons. Ext. oo
323-02 | 17762N Lozano 80 afios Urocultivo 161032004 Urologia Comt{nnrana
1324-02 | 17777N | M. Renteria Véazquez Secrecion 22/03/2004 Nefrologia N.D. -
Ma. De la Luz - . . K .
: 325-02 | 17785N Ramirez Flores 62 afios Urocultivo 2370312004 Uroginecologia Nosocomial
326-02 | 17786N | Quirino Cruz Franco 46 afos Urocultivo 28/03/2004 Gastroenterologia | Comuniaria |
Ma. Elena Blanco - . . . . !
327-
: 02| 17787N Flores 53 afos Urocultivo 20/03/2004 Uroginecologia | Comunitaria |
Antonio Trujillo - - Ortopediay | .
328-02 | 17795N Dominguez 64 afios Secrecion 30/03/2004 Traumatologia Comunitaria ]
- Humberto Canales - . ; . G
329-02 | 17798N Siordin 63 afos Urocultivo 31/03/2004 Ginecologia Nosocomial
Gloria Grivel - o - ,
330-02 | 17799N Monclaga 48 afios Liquido biliar 02/04/2004 Transplantes Nosocomial

N. D.: No Determinada

@: Defuncion
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APENDICE Il

Susceptibilidad de las 105 Cepas Analizadas a los 18 Diferentes
Antibiéticos Probados:

| UME | AMP® AMK® | ATM? cAz 7 cPt [ ctx* | oxm? FEP® GAT
029-02] 6 (R)>46 | 21(S)3.7 |30 (S)<1.7| 25(S)27 | 7(R)>19 | 30(S)0.60 | 18()> 8.0 | 32(S)<0.59 | 11(R)4.9
030-02] 7(R)>46 | 20(S)51 | 18(N18 | 13(R)41 | S(R)>18 | 16(N19 |12(R)>80| 27(S)15 | 14(R)27
[031-02| 6 (R)>46 | 21(5)37 | 19()15 | 14(R)33 | 8(R)>19 | 16()19 | 11(R)>8.0| 28(5)1.2 | 12(R)40
[032:02] 7 (R)>46 | 12(R)61 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 10(R)84 | 7(R)>80 | 1518 | 7(R)>6.0
033-02| 7(R)>46 | 6(R)> 155 | 7(R)>58 | 11(R)64 | 6(R)>19 | 15()24 | B(R)>8.0 | 19(5)8.0 | 6(R)>60
034-02| 6(R)>46 | 19(S)6.9 | 19() 15 16 (1) 21 7(R>19 | 20()71 |14(R)>8.0] 28(S5)12 | 9(R)>6.0
035-02] 7(R)>46 | 22(S)2.7 | 22(S)80 | 12(R)5t | 7(R)1>19 | 17()15 | 11(R)>80| 28(S)1.2 | 6(R)>60
1036-02| 7 (R)>46 | 22(S)2.7 | 25(S)45 | 17()17 |12(R)>19] 16()18 |11(R)>80| 30(S)081 | 15()22
1037-02] 6(R)>46 | 21(S)37 | 15(R)32 | 7(R)>126 | 7(R)>19 | 11(R)66 | 7(R)>8.0 | 27(S)1.5 | 11(R)49
038-02] 6(R)>46 | 24(S)1.5 | 6(R)>58 | 6(R)>126 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 | 13(R)28 | 13(R)3.3 .
039-02] 7 (R)>46 | 22(S)27 | 22(S)80 | 14(R)33 | 6(R)>19 | 15()24 | 9(R)>8.0 | 27(S)1.5 | 12(R)4.0
040-02| 7(R)>46 | 16()18 | S(R)>58 | 13(R)41 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>80 | 12(R)34 | 7(R)>6.0 |
041-02] 6(R)>46 | 15()24 | 11(R)>58 | 13(R)41 | 7(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>80 | 15()18 | 6 (R)>60 ;
043-02| 7 (R)>46 | 22(8)2.7 | 15(R)26 | 14(R)33 | 7(R)>19 16(019 [11(R>80| 23(5)35 [ 11(R)4.9
045-02| 7 (R)>46 | 21(S)37 | 10(R)>58 | 11(R)64 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 7(R)>8.0 | 12(R)34 |10 (R)>6.0
047-02| 6 (R)>46 | 19(S)6.9 | 9()15 13(R)41 | 6(R)>18 | 18()12 |14(R)>80| 31(S5)0.66 | 7(R)>6.0
048-02] 7 (R)>46 | 24(S)1.5 | 24(S)54 | 15(D26 | 7(R)>19 | 15()24 |14(R)>80 | 33(S)<054 | 10(R)> 60
[050-02| 6(R)>46 | 20(S)5.1 | 1722 | 11(R)64 | 10(R)>19| 17(N15 | 9(R)>8.0 | 26(S)1.9 | 12(R)40 '
[051-02| 6(R)>46 | 16()18 | 17(N22 | 6(R)>126 | 6(R)>19 | 14(R)31_ | 7(R)>80 | 21(5)53 | 9(R)>6.0
|052-02] 6(R)>46 | 16()18 | 13(R)47 | 14(R)33 | 6(R)>19 | 14(R)31 | 11(R)>80| 24(S)28 | 6(R)»6.0
[053-02| 7 (R)>46 | 22(S)27 | 10(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | B6(R)>138 | 7(R)>80 | 25(5)23 | 12(R)4 0
054-02| 7 (R)>46 | 7(R)>155 | 6(R)>58 | 7(R)>126 | 7(R)>19 | 6(R)> 136 | 7(R)>8.0 | 11(R)42 | 6 (R)>6.0
055-02| 6(R)>46 | 19(S)6.9 | T0(R)>58 | 11(R)64 | 6(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>8.0 | 11(R)42 | 6(R}>60
056-02] 6 (R)>46 | 18(S)9.5 [ 11(R)>58 | 15()26 | 7(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 | 12(R)34 | 7(R)>60
[057-02] 6(R)>46 | 17(S)13 | 10(R)>58 | B6(R)>126 | 7(R)>19 | 6(R)>138 | 7(R)>80 | 13(R)28 | 6(R)>6.0
058-02| 7(R)>46 | 19(5)6.9 [ 7(R)>58 | 8(R)101 | 6(R)>18 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 | 10(R)52 | 7(R)>60
053-02 | 6 (R)>46 |[6(R)>155 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 11(R)66 | 7(R)>8.0 | 24(S)28 | 6(R)>6.0
|060-02 | 6 (R)>46 | 18(S)9.5 | 6(R)>58 | 9(R)101 | 7(R)>19 | 6(R)>138 | 7(R)>80 | 11(R)42 | 6(R)>6.0
061-02| B(R)>46 | 23(S)20 | 1915 | 9(R)101 | 6(R)>19 | 14(R)31 | B(R)>8.0 | 27(S)1.5 | 7(R)>60 .
062-02| 6(R)>46 | 19(S)6.9 | 11(R)>58 | 15()26 | 6(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>80 | 13(R)28 | 6(R)>6.0
063-02| 6(R)>46 | 22(S)2.7 | 21())98 | 12(R)S1 | 7(R)>19 | 19()81 |11 (R)>8.0| 29(S)1.0 | 10(R)> 6.0
064-02 | 7(R)>46 | 24(S)1.5 | 16()26 | 11(R)64 | 6(R)>19 | 17()15 | 11(R)»80| 29(S)1.0 | 7(R)>6.0
065-02| 7(R)>46 | 17(8)13 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 | 6(R)>79 | 7 (R)>6.0 '
066-02| 6(R)>46 | 14(R)33 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>8.0 | 15()18 | 6(R)>6.0
067-02| 7(R)>46 | 13(R)45 | S(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 9(R)108 | 7(R)>80 | 18(S)8.8 | 10(R)>6.0
068-02| 7(R)>46 | 16(1)18 [ 11(R)>58 | 15()26 | 6(R)>19 | 6(R)>138 | 7(R)>80 | 14(R)23 | 10(R)>6.0
069-02| 6(R)>46 | 18(S)9.5 [ 11(R)>58 | 14(R)33 | 7(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 | 11(R)42 | 7 (R)>6.0
070-02| 6(R)>46 | 15()24 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 7(R)>80 | 6(R)>79 | 6(R)>60
071-02| 6(R)>46 | 17(S)13 | 7(R)>58 | 7(R)>126 | 6(R)>19 | 21(5)55 |12(R)>80| 24(5)2.8 | 6(R)>6.0
074-02| 7(R)>46 | 19(S)6.9 | 13(R)47 | 12(R)51 | 7(R)>18 | 7(R)>138 | 7(R)>80 | 11(R)42 | 7(R)>6.0
076-02 | 6(R)>46 | 23(S)2.0 [ 19()15 | 6(R)>126 | 6(R)>19 | 11(R)66 | 6(R)>B8.0 | 28(S)1.2 | 7 (R)>6.0
078-02| 6(R)>46 | 15(h24 | 20(N12 | 12{R)51 | 6(R)>19 | 11(R)66 | 7(R)>80 | 25(S)23 | 6(R)>6.0 |
079-02 | 7(R)>46 | 18(S)9.5 | 9(R)>58 | 11(R)64 | 6(R)>18 | 7(R)>138 | 6(R)>80 | 9(R)64 | 6(Rp>60
081-02| 7(R)>46 | 16()18 | 6(R)>58 | 12(R)51 | 7(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>80 | 10(R)52 | 6(R)>6.0
082-02| 7 (R)>46 | 18(S)95 | 9(R)>58 | 10(R)80 | 7(R1>13 | 7(R)>138 | 6(R)>6.0 | 12(R)34 | 7(R)>60 |
083-02| 6(R)>46 | 17(S)13 | 7(R)>58 | 14(R)33 | 6(R)>19 | 7(R)>138 | 7(R)>80 | 13(R)28 | 7(R)>6.0

95



APENDICE Iif

UME AMP? AMK? ATM? CAZ> | CIP? cTX® CXM* FEP* GAT®
084-02| 7 (R)>46 | 15())24 | 8(R)>58 13(R)41 1 7(Ry>19 | 9(R)108 | 7(R)>8.0 | 12(R)34 | 6(R)>6.0 ;
085-02 | 6 (R)>46 | 18(S)9.5  15(R)32 | 12(R)51 7(R>19 | 27(S)1.3 [ 16()>80 | 24(8)28 | 7(R)>6.0 ;
086-02| 7 (R)>46 | 20(S)5.1 | 16115 12(R)S1 | 11(R)>19 | 19(1)91 |[14(R)>8.0| 29(S)1.0 15()2.2 ¢
087-02 | 7 (R)>46 | 22(S)2.7 | 29(S)2.0 | 25(S)2.7 | 6(R)>19 | 28(5)0.98 | 15()>80 [ 30(S)0.81 | 7(R)>6.0 !
088-02| 7 (R)>46 | 17(S)13 | 28(8)25 | 25(5)27 | 6(R)>19 | 27(S)1.3 | 16()>8.0 | 27(S)1.5 [ 7(Rp>6.0 |
089-02 | B(R)>46 | 18(S)8.5 [ 29(8)20 | 25(5)27 | 7(R)>19 | 29(5)0.77 | 19(N63 | 29(S)1.0 | 14(R)2.7 |
137-02 | 6 (R)>48 | 23(S)2.0 | 22(S)80 | 14(R)48 | 6 (R)>20 19(1) 10 7(R)>8.0 | 27(8)20 |6(Rp>60 .
138-02 [ 6 (R)>46 | 19(S)8.0 | 52(S)<2.0 | 28(S)20 | 6(R)>20 | 31(8)0.50 | 21 ()40 | 30(S)1.0 | 9(R)>60
139-02| 7 (R)>46 | 24(8)2.0 | 22(S8)80 16 (1) 24 7 (R)> 20 22()6.0 [ 17(1)>80 | 32(8)<1.0 [10(R)>6.0]
140-02| 7(R)>468 | 15(1)24 | 7(R)>64 | 6(R)>126 | 6(R)>20 11(R)96 | 6(R)>8.0 | 19(S)80 |10(R)>60!
141-02| 7 (R)>46 | 14 (R)48 | 24(S)6.0 16 (1) 24 7 (R)> 20 14(R)32 |12(R)>8.0| 35(8)<1.0 | 13(R)40 |
142-02 | 20(S)2.4 | 22(S)2.7 | 32(S)<1.7| 30(S)0.88 | 7(R)>19 | 32(S)0.37 | 24(S)2.0 | 33(5)<059 | 11(R)4.9 |
143-02| 9(Rp>46 | 22(S)2.7 | 9(R)>58 14(R)33 ! 8(R)>19 | 7(R)>138 | 6(R)>8.0 16 (1) 15 6(R)>6.0 °
145-02 [ 6 (R)>46 | 21(S)3.7 | 10(R)>58 | 14(R)33 | 6(R)>19 | 6(R)>138 | 6(R)>8.0 | 13(R)28 | B(R)>60 ;
146-02| 6(R)>46 | 20(S)5.1 [30(S)<1.7| 25(8)27 | B(R)>19 | 27(8)1.3 | 21(H40 | 29($)1.0 | B(R)>60 ,
147-02 | 15(1)7.5 | 20(S)5.1 | 32(S)< 1.7 | 32(8)<0.56 | 6(R)>19 | 30(S)0.60 | 21(1)4.0 | 31(S)0.66 | 8(R)>6.0 .
148-02 | 17(8)4.8 | 23(S)2.0 [30(S)<1.7| 29(S)1.1 | 7(R)>19 | 30(S)0.60 | 21 (4.0 | 31(5)0.66 | B(R)>6.0 ;
14902 6(R)>46 | 18(5)9.5 [30(S)<1.7| 26($)22 | B(R)>19 | 28(8§) 077 | 20()N50 | 27(S)1.5 [ 6(R)>6.0 !
150-02 | 6 (R)>46 | 20(S)5.1 | 29(8)2.0 | 28(S)1.4 12(R)14 | 30(S)0.60 | 21(1)40 | 30(5)0.81 | 15()2.2 |
151-02 | 18(S)3.8 [ 23(S)2.0 [34(S)<1.7] 30(S)0.88 | 6(R)>19 | 30(5)060 | 20(1)5.0 | 35(S)<059 | 6(R)>6.0 |
152-02 [ 17(S)4.8 | 23(8)20 [35(8)<17] 29(5)1.1 : 6(R)>19 | 31(5)0.47 | 20(1)50 | 34(S)<059 | 8(R)>6.0 |
153-02 | 15(1)7.5 | 20(S)5.1 | 2B(S)2.5 | 27(S)t.7 | 6(R)>19 | 29(S)0.77 | 19())6.3 | 30(S)0.81 | 6(R)>6.0 i
154-02| 6(R)>46 | 24(S)1.5 |31 (S)<1.7| 26(S)22 | 6(R)>19 | 31(5)0.47 | 18()>80 | 32(S)<0.5 | 8(R)>6.0 :
155-02| B (R)>46 | 22(S)2.7 | 32(S)<1.7| 27(S)1.7 | B(R)>19 | 31(S)047 | 21(1)4.0 | 32(S)<0.5 | 6(R)>60 .
156-02 | 6 (R)>46 | 21(S)3.7 [31(S)<1.7]| 28(S)1.4 | B(R)>19 [ 30(S)0.60 [ 20(1)5.0 | 32(8)<0.5 [ 13(R)3.3 |
157-02 | 6(R)>46 | 22(8)2.7 [30(S)<1.7] 26(8)22 [ 6(R)>19 | 30(S)060 | 20())50 | 30(5)0.81 | 6(R)>6.0 !
158-02 | B (R)>48 | 19(S)8.0 [ 28(5)4.0 [ 24(5)4.0 | 7(R)>20 | 24(S)4.0 | 9(R)>8.0 | 29(S)1.0 | 6(R)>6.0 -
159-02 | 15(1)8.0 | 20(S)8.0 [30(8)<2.0] 24(5)40 | 7(R>20 | 27(5)20 | 18()>80 | 28(S)2.0 | 7(R)>6.0 :
160-02 | 6 (R)>48 | 22(5)4.0 [30(S)<20] 27(S)2.0 | 6(R)>20 | 30(S)1.0 | 21 ()40 | 31(8)1.0 | 9(R)>6.0
208-02| 7 (R)>48 | 23(S)2.0 | 29(S)2.0 | 32(S)<1.0 | 6(R)>20 | 33(S)<050 | 22(5)2.0 | 34(S)<1.0 | 14(R)4.0
209-02 | 6(R)>48 | 25(S)2.0 | 22(5)8.0 | 22(5)6.0 | 6 (R)>20 22()60 |14(R)>8.0| 32(S)<1.0 | 6(R)>6.0
300-02| 6(R)>48 [26(S)<1.0| 15(R)32 | 6(R)>128 | 6 (R)>20 12(R)84 | 6(R)>8.0 | 24(5)40 | 6(R)>60 |
301-02| 6(R)>48 | 23(S)2.0 [32(S)<2.0] 29(5)2.0 | B(R)>20 | 33(S)<0.50 | 25(5)2.0 | 34 (S)<1.0 [ 15()4.0 |
302-02| 7 (R)>48 | 24(S)2.0 | 25(5)6.0 | 30(S)1.0 | 7(R)>20 | 28(S)1.0 19(1)80 | 32(S)<1.0 | 7(R)>6.0 |
303-02| 7 (R)>48 | 23(8)20 [30(S)<20| 30(S)1.0 | 7(R)>20 | 32(5)0.50 | 21()40 | 29(S)1.0 | 12(R)4.0 |
304-02| 7(R)>48 | 25(S)20 | 31(S)<2.0| 29(8)2.0 | 6(R)>20 | 32(S)0.50 | 22(1)40 | 32(S)<1.0 | 12(R)4.0 |
305-02| 7(R)>48 | 22(S)4.0 | 6(R>64 | 9(R)128 ! 6(R)>20 | 7(R)>256 | 7(R)>80 [ 13(R)32 [ 7(R)>6.0 '
306-02| 7(R)>48 | 19(S)80 | 6(R1>64 | 7(R)>128 | 6(R)>20 | 7(R)>256 | 6(R)>80 | 11(R)48 | 9(R)>6.0
307-02| 13(R)12 | 22(S)4.0 [ 28(S)4.0 | 26(S)4.0 | 6(R)>20 | 28(S)1.0 | 20()6.0 | 27(S)2.0 | 9(R)>6.0
308-02| B (R)>48 | 22(S)4.0 | 27(S)4.0 | 28(S)20 | 7(R)>20 | 28(S)10 | 19(1)80 | 29(S)1.0 | 8(R)>6.0 |
309-02 | 6(R)>48 | 24(S)2.0 | 29(S)2.0 | 26(S)4.0 | 7(R)>20 | 28(5)20 | 16(1)>80 | 23(8)4.0 15(1)4.0 ;
310-02 | B(R)>48 | 23(8)20 |33(S5)<20| 28(S)20 | 6(R)>20 | 31(S5)0.50 | 21()4.0 | 34(S)<1.0 | 8(R)>6.0 ;
311-02 | 20(S)4.0 | 24($)2.0 [32(S)<20| 28(S)20 ! 6(R)>20 | 32(S)0.50 | 18(1)80 | 32(S)<1.0 | 6 (R)>6.0 !
312-02 | 7 (R)>48 | 22(S)4.0 | 29(S)2.0 | 28(S)20 [ 6(R)>20 | 30(S)10 [ 18(1)>80 [ 27(S)20 [7(R>6.0!
313-02 | B(R)>48 | 19(S)8.0 | 29(S)2.0 | 27(S)2.0 : 6(R)>20 | 28(S)1.0 | 16(1)>8.0 | 23(S)4.0 | 12(R)4.0
318-02| 6(R)>48 | 24(S)2.0 | 28(S)4.0 | 28(8)2.0 [ 14(R)18 | 31(S)0530 | 27(S)1.0 | 37(S)<1.0 | 22(5)1.0
317-02 | 18(S)4.0 | 23(S)20 [31(S)<2.0| 30(S)1.0 | 6(R)>20 | 32(8)050 | 26(S)2.0 | 34(S)<1.0 | 12(R)4.0
318-02 | 6(R)>48 | 21(S)4.0 [32(S)<2.0| 30(S)1.0 | 6(R)>20 | 33(S)<0.50 | 21(1)4.0 | 30(8)1.0 | 12(R)4.0
318-09 | 6(R)>48 | 21(5)4.0 [30(S)<20| 26(S)4.0 | 6(R)>20 | 29(S)1.0 | 22(1)40 | 31(8)1.0 | 11(R)6.0
320-02( 6(R)>48 |27 (S)<1.0| 17 ()24 B(0)24 [ 9(R)>20 20()80 |11(R)>8.0| 24(5)4.0 | 14(R)4.0
322-02| B(R)>48 | 24(S)2.0 | 20(1) 12 1532 | 6(R)>20 19(y10 |11 (R)>8.0| 30(S)1.0 | 6(R)>6.0
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APENDICE Il

UME AMP? AMK? ATM? cAZz® cip? cTX® CXM? FEP? GAT?
323-02| 6(R)>48 | 25(S)2.0 | 19(1)16 19(S)12 | B(R)>20 | 24(S)40 | 16(1)>80 | 33(S)<1.0 | 6(R)>60
324-02| B(R)>4B | 23(S)20 | 31(5)<2.0  28(S)20 | 14(R)18 | 32(S)0.50 | 25(S)2.0 | 34(S)<1.0 | 14 (R)4.0
325-02 6(R)>48 | 20(S)6.0 | 35(S)<20] 31(S)1.0 | 6(R)>20 | 34(S)<050 | 22(1)4.0 | 29(S)1.0 |10(R)>60]
326-02| 6 (R)>48 | 23(S)20 | 33(5)<20| 28(S)20 | 6(R)>20 | 32(5)050 | 22())40 | 33(S)<10 | 6(R)>6.0 |
327-02| 6 (R)>48 | 24(5)20 | 32(3)<20| 31(S)10 | 10(R)14 | 34(S)<0.50 | 25(S)20 | 35(S)<1.0 | 13(R)4.0
328-02| 6(R)>48 | 27(S)<10 | 36(5)<20| 32(S)<1.0 | 6(R)>20 | 34(S)<0.50 | 23(S)4.0 | 37(S)<1.0 | 8(R)>6.0

'329-02| 6(R)>48 | 24(S)20 |30(S)<20| 32(5)<1.0 | 6(R)>20 | 32(S)050 | 25(S)2.0 | 33(S)<10 | 10(R)>6.0
[330-02] 6(Rp>48 | 22(S)4.0 | 19(h16 | 15()32 | 6(R)>20 19()10 | 12(R)>80| 28(3)2.0 | 6(R)>6.0 |

Halo de inhibicion en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en ug/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP' Cefepima, GAT:
Gatifloxacino

a: Datos obtenidos por método de difusiéon en placa de Sensidiscos.
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APENDICE il

UME | GEN’ [ IPW S OF X® STR? SXT* TET M To8* |
020-02 | 18(S)26 | 28(S)<D.56 | 10(R)10 | 6(R)>16 | 17(8)6.3 |6 (R)>230 | 6(R)>33 | 18(N32 | 11(R) 18
030-02)| 18(S)26 | 24(S)1.2 10(R)10 | 6(R)>16 | 15(S)t1 |27(S)<4.1| 6(R)>33 | 13(R)86 | 8(R)>42
031-02| 16(S)45 | 25(S)1.0 | 11(R)8.0 | 6(R)>16 | 15(S)t11 | 20(S)16 | 6(R)>33 | 13(R)86 | 7 (R)>42
032-02| 7 (R)> 41 21(5)2.1 10(R)10 | 6(R)>16 | B(R)>90 |B(R)>239 | 6(R)>33 | 13(R)86 | 20(8) 14
1033-02| 6 (R)> 41 25(8)1.0 | 8(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 [B6(R)>239 | 6(R)>33 [ 13(R)86 | 6(R)>42
034-02| 20(S)15 | 25(S)1.0 | 8(R)>16 | 6(R)>16 | 15(3)11 |B6(R)>2309 | 8(R)>33 | 21(5)18 | 15(S)5.8
035-02| 21(S)11 | 25(S)1.0 9(Ry12 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 20(S)22 |22(S)0.80
036-02| 20(S)1.5 [ 27(S)0.68 | 16(1)2.6 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 23(S)12 | 18(S) 1.9
037-02| 19(S)2.0 | 24(Syt.2 | 10(R)10 | 6(R)>16 | 6(R)>80 | 6(R)>239 | 6(R)>33 |6 (R)>232 | 19(S) 1.9
038-02 | 24 (S)0.50 | 27 (S)0.68 | 11 (R)80 | B(R)>16 | 6(R)>90 | 8(R)>239 | 6(R)>33 | 6(R)>232 | 22(S)0.80
039-02| 20(S)1.5 | 27(S)068 | 11(R)8.0 | 6(R)>16 | 6(R>90 [6(R)>239 | 6(R)>33 | 15(1)58 | 17(5)33
040-02| 7(R)>41 | 28(5)<056 | 6(R)>16 | 7(R)13 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R}>33 | 10(R) 156 | 6 (R)> 42
041-02| 6 (R)> 41 31 (S)<0.56 | 8(R)>16 | 6(R)>16 | B(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 [6(R)>232 | 6(R)>42
043-02| 20(S)1.5 | 23(S)1.5 | 8(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | B(R)>33 | 6(R)>232 | 19(5) 19
045-02] 10(R)24 | 31(S)<0.56 | 10(R)10 | 6(R)>16 | 6(R)>90 [ 10(RY152 | 8(R)>33 | 10(R) 156 | 10(R)24
047-02| 21(S)1.1 | 27(S)0.68 | 10(R)10 | B(R)> 16 | 11(R)37 | 6(R>239 | 6(R)>33 | 11(R)128 | 12(R) 14
[048-02] 6(R)>41 | 27(S)0.68 | 10(R)10 | 6(R)>16 | B(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 13(R)86 12(R) 14
050-02 | 19(S)2.0 | 24(S)1.2 14()41 | 6(R)>16 | 15(S)11 | 6(R)>238 | 6(R)>33 | 10(R) 156 | 12(R) 14
051-02| 6(R1>41 | 24(S)1.2 | 6(R)>16 | B(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | B(R)>232 | 10(R)24
052-02 | 12(Ry14 | 27(5)0.68 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 [ 6(R)>239 | 6(R)>33 [ 6(R)>232 | B(R)>42
053-02| 9 (R)31 23(S)15 | 11(R)BO | B8(RY10 | 6(R)>S0 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 10(R) 156 | 6 (R)> 42
054-02( 6(R)>41 | 28(S)<056 | B(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>S0 | 8(R)>239 | 6(R)>33 | 10(R) 156 | 6 (R)> 42
055-02| 13(1)10 | 30(S)<058 | B(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>80 |6(R)>239 | 6(R)>33 | 22(5) 14 | 15(5)5.8
056-02 | 6 (R)>41 | 28(S)<0.55 | B(R)> 16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 11(R)128 | 6(R)>42
057-02| 6(R)>41 | 27(8)068 | 6(R)>18 | 6(R)>16 | 10(R)50 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 11(R)128 | 6(R)>42
058-02| 6(R)>41 | 24(8)1.2 | 6(R>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>238 | 6(R)>33 | 10(R)156 | 6 (R)>42
| 059-02| 7 (R)> 41 24(8)1.2 | 6(R)>16 [ 6(R)>16 | 6(R)>90 [ 6(R)>239 | 6(R)>33 | 10(R) 156 | 6 (R)>42
060-02| 6(R)>41 | 23(S)1.5 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | B (R)>235 | 6(R)>33 | 10(R) 156 | 8 (R)>42
061-02 | 19(S)2.0 | 25(S)1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 14(R)71 | 18(5)25
062-02| 7(R)>41 | 27(5)0.68 | 6(R)>16 | B(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 14(R)71 | 6 (R)>42
083-02(22(S)0.87 | 26(5)083 | 9(R)12 | 6(R)>16 | 6(R)>80 |[B6(R)>239 | 6(R)>33 | 13(R)86 | 18(S)25
064-02| 22(S)0.87 | 26(S)083 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | B(R)>30 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 13(R)86 | 19(S) 1.9
085-02| 7(R)>41 | 27(S)068 | 6(R)>18 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 18(S)25 | 6(R)>33 | 13(R)86 | 6(R)>42
066-02| 6(R)>41 | 22 (S)1.8 6(R)>16 | B(R)>16 | 6(R)>90 | B6(R)>239 | 6(R)>33 | 11(R) 128 | 6(R)> 42
067-02| 6(R)>41 | 27(3)068 | 10(R)10 | 6(R)>16 | B(R)>90 | 6 (R)>239 | 6 (R)>33 | 12(R) 105 | 6 (R)> 42
068-02 | 8(R)>41 | 26(S)0.83 | 8(R)>16 | 6(R)>18 | 6(R)>90 [6(R)>239 | 6(R)>33 | 15(1)58 | 18(S)2.5
069-02 | 7(R)>41 | 27(S)0.68 | 6(R)>16 | 6(R)>18 | 6(R)>S8D [B(R)>239 | 6(R)>33 | 20($H)22 | 9(R)32
070-02| 18(3)2.6 | 23(8)15 | 6(R)>16 [ 6(R)>16 | 8(R)>30 |6(R>239 | 6(R)>33 | 11(R) 128 | 7 (R)>42
071-02| 19(S)2.0 | 28(8)<0.56 | 8(R)>16 | 6(R)>16 [ 10(R)50 [6(R)>239 | 6(R)>33 | 2(S)14 | 11(R)18
074-02| 6(R)>41 | 27(S)088 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 7(R)>90 [6(R)>239 | B(R)>33 | 14(R)71 | 6(R)>42
076-02| 8(R)31 | 29(S)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 7(R)>90 | 6(R)>239 | 6 (R)>33 | 18(1)32 | 18(S)25
078-02| 10(R)24 | 25(S)1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | B(R)>239 | B(R)>33 | 13(R)86 | 6(R)>42
079-02| 7 (R)>41 | 30(8)<0.56 | 6(R)>16 | 8(R)>16 | 10(R)50 |6 (R)>238 | 17(1)13 18(1)32 | 6(R)>42
081-02| 6 (R)>41 | 27(S)068 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 [ 15()58 | 6(R)>42
082-02| 7 (R)>41 | 27(S)088 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 15(S)11 | 25(S)5.1 | B(R)>33 | 18(1)32 | 6(R)>42
083-02| 6 (R)>41 | 29(S)<056 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | $1(R)37 [7(R)>239 | 6(R)>33 | 17 ()39 | 6(R)>42
084-02 | 6(R)>41 | 27(S)0.68 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 10(R)50 [B(R)>239 | 6(R)>33 | 12(R) 105 | 6 (R)> 42
085-02 [ 20(S)1.5 | 26(S)083 | 6(R)>18 | 6(R)>16 | 6(R)>90 [6(R)>239 | 6(R)>33 | 15())58 | 7 (R)>42
088-02| 21(S) 1.1 | 24(8)1.2 151033 | 6(R)>16 | 6(R)>90 |B6(R)>238 | B(R)>33 | 17(1)38 | 21(S)1.1
087-02 [ 18(S)26 | 27(5)068 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 15(S)11 | 21(5)13 | 18(S)7.7 [ 20(8)22 [ 20(S) 1.4 |
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APENDICE Il

"UME [ GEN? PM? Lvx® OFX® STR? SXT* TET® Tim? 708"
088-02| 14(1)7.9 | 26(S)083 | 6(R)>16 | B(R)> 16 | 10(R)50 | 18(S)25 | 6(R)>33 | 15()58 | 6 (R)> 42
088-02 | 7 (R)> 41 | 30(S)<0.56 | 10(R)10 | 6(R)> 16 | 6(R)>90 | 6 (R)> 239 | 6(R)>33 | 20(8)22 | 12(R) 14
137-02| 23(8) 1.0 | 28(S)<1.0 | 6(R)>16 | B(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 14(R)96 | 22(S)1.0
138:02| 18(S)4.0 | 31(S)<1.0 | 7(R)>16 | 6(R)> 16 | 11(R)48 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 13(R)96 | 11(R)20
139:02| 12(RY16 | 28(S)<1.0 | 7(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 18(1)32 | 11 (R)20
14002| B(R)>48 | 28(S)<!0 | 9(R)12 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 11(R)128 | 9(R)32
141-02| 6(R)>48 | 30(5)<1.0 | 8(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 16()48 | 6(R)> 48
14202 | 23(S)0.66 | 29(S)<058 | 7(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>90 | 6 (R)> 233 | 6(R)>33 | 27(S)5.4 | 21(S) 1.1

[143-02| 6(R)>41 | 35(5)<0.56 | 6(R)>18 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)> 239 | 6(R)>33 | 11(R)128 | 10(R)24
14502 | 14(1)7.9 | 32(S)<056 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 15()58 | 13() 10
148-02| 6(R)>41 | 25(S)1.0 | 8(R)>16 | B(R)> 16 | 6(R)>90 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 17()39 | 12(R) 14
147-02| 13(1)10 | 33(S)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>90 | 27 (S)<4.1| 27(S)1.1 | 26(8)6.6 | 11(R) 18
148-02 | 23(5) 0.66 | 32(S)<056 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>90 | 27 (S)<4.1| 6 (R)>33 | 26 (S)6.6 | 20(S) 14
149-02| 20(S) 1.5 | 30(S)<0.56 | 6(R)> 16 | 6(R)> 16 | 6(R)>90 | 6 (R)> 239 | 8(R)>33 | 10(R)156 | 11(R)18
150-02 | 22 (S) 0.87 | 30(S)<0.56 | 15(1)3.3 | 11(R)5.4 | 6(R)>90 | 6 (R)> 239 | 6(R)>33 | 16())48 | 29(S)1.9
151-02| 23(S) 0.66 | 32 (5)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 15(S) 11 | 29 (S)<4.1| 20(S)6.0 | 26(S)66 | 20(S) 1.4
152-02 | 15(3)6.0 | 35(5)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>80 | 28(S)<4.1| b (R)>33 | 28 (S)<4.4| 11(R) 18
153-02| 6 (R)>41 | 28(S)<0.56 | 6(R)> 16 | 6(R)> 16 | 7(R)>90 | 6 (R)> 239 | 6(R)>33 | 23(S)12 | 12(R) 14
154-02 | 24 (S)0.5 | 33(S)<056 | 6(R)>18 | B(R)> 16 | 9(R)67 | 6(R)>239 | 6(R)>33 | 14(R)71 | 21(S) 1.1
155-02| 6(R)>41 | 30(S)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 10(R)50 | 6(R)> 239 | 6(R)>33 | 15()58 | 13() 10
156-02| 6 (R)>41 | 31(5)<0.56 | S(R)12 | B(R)> 16 | 6(R)>90 | 6 (R)> 238 | 6(R)>33 | 18()32 | 11(R)18
157-02| 9(R)31 | 28(S)<0.56 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 12()28 |6(R)>239 | 6(R)>33 | 15(1)58 | 13(1)10
158-02 | 19(S)2.0 | 35(5)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 14(1)16 | 6 (R)>256 | 6(R)>48 | 15()64 | 22(S)10
159-02 | 16(S)6.0 | 32(S)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6 (R)>4B | 17(1)48 | 15(S)6.0
160-02 | 19(3)2.0 | 30(5)<1.0 | 8(R)> 16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 12(R) 128 | 22(S) 1.0
208-02] 22(S) 1.0 | 33(S)<1.0 | B(R)>16 | B(R)> 16 | 16(S)10 | 26(5)<6.0| 22(S)4.0 | 19()32 | 20(S)20
209-02| 6(R)>48 | 34(S)<1.0 | 6(R)> 16 | 6(R)> 16 | B(R)>96 | 6 (R)>256 | 6(R)>48 | 15(1)84 | 13() 10
300-02| 6(R)>48 | 27(S)1.0 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 6 (R)> 256 | 13 () 10
301-02] 7 (R)>48 | 32(3)<1.0 | 13(R)6.0 | 7(R)> 16 | 6 (R)> 96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 15(1)64 | 6 (R)>48
302-02| 7(R)>48 | 33(S)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6 (R)>48 | 18()32 | 7 (R)> 48
303-02 | 22(S) 1.0 | 33(S)<1.0 | 11(R)80 | 6(R)>16 | 18(S)6.0 | 6 (R)> 256 | 6 (R)>48 | 17 (1)4B | 12(R) 16
30402 14 ()80 | 32(S)<10 | 11(R)B.0 | 10(R)8.0 | B(R)>96 | 6 (R)> 256 | B(R)>48 | 14(R)96 | 6 (R)> 48

[305-02] 17(5)4.0 | 33(S)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 11 (R)128 | 12(R) 16
306-02| 6(R)>48 | 31(S)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 17(5)8.0 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 11 (R) 128 | 6 (R)> 46
307-02| 18(S)4.0 | 32(S)<1.0 | 7(R)>16 | 6(R)>16 | 16(S)10 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 22(S)16 | 6 (R)> 48
308-02| 22(S)1.0 | 31(S)<1.0 | B(R)>16 | B(R)> 16 | B(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 9 (R)256 | 22(5) 1.0
309-02] 19(S)2.0 | 31(S)<1.0 | 8(R)>16 | 6(R)> 16 | 7(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 9(R)256 | 15(5)6.0
310-02] 6(R)>48 | 30(S)<1.0 | 6(R)>16 | B(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 18()32 | 6(R)>48
311-02 | 25(S)05 | 30(S)<1.0 | 6(R)> 16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 27(S)6.0 | 20(S)20
312-02 | 7(R)>4B | 32(S)<10 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 20(S) 16 | 6(R)>48 | 15()64 | 15(S)6.0
313-02] 10(R)24 | 35(S5)<1.0 | 7(R)>16 | 6(R)> 16 | 6(R)> 96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 10 (R) 256 | 21(S)2.0
316-02] 23(S)1.0 | 31(S)<1.0 | (6()a0 | 15()4.0 | B(R)>96 | 6 (R)>256 | 7(R)>48 | 23(S)12 | 6 (R)>48
317-02| 23(S)1.0 | 32(S8)<10 | O(R)12 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6 (R)> 48 | 26 (5)8.0 | 21(3)2.0
318-02 [ 19(S)2.0 | 35(3)<1.0 | 7(R)> 16 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6 (R)> 48 | 12 (R) 128 | 10(R) 24
319-09] 24(S)05 | 33(S)<1.0 | 9(R)12 | 6(R)>16 | B(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 17()48 | 12(R) 16
320-02| 25(8)05 | 27(3)1.0 | 13(R)6.0 | 6(R)> 16 | 6(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6 (R)> 48 | 8 (R)> 256 | 22(S) 1.0
322-02| 22(5)1.0 | 29(S)1.0 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | B(R)>98 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 15()64 | 20(S) 2.0
323-02| 22(S)1.0 | 30(S)<1.0 | 6(R)>16 | 6(R)> 16 | B(R)>96 | 6 (R)> 256 | B(R)>48 | 15()64 | 22(S5) 1.0
32402 14()80 | 32(S)<10 | 12(R)8.0 | 7(R)> 16 | B(R)>96 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 16(1)48 | 10 (R)24
325-02] 22(S)1.0 | 35(S)<1.0 | 9(R)12 | 6(R)> 16 | 6(R)> 96 | 6 (R)> 256 | 6(R)> 48 | 18())32 | 10(R)24
326-02] 22(5)1.0 | 33(S)<10 | 6(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 22(S)10 | 6(R)>48 | 17()4B | 21(S)20
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UME | GEN? PM? Lvx® OF X* STR® SXT TET? TIM? ToB?
327-02]| B(R)>48 | 35(S)<1.0 | 11(R)8.0 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)>256 | 6(R)>48 | 22(S)16 | 14()8.0
328-02] 23(S)1.0 | 33(S)<1.0 | 11(R)8.0 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)>256 | 6(R)>48 | 22(5)16 | 23(S)1.0

[320-02] 10(R)24 | 30(S)<1.0 | 10(RY10 | 6(R)>16 | 16(S)10 | 6 (R)> 256 | 6(R)>48 | 23(S)12 | 19(S)2.0 |
[330-02] 19(S)2.0 | 26(3)1.0 | 6{(R)>16 | 6(R)>16 | 6(R)>96 | 6 (R)>256 | 6(R)>48 | 20(S)24 | 18(S)2.0 |

Halo de inhibicién en

mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OF X: Ofloxacino, STR:
Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET: Tetraciclina, TIM:
Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.
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UME CIP® UME cP® | UME | cP® ]
029-02 |(R)>32| 071-02 (R)> 32 299-02 (R>32 |
030-02 |(R)>32 | 074-02 (R)>32 | 300-02 (R>32 |
031-02 | (R)>321 076-02 (Ry>32 | 301-02 (R)>32 |
032-02 | (R)> 32 078-02 (R)>32 | 30202 (R)>32 |
033-02 |(R)»>32| 079-02 (R)> 32 303-02 | (R)>32
034-02 | (R)>32| 081-02 (R)> 32 304-02 | (R)»>32

03502 | (Rp32] 082-02 (R>32 | 30502 | (R32 |

[03602 [(R>32] 08302 (R)>32 | 306-02 (R)> 32

[ 03702 |(R>32] 084-02 (R)> 32 307-02 (R)> 32
038-02 | (R)>32 085-02 (R)> 32 308-02 (R)>32 |
039-02 |(R)»>32| 086-02 (R)>32 | 309-02 (R)>32 |

M 040-02 |(R)> 32| 087-02 (R)> 32 310-02 (R)>32 |
041-02° | (R)>32| 088-02 (R)> 32 311-02 (R)> 32
043-02 |(Rp 32| 089-02 (Ry> 32 312-02 (R)> 32
045-02 | (R> 32|  137-02 (R)> 32 313-02 (R)> 32

| 047-02 [ (R>32] 138-02 (R)> 32 316-02 (R)>32 |
048-02 |(R)>32] 13902 (R)> 32 317-02 (R)>32 |
050-02 | (R)>32 |  140-02 (R)> 32 318-02 (R)> 32

[ 05102 [(R>32 14102 (R)> 32 319-09 (Ry> 32
05202 |(Rp32] 142-02 (R)> 32 320-02 (R>32 |
053-02 |(R)>32| 143-02 (R)> 32 322-02 (R)>32 |
054-02 | (R)>32] 145-02 (R)> 32 323-02 (R)>32 |
055-02 | (R)>32| 146-02 (R)> 32 32402 R)6
056-02 | (R)>32| 147-02 (R)> 32 325-02 (R)> 32
057-02 | (R)>32| 148-02 (R)> 32 326-02 (R)>32 |
058-02 |(R)>32| 149-02 (R)>32 | 32702 (R)> 32
059-02 | (R)>32| 150-02 (R>32 | 328-02 (R)>32 |
060-02 | (R)>32| 151-02 (R)>32 | 329-02 (Rp>32 !
061-02 | (R)>32| 152-02 (R;>32 | 330-02 (R)>32 |
062-02 | (Rp> 32| 153-02 (R)>32 |
063-02 |(Rp>32| 154-02 (Ry> 32
064-02 | (R)>32| 155-02 (R)> 32

T 065-02 | (R)>32| 156-02 (R)> 32

| 066-02 | (R)>32| 157-02 (R)> 32
067-02 | (R)>32| 158-02 (R)> 32
068-02 | (R)>32| 159-02 (R)> 32
069-02 | (R)>32| 160-02 (R)> 32

| 070-02 [(R)>32] 298-02 (R)>32 |

(Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

CIP: Ciprofloxacino

b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE IV

Datos Generales de las Cepas Agrupadas en las 8 Clonas con Mayor

Frecuencia:
Clona 2
OME | me: | NOMBREDE | EDADDE | ORIGEN DE A aADE || servicio TPODE .
it M § F ION . ™
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (dd-mm-afio) HOSPITALARIO | INFECCIO :
030-02 | 13149N A’berg)arb::;la;cado 55 afios Liquido ascitico 22/02/2002 Gastroenterologia | Nosocomial * &
Sergio Diaz Secrecion de oy
031-02 | 13158N Plascencia 2 aflos oido 25/02/2002 ucip Nosocomial
034-02 | 14173N G“ada'cgga""“'as 23afics | Uleera Sacra 20/05/2002 hewosingla | Nosocommial |
051-02 | 15320N A'eja&‘i’; ":’l'fdi“a 28 afios Sangre 03/12/2002 | Gastroenterologia | Nosocomial
057-02 | 15933N C”a'ia delaluz | 44 .xos | Liquido biliar 18/02/2003 ucl Comunitaria ; ®
argas Ramirez |

~ Julio César Secrecion de Cirugia Medicina P
065-02 | 16192N Mercado NUfez 16 ados herida quirirgica 31/03/2003 Legal Nosocomial ;

R José Luis Aguilar Secrecién de " = o
071-02 | 16269N Ortiz 49 afics herida quirirgica 27/104/2003 Cirugia General Nosocomial ;

g Jorge Enrique Secrecién de o
074-02 | 16474N Arreola Estrada 41 afios aliteo 23/06/2003 Dermatologia Nosocomial |
079-02 | 16621N|  Fecro Cisnero Rafos | SETECONdE | 47080003 Unidad HIV Nosocomial |

Briones Ulcera sacra i e L
= = |~ :
081-02 | 16641N |  Albino Pérez 42 afos Secrecién 14j07/2003 | Cirugia Medicina | o omual
Saldana Legal
5 I
082-02 [ 1667 1N Magdalena Lopez 59 anos Urocultivo { 30/07/2003 Uroginecologla Nosocomial
Santa Cruz
Francisco Gomez ~ Secrecidn de :
083-02 | 16744N Gomez 72 afios herida quirurgica 23/08/2003 UcCl Nosocomial
084-02 | 16745N Ja"'ze’z‘;’g"ez 26 aics | Liquido pleural 22/08/2003 ucl Nosocomial
|
Maria Victoria I
| 085-02 | 16754N Gutiérrez 77 afios Urocultivo 23/08/2003 Hematologia Nosocomial |
Rodriguez B |
088-02 | 17079N A“"’S’:"n"";"my 52 afios Urocultivo 09/09/2003 Uroginecologia | Comuntaria |

g Tomas Topete Liquido P .
138-02 | 17367N Pena 42 affos Perttoneal 13/01/2004 Gastroenterologia | Comunitaria

-~ Maria Campos ) ’ .

148-02 | 17506N Pérez 75 afios Urocultivo 14/01/2004 ] Ginecologia Nosocomial

~ Diego Amauri . . o
303-02 | 17586N Galindo Gutiérrez 9 meses Urocultivo 09/02/2004 Infecto Pediatria Comunitaria
304-02 [ 17591N P.N. Serrano N. D. Urocultivo 1110272004 Ginecologia N. D.

X Ana Marfa Diaz - Toraxy o
307-02 | 17600N Lépez 73 afos Urocultivo 16/02/2004 Cardiovaseular Comunitaria | &

Isabel Lucero Secrecién de Cons Ext. ! :
318
8-02 | 17718N Garcia Reyes 18 afios Herida 27/022004 Ontopedia y Trauma Comunitana |

R Antonio Trujille . Ortopedia y
328-02 | 17795N Dominguez 64 afos Secrecién 30/092004 Traumatologia Comunitaria
328-02 | 17798N Hum bgri::cﬁ:nales 63 afios Urocultivo 34/03/2004 Ginecologia Nosocomial

®: Defuncion
N. D.: No Determinado
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| Clona 10
ome | s | NOMBREDE | EDADOE | ORIGENDE |, FEOHADE | servicio | TipO ot 1o
: ARIO [INFECCION
GUAD PACIENTE | PACIENTE | LA MUESTRA (dd-mm-afo) HOSPITALARIO ECC
040-02 | 14380n | TETESa ManTiauez | gg s Sangre 02/67/2002 Téraxy Nosocomial | @
Torres 9 Cardiovascular -
041-02 | 14415n |  Marco Antania 23 aios Urocultivo 25/07/2002 Infecto Adultos | Nosocomial | &
Nunez Barajas ;
‘ 054-02 | 15484N Cagﬁgg‘“a 51 afos Drene bifis 27/01/2003 uc! Nosocomial
. Secrecién de
056-02 | 15904N E“g""a Garcia | s afos herida en 1410212003 | Cirugia General | Nosocomial
uzman
abdomen
058-02 | 16083 | AvreliodelaCriz |4, o | Secrecion de 04/03/2003 Neurocirugia Nosacomial
Ldpez herida quirdrgica
[060-02 16044n | Aureliodelalruz | 4y 200 Liquido 04/03/2003 Newrocirugia | Nosocomial
Lépez cefalorraquideo
062-02 | 16150N | Jorge Luis Aguayo | 4 Urocultivo 28/032003 | Infecto Pediatria | Nosocomial
N Rernandez
08802 16228N | A0 SEnchez | g oo Urocultiva 00/04/2003 | Gastroenterologia | Nosocomial | @
[ . Secrecion de )
Guillermo Ortega - 2 Ortopedia y .
069-02 | 16231N Guerra 48 afios amputacion 14/04/2003 Traumatologfa Nosocomial
transtibial
®: Defuncion
N. D.: No Determinado
Clona 21
No.
UME RE°F NOMBRE DE | EDAD DE | ORIGEN DE AlgEl_imEon SERVICIO TIPO DE ®
GUAD PACIENTE  |PACIENTE | LA MUESTRA (de-mm-ario) HOSPITALARIO |INFECCION
;: Ana Marla Salazar Secrecion de o .
066-02 | 16196N Alcala ) 53 afios herida quirdrgica 01/04/2003 Cirugia General Nosocomial
5 Ana Maria Sajazar Secrecibn de ’ h
067-02 | 16203N Acald 53 aftos herida quirirgica 04/04/2003 Cirugia General Nosocomial ;
Ana Maria Salazar . Cirugia General L
140-02 | 17406N >
‘ Alcald 53 afios Urocuttivo 06/01/2004 Cons. Ext. Comunitana i
®: Defuncién

N. D.: No Determinado
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Clona 27
T
UMe | Rer | NOMBREDE  EDADDE = ORIGENDE |, [ECHADE 1 sepuicio | mipope |
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (Gd-mm-aho) HOSPITALARIO |INFECCION
087-02 | 17077N Micael\a/:;;amllla 62 anos Urocultivo 29/09/2003 Gastroenterologia Nosocomial
089-02 | 17080N L“c"ascazza"e“’ 58 afos Urocuttive 30/092003 | Gastoenterologia | Comunitaria
146-02 | 17445N | Francisco Gonzalez 42 afos Urocultivo 25/0112004 Uro. Cons. Ext. Comunitaria
. Maria de Jesas ~ . o
156-02 | 17514N Romero Cabrera 45 afios Elrocumvo 28/01/2004 Cons. Ext. Gastro | Comunitaria
] José Covarrubias < i
208-02 | 17563N Flores 73 afios Urocuitivo 19/02/2004 Infecto Adultos Comuniaria
300-02 | 1757 1N | Jorge Awvila Gomez 50 afos Expecloracion 27/62/2004 Unidad HIV Caomuniaria
. Telesforo Nunez A Sacrecion de :
301-02 | 17572N Reyes 61 afios Herida 26/02/2004 Infecte Adultos Nosocomial
%: Defuncién
N. D.: No Determinado
Clona 30
No | FECHA DE
UME = REF NOMBRE DE EDAD DE | ORIGEN DE LA | AISLAMIENT SERVICIO TIPO DE @
GUAb PACIENTE PACIENTE MUESTRA O (dd-mm- HOSPITALARIO |INFECCION | =
ano)
; Hortensia del . Crrugia General o
148-02| 17505N Rosario 32 afos Urocuitiva 07/01/2004 Cons. Ext. Comunitaria
i Gabniel Torres - Secrecion de Cirugia Medicina
| 138-02 | 17382N Torres 63 afos herida 21/01/2004 Legal Nosocomial |
Z: Defuncién
N. D.: No Determinado
Clona 32
T
N ]
UME | Re¢. | NOMBREDE | EDADDE | ORIGENDE | (FCEEDE | servicio | mPoDE |
i : z
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (dg-mm-ano) I HOSPITALARIO |INFECCION
v Victor Hugo Medina = . -
143-02 | 17415N Jasso 19 afios Urocultive 08/012004 Consulta Externa Comunitaria
7 Socorro Deigadgillo - . s
. 153-02 | 17511N Sauceds 28 afocs Urocultivo 22J01/2004 Transplante C. Ext. | Comunitaria
Z: Defuncion
N D.. No Determinado
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Clona 35 '
I |
UME | Al | NOMBREDE | EDADDE | ORIGENDE |, FECUADE 1 servicio e DE -
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA | (dd-mm-afio) HOSPITALARIO [INFECGCI: N;
|
I !
Antonio Rojas = K [
151-02 | 17509N Hernandez 35 anos Semen ' 19/01/2004 Uro.Cons. Ext. |~ iiitana |
Gregorio Vazquez - Liquido ] . .
310-02 | 17639N Rodriguez 63 aiios | Paritonas] [ 02032004 Medicina Interna Comunitana i
@: Defuncidén
N. D.: No Determinado
Clona 36
]
uME | ner | NOMBREOE | EDADDE |oRIGENDE LA ,FECHADE | servicio | mipo pe =
GUAD PACIENTE PACIENTE MUESTRA (dd-mm-aho) HOSPITALARIO | INFECCION
152-02 | 17510N | Juana Pérez Torres 26 anos Catéter 21/01/2004 Infecto Adultos Nosocomial
145-02 | 17441N "e’:a?gr:;?t:me 28 afos. Urocuitivo 2610112004 Hemato Cons. E:t Cormunitana
g Maria del Refugio = Secrecibn de 5 -
147-02 | 17479N Zamudio Torres 80 afics pierna 02/02/2004 Consulta Externa | Comunitaria
@: Defuncion
N. D.. No Determinado
Clona 37
UME | Rer | NOMBREDE | EDADDE | omicenDE | FECHADE T servicio | mieooe o
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (dd-mm-ao) HOSPITALARIO | INFECCION
|
. Maria Dolores Avila < i Toraxy .
134-02]17512N Chévez 53 afios Secrecion 22/01/2004 Cardiovascular Comunitaria
155-02 | 17513N Robe[l:;:nl;r:‘drade 76 afos Urocultivo 26/01/2004 Consulta Externa | Nosocomial
Norma Hernandez N Secrecion ; _
i57-02 17515N Hemandez 25 afios Vaginal 20/01/2004 Ginecologla Comunitaria
®: Defuncion

N. D.: No Determinado
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Clona 53
T T
1
UME  Abc = NOMBREDE | EDADDE = ORIGENDE | ,"ECHADE | sepvicio | meope |
- =
GUAD PACIENTE PACIENTE | LA MUESTRA (dd-mm-adio) HOSPITALARIO | INFECCION
M. Renteria : -
324-02 | 17777N Vazquez N.D. Secrecion 221032004 Nefrologia N.D.
Ma. De la Luz = . . A
325-02 | 17785N Ramirez Flores 62 aios | Uroa:lt_n_v-o 2310372004 Urigmecologla Nosacomal

®: Defuncion
N. D.: No Determinado
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APENDICE V

Susceptibilidad de las Cepas Agrupadas en las 8 Clonas con Mayor
Frecuencia a los 18 Antibiéticos Empleados:

Clona 2:
Clona 2
CUME | AMP® | CxM® cTX? CcAZ? FEP? IPM? ATM? TIM?
030-02 | 7 (R)>46 | 12 (R)> 8.0 16 () 19 13(R) 41 | 27(S)1.5 | 24(8)12 18(1) 18 | 13 (R) 86
1031.02| 6 (R}>46 | 11(R)> 8.0 16 (1) 19 1a(R)33 | 28(S)12 | 25(S)1.0 19(1) 15 | 13 (R) 86
[034-02 | 6 (Ry>46 | 14(R)>80 | 20()7.1 16 (1) 21 28(S)1.2 | 25(5)1.0 19()15 | 21(S)18
05102 | 6 (R)>46 | 7 (R)> 8.0 14(R)31 | 6(R)> 126 | 21(5)53 | 24(S)1.2 7 ()2 | 8(R)p>232
057-02 | 6(R)>46 | 7(R)>8.0 | 6(R)>138 | 6(R)>126 | 13(R)28 | 27(S)068 | 10(R)>58 | 11(R)128
[065-02 | 7(R)>46 | 6(R)>8.0 | 7(R>138 | 7(R)>126 | B(R)>79 | 27(S)068 | 7(R)>58 | 13(R)66
[071-02 | 6(Ry>46 | 12(R)>B8.0 | 21(5)55 | 7(R)>126 | 24(S)28 | 28(S5)<0.56 | 7(R)>58 | 22(S) 14
1074-02 | 7 (Ry>46 | 7 (R)>8.0 | 7 (R)>138 12 (R) 51 11(R)42 | 27(5)0.68 | 13(R)47 | 14(R)71
[079-02] 7 (Ry>46 | 6(R)>80 | 7(R)>138 11 (R) 64 G(R)64 | 30(5)<056 | 9(R)>58 | 18()32 |
[081-02] 7(R)>46 | 6(R)>80 | 6(R)>138 | 12(R)51 10(R)52 | 27(5)068 | 6(R)>58 | 15())58
{082-02] 7(R)>46 | 6(R)>80 | 7(R)>138 | 10(R)B0 | 12(R)34 | 27(S)068 | 9(R)>58 | 18())32
. 083-02| 6(R)>46 | 7(R)>80 | 7(R)>138 | 14(R)33 | 13(RY28 | 29(S)<0.56 | 7(R)>58 | 17()38
084-02 | 7(R)>46 | 7 (R)> 6.0 8 (R) 108 13(R)41 | 12(R)34 | 27(S)068 | B(R)>58 | 12(R) 105
085-02 | 6(R)>46 | 16(1)> 80 | 27(S)1.3 12(R)51 | 24(S)2.8 | 26(S)083 | 15(R)32 | 15(1)58
088-02 | 7(R)>46 | 16(1)> 80 | 27(S)1.3 | 25(S)2.7 | 27(S)1.5 | 26(S)0.83 | 28(S)25 | 15(1)58
138-02 | 6 (R)>46 | 21 (1040 | 31(S)050 | 28(3)20 | 30(3)10 | 31(3)<1.0 | 52(S)<2.0 | 13(R)%6
149-02 | 6(R)>46 | 20 ()50 | 29(S)0.77 | 26(S)22 @ 27(S)15 | 30(S)<0.58 | 30(S)< 1.7 | 10 (R) 156
30302 | 7(R)>48 | 21 (1)4.0 | 32(S)0.50 | 30(S)1.0 | 28(S)10 | 33(S)<1.0 | 30(S)<2.0 | 17 ()48
1304-02] 7(R)>48 | 22(1)40 | 32(S)0.50 | 29(5)2.0 | 32(S)<1.0 | 32(S)<10 | 31(S)<2.0 | 14(R)9%
307-02 | 13(R)12 | 20(1)6.0 28(S)1.0 | 26(8)40 | 27(5)2.0 | 32(S)<1.0 | 28(8)40 | 22(S)16
131802 | 6(R)>48 | 21 ()40 | 33(S)<0.50 | 30(S)1.0 | 30(S)1.0 | 35(S)<1.0 | 32(5)<20 | 12(R)128
32802 | 6 (R)>48 | 23(S)4.0 | 34(S)<050 | 32(S)<1.0 | 37(5)<1.0 | 33(S)<1.0 | 36(S)<2.0 | 22(S) 16
329-02 | 6(R)>48 | 25(S)2.0 | 32(S)0.50 | 32(S)<1.0 | 33(S)<1.0 | 30(S)<1.0 | 30(S)<2.0 | 23(S)12
Clona 2
UME STR? GEN? ToB* AMK? TET? SXT? cip® GAT?
030-02| 15(Sy11 | 18(S)26 | B(R)>42 | 20(3)51 | 6(R)>33 | 27(3)<41 | (R1>32 | 14(R)27
031-02] 15(S)11 | 16(SY45 | 7(R)p»>42 | 21(3)3.7 | 6(R)p> 33 | 20(5)16 | (R)>32 | 12(R) 4.0
1034-02] 15(S)11 | 20(S)1.5 | 15(5)5.8 | 19(3)6.8 | B(R)>33 | B(R)>239 | (R)>32 | 9(R)>6.0
051-02] 6(R)>80 | 6(R)>41 | 10(R)24 16 (1) 16 6(R)>33 | B(R)>239 | (R)>32 | 9 (R1>6.0
057-02| 10(R)S0 | 6(R)>41 | 6 (R)> 42 17(S)13 | 6(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 | B(R)>6.0
065-02| 6(R)>90 | 7(R)>41 | 6(R)> 42 17(5)13 | 6(R)>33 | 18(S)25 | (R)>32 | 7(R)>60
071-02| 10(R)S0 | 19(S)2.0 | 11(R)18 17(5)13 | 6(R)>33 | 6(R)>238 | (R)>32 | 6(R)> 60
074-02| 7(R)>90 | 6(R)>41 | 6(R)>42 19(5)69 | 6(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 | 7(Ry> 6.0
079-02| 10(R}50 | 7(R)>41 | 6 (R)> 42 18(3)95 17()13 | 6(R>239 | (R)>32 | 6(R)>6.0
081-02| 6(R)>90 | 6(R)>41 | 6 (R)>42 16 () 18 6(R)>33 | 6(Rp>239 | (R)>32 | B6(R)>6.0
082-02| 15(S)11 | 7(R)>41 | 6 (R)p>42 18(5)85 | 6(R)>331 | 25(5)5.1 | (R>32 | 7(R)>6.0
083-02| 11(R)37 | 6(R)>41 | 6 (R)> 42 17(S)13 | B(R)>33 | 7(R)>238 | (R)>32 | 7(R)>6.0
084-02| 10(R)50 | 6(R)>41 | 6 (R) a2 15 (1) 24 6(R)>33 | 6(R)>238 | (R)>32 | 6(R)>6.0
085-02| B(R)>90 | 20(S)1.5 | 7 (R)> 42 18(S)95 | 6(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 | 7(R)>6.0
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APENDICE V

UME STR® GEN® TOR? AMK® TET® SXT® CIF® GAT?
088-02 10 (R) 50 14(1)7.9 6 (R)> 42 17 (S) 13 6 (R)> 33 18 (8) 25 (R)> 32 7(R)>60

[ 138-02 11 (R)48 18(S) 4.0 11(R) 20 19(S) 8.0 6(R)>48 | 6(R)>256 | (R)>32 9 (R)>6.0
149-02| 6(R)>90 | 20(S)15 11 (R) 18 18(8)9.5 8(R)>33 | B6(R)>239 | (R)>32 6 (R)> 6.0

| 303-02| 18(S)6.0 | 22(8)10 12 (R) 16 23(S) 2.0 6(R)>48 | 6(R)>256 | (R)>32 12(R) 4.0
304-02| B (R)>96 14 ()) 8.0 6 (R)> 48 25(8)2.0 6 (R)> 48 6(R}>25% | (R)>32 12(R) 4.0
307-02| 16(S) 10 18(S)4.0 | 6(R)>48 22(S)4.0 6 (R)> 48 6(R)>25 | (R)>32 | 9(R)>6.0
318-02| 6(R)> 96 19(S) 2.0 10(R) 24 21(S)4.0 | 8(R)>48 6 (R)>256 | (R)>32 12(R) 4.0
328-02| 6(R)>96 | 23(S)3.0 | 23(8)1.0 | 27(S)<1.0 | 6(R)>48 6 (R)>256 | (R)>32 8 (R)> 6.0
'328-02| 16(S) 10 | 10(R)24 | 19(S)20 | 24(8)20 6 (R)> 48 6(R)>256 | (R)>32 | 10(R)>6.0 !

| Clona 2
UME L OFX*

03002 | 10(R)10 | 6(R)>16
031-02 | 11 (R)BO | B(R)> 16
03402 | 8(R)>16 | 6(R)> 16
051-02 | B(R)>16 | B(R)>16
05702 | 6(R)> 16 | 6 (R)> 16
06502 | 6(R)> 16 | B(R)> 16
071-02 | 8(R)>16 | B(R)> 16
074-02 | 6(R)> 16 | 6 (R)> 16
079-02 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
081-02 | B(R)>16 | 6(R)> 16
082-02 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
083-02 | B6(R)>16 | B(R)> 16
084-02 | 6(R)>16 | B(R)> 16
08502 | 6(R)> 16 | 6(R)> 16
08802 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
13802 | 7(R)> 16 | 6(R)>16
14802 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
30302 | 11(R)8.0 | 6(R)>16
304-02 | 11(R)8.0 | 10(R)80
307-02 | 7(R)>16 | 6(R)> 16
31802 | 7(R)>16 | B(R)> 16
32802 | 11 (R)8.0 | 6(R)>16
32002 | 10(R)10 | 6(R)> 16

Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET:
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusion en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE V

Clona 10:
. Clona 10
UME AMP? CxXmM? cT? caz? FEP? PMm? ATM? TIM®
040-02 | 7(R)>46 | B(R)>80 | 7(R)>138 | 13(R)41 12(R)34 | 28(8)<056 9(R)>58 | 10(R)156
041-02 | 6(R)>46 | 6 (R)>8.0 | 6 (R)> 138 13 (R) 41 150)18 | 31(5)<0.56 | 11 (R)>58 | 6 (R)>232
054-02 | 7(R)>46 | 7(R)>8.0 | 6(R)>138 | 7(R)> 126 | 11(R)42 | 28(S)<056 6 (R)> 58 10 (R) 156
| 056-02 | 6(R)>46 | 6(R)>8.0 | 7 (R)> 138 15(1) 26 12(R)34 [ 28(35)<0.56 | 11(R)>58 | 11(R)128 |
058-02 | 7(R)>46 | 6(R)>8.0 | 7(R)>138 | 9(R)101 10 (R) 52 24(S)12 | 7(R)>58 10 (R) 156
060-02 | 6 (R)>46 | 7 (R)> 8.0 6 (R)> 138 9 (R) 107 11 (R) 42 23(8)1.5 8 (R)> 58 10 (R) 156
062-02 | 6(R)>46 | 6(R)>8.0 | 6(R)> 138 15(1) 26 13(R)28 | 27(5)068 .| 11(R)>58 14 (R) 71
[ 068-02 | 7 (R)>46 | 7(R)>80 | 6(R)> 138 15 (1) 26 14(R)23 | 26(S8)0.83 11 (R)> 58 15 (1) 58
{ 069-02 | 6(R)>46 | 6(R)>8.0 | 7 (R)> 138 14(R)I3 | 11(R)42 | 27(S)0.68 11 (R)>58 | 20(S)22
L Clona 10
L uMeE | SR GEN® | ToB* A TET? SxT? ciP® GAT?
| 040-02 | 6(R)>90 | 7(Rp>41 | 6(R)>42 | 16() 18 6(RP33 | 6(R)>239 | (R)>32 | 7(R)>6.0
041-02 | B(R)>30 | B(R)>41 | 6(R)>42 15()24 | 8(R)>33 | 6(R)>230 | (R 32 6(R)>60
054-02 | 6(R)>90 | B(Rp>41 | 6(R)>42 7(RY>155 | B(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 6 (R)> 6.0
[ 056-02 | 6(R)>80 | 6(R)>41 | 6(R)>42 18(S) 9.5 8(R>33 | 6(R)>238 | (R)>32 7 (R)> 6.0
[ 058-02 | 6(R)>90 | 6(R)>41 | 6(R)> 42 19(S) 6.9 B8(R)P33 | 6(R)>239 | (R)>32 7 (R)>6.0
706002 | 6(R)>90 | 6 (R)> 41 6 (R)> 42 18(S) 9.5 6(R)>33 | 6(R)>239 | (Rp>32 6 (R)>6.0
L 062-02 | 6(R>9D | 7(R)>41 | B(R)>42 19(S) 6.9 6 (R)> 33 6(R)>239 | (R)>32 6 (R)>6.0
1 068-02 | 6(R)>90 | B(R)>41 | 18(S)25 16 (1) 18 6 (R)> 33 B (R)>23% | (R)>32 10 (R)> 6.0
| 069-02 | 6(R)>90 | 7(R>41 | S(R)IR 18(5)9.5 6(R)>33 | 6(R)>239 | (Rp>32 7 (R)> 6.0

Clona 10
UME Lvx* OFX*

040-02 | 6(R)>16 | 7(R)13
041-02 | 8(R)>16 | 6(R)> 16
05402 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
056-02 | B(R)>16 | 6(R)> 16
058-02 | 6(R)> 18 | B(R)>16
060-02 | 6(R)>16 | B(R)> 16
062-02 | 6(R)>16 | 6(R)>16
068-02 | B(R)>16 | 6(R)> 16
069-02 | 6(R)> 16 6 (R)> 16

Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-suifametoxazol, TET:
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusion en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE V

Clona 21:
| Clona 21
©UME | AMP? CXM? cTX? cAZ FEP? IPM? ATM? Tim®
, | o
1 086-02 | 6(R)>46 | 6(R)>80 | 6(R)>138 | 7(R)>126 | 15()18 22(S)18 | 7(R)>58 | 11 (R)128
T067-02 | 7(R>46 | 7(R)>80 | 9(R)108 | 7(R)>126 | 18(S)9.8 | 27(5)068 | 9(R)>58 | 12(R) 105
14002 | 7(R)>46 | 6(R)>80 | 11(R)96 | 6(R)>126 | 19(5)B0 | 28(S)<1.0 | 7(R)>64 | 11(R)128 |
[ Clona 21
[
UME STR* GEN’ TO8" AMK® TET? SXT? CiP® GAT
i 08602 | 6(R)>90 | 6(Rp>a1 | 6(Rpa2 | 14(R)33 | 6(RS33 | 6(Rp> 239 | (R)532 | 6(R)>6.0
067-02 | 6(R)>90 | 6(R)>41 | 6(R)p>42 | 13(R)45 | 6(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 | 10(R)>6.0
{14002 | 6(R)>96 | B(R)>48 | O(R)d2 15()24 | 6(R)>48 | 6(R)>256 | (R)>32 | 10(R)>6.0
| Clona 21
|
| UME LVX® OFX®
066-02 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
067-02 10 (R) 10 6 (R)> 16
140-02 | 9(R)12 | 6(R)>18

Halo de inhibicion en mm, (Sensible, intermedio 0 Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK' Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:

Ofloxacino,

STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol,
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusion en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.

TET:
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APENDICE V

Clona 27:
Clona 27 :
UME | AMP? CXM? cTX® CAZ* FEP? 1oM? ATM? TIM?
08702 | 7(R)>46 | 15(1)> 80 | 28(S)098 | 25(5)2.7 | 30(S)0.81 [ 27($)0.68 | 29(S)20 | 20(S)22
[089-02 | 6(R)>46 | 18(1)6.3 | 29(3)077 | 25(S)27 | 29(5)1.0 | 30(S)<0.56 | 29(S)20 | 20(S)22 |
146-02 | 6 (R)>46 | 21 () 4.0 27(8)13 25(8)2.7 | 29(8)1.0 25(5)1.0 | 30(S)<17 | 17(1)39
156-02 | 6 (R)>46 | 20(1)50 | 30(S)060 | 28(S)1.4 | 32(S)<05 | 31(S)<056 | 31(S)< 1.7 | 18(1)32
298-02 | 7 (R)>48 | 22(S)2.0 | 33(S)<0.50 | 32(S)<1.0 | 34(S)<1.0 | 33(S5)<10 | 28(5)20 19 (1) 32
300-02 | 6(R)>48 | 6 (R)>8.0 12 (R) 64 6(R)> 128 | 24(S)4.0 27(8)10 15(R)32 | 6 (R)>256
301-02 | 6 (R)>48 | 25(5)2.0 | 33(5)<0.50 | 29(S)2.0 | 34(S)<1.0 | 32(5)<1.0 | 32(S)<20 | 15(164
[ Clona 27
UME STR? GEN? ToB? AMK? TET* SXT? cip® GAT®
087-02 | 15(S) 11 18(S)28 | 20(8)1.4 22(S)2.7 19(8)7.7 21(8)13 (R)>32 | 7(R»>6.0
089-02 | 6(R)>90 | 7 (R)>41 12 (R) 14 18(S)9.5 6 (R)> 33 6(R)>239 | (R)>32 | 14(Ry27 |
146-02 | 6(R)>90 | 6 (R)> 41 12 (R) 14 20 (S)5.1 6 (R)>33 6(R)>233 | (R)>32 | 6(R)>6.0
7156-02 | 6(R)>90 | 6(R)> 41 11(R) 18 21(8)37 6 (R)> 33 6(R)>239 | (R)>32 | 13(R)3.3
1208-02 | 16(S)10 | 22(S)10 | 20(S)20 23(8)2.0 22(S)4.0 | 26(5)<60 | (R>32 | 14(R)4.0
300-02 | 6(R)>96 8 (R)> 48 13 (1) 10 26 (S)< 1.0 6 (R)> 48 8(R)>25% | (R)>32 | 6(R)>6.0
301-02 | 6(R)>96 | 7(R)>48 | 6(R)> 48 23(5)2.0 6 (R)> 48 6(R)>256 | (R)>32 | 15140
Clona 27
UME Lvx? OFX*
087-02 | B(R)> 16 | 6 (R)> 18
089-02 | 10(R)10 | 6(R)> 16
1 146-02 | B(R)>16 | 6(R)> 16
15602 | 9(R)12 | 6(R)> 16
208-02 | B(R)>16 | 6(R)> 16
30002 | B8(R)>18 | 6(R)> 16
301-02 13(R)6.0 7 (R)> 16

Halo de inhibicibn en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:

Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-suifametoxazol,

Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.

TET:




APENDICE V

Clona 30:
Clona 30
; UME AMP? | CXM? cTX® CAZ® FEP? 1PM? ATM? TIm?
| 148-02 | 17(S)4.8 | 21())4.0 | 30(S)0.60 | 28(S)1.1 | 31(S)066 | 32(S)<056 | 30(S)<17 | 26(S)6.6
13802 | 7(R)>46 | 17(>80 | 22()6.0 16()24 | 32(S)<1.0 | 28(S)<1.0 22(S)8.0 | 18()32
) Clona 30 |
T 1
UME STR? GEN? TOR? AMK® TET? SXT? cip® GAT®
148-02 | 6(R)>90 | 23(5)0.66 | 20(S)1.4 | 23(S)20 | 6(R)>33 | 27(S)<41 | (R)>32 | 6(R)»6.0 |
139-02 | 6(R)> 96 12 (R) 16 11(R)20 | 24(5)20 | 6(R)>48 | 6(R)>256 | (R)>32 | 10(R)>6.0
\ Clona 30 |
UME LvX® OF X*
148-02 | 6(R)>16 | 6(R)> 16
139-02 | 7(R)>16 | 6(R)>16

Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en ug/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofioxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:

Ofloxacino, STR: Estreptomicina,
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol,

TET:

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE V

Clona 32:

L Clona 32

| UME | AMP? CXM? cTX® CAZ® FEP? 1PM? ATM? TIM?

143-02 | 9(R)>46 | 6(R)>8.0 | 7(R)>138 | 14 (R)33 16 (1) 15 35(S)<0.56 | 9(R)>58 | 11(R) 128

115302 ; 15()7.5 | 19()63 | 29(S)0.77 | 27(S)1.7 | 30(S)0.81 | 28(5)<056 | 28(5)25 | 23(S) 12
Clona 32

t 1

| ume STR? GEN® TOB? AMK? TET® SXT? cIp® GAT?

: 143-02 | 6(R)>90 | 6(R)> 41 10(R)24 | 22(S)27 | 6(R)>33 | 6(R)>239 | (R)>32 | 6(R)>6.0 |
"153:02 | 7(R)>90 | 6(R)> 41 12(R)14 | 20(S)5.1 6 (R)> 33 6(R>239 | (RP32 | B(R)>60 |
Clona 32
UME Lvx® OFX®
143-02 | 6(R)>16 | B6(R)> 16
153-02 | 6(R)>16 | 6(R)> 16

Halo de inhibicion en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:

Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT- Trimetoprim-sulfametoxazol,
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavuianico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.

TET:
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APENDICE V

Clona 35:
| Clona 35
i ume | amPt | oxme e CAZ® FEP M| ATM® TIM®
{151.02 | 18(5)38 | 20 ()50 | 30(S)060 | 30(5)0.88 | 35(5)<059 | 32(5)<056 | 34(S)<17 | 26(5)66
31002 | 6(R)>48 | 21 (140 | 31(5)050 | 28(5)20 | 34(5)<1.0 | 30(5)<10 | 33(5)<2.0 | 18()32
Clona 35
| ume ‘ STR? GEN® TO8" AMK? TET® SXT? ciP® GAT?
15102 | 15(5)11 | 23(5)066 | 20(5)14 | 23(5)20 | 20(5)60 | 29(5)<d1 | (R>32 | 6(R)>60 |
31002 | 6(R)>9% | 6(R)>48 | 6(R)>48 | 23(5)20 | 6(R)>48 | 6(R)>25% | (R)>32 | 8(R)> 6.0
Clona 35
UME Lvx® OFX*
15102 | 6(R>16 | 6(R)> 16
31002 6(R)> 16 | 6(R)> 16

- Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:

Ofloxacino, STR: Estreptomicina,

SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol,

Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.

b: Datos obtenidos por E-Test.

TET:
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APENDICE V

Clona 36:
Clona 36
UME | AMP® CoXM® et CAZ? FEP* | IPM® ATM? TIM®
152-02| 17(S)4.8 | 20(1)5.0 | 31(S)0.47 | 29(S)1.1 | 34(5)<059 | 35(5)<0.56 | 35(S)<17 | 28(S)<44 _
1 145:02| 6(R)>46 | 6(R)>80 6(R)>138  14(R)33 13(R)28 | 32(S)<056 | 10(R)>58 | 15())58
[147-02] 15(1)7.5 | 21 (D40 _30(S)0.60  32(S)<0.56 | 31(S)0.66 | 33(S)<0.56 | 32(S)<17 | 26(5)66 |
r Clona 36
| T 1
UME STR* GEN® TOB* AMK? TET? SXT* CiP® GAT
152-02 | 6(R)>90 | 15(5)6.0 | 11(R)18 | 23(S)20 | 6(R)>33 | 20(S)<4.1 | (R)>32 | 8(R)>6.0
14502 | 6(R)>90 | 14(1)7.9 13110 | 21(S)3.7 | 6(R)p>33 6(R)>239 | (R)>32 | 8(R)>6.0
147-02 | 6(R)>90 | 13())10 11 (R)18 | 20(S)5.1 | 27(S)11 | 27(S)<4.1 | (R)>32 | 9(R)>6.0 |
[ Clona 36 |
| ]
UME LVX® OFX®
152-02 | 8(R)> 16 | 6 (R)> 16
145-02 | 6(R)> 16 | 6(R)> 16
147-02 | 6(R)> 18 | 6 (R)>16

Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina |PM: [mipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET:
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-4acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusién en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE V

Clona 37:
\ i Clona 37
|
]UME AMP® CXM? cTX? cAaz? FEP? { IPM? ATM? TiM?
154-02 | 6 (R)>48 | 18(1)>80 | 31(S)0.47 | 26(S)22 | 32(S)<0.5 | 33(5)<0.56 | 31(S)<17 | 14 (R)71
155-02 | 6 (R)>46 | 21()40 | 31(S)047 | 27(S)1.7 | 32(S)<05 | 30(5)<056 | 32(S)<1.7 | 15(l)58
157-02 | B(R)>46 | 20())5.0 | 30(S)0.60 | 26(S)2.2 | 30(S)081 | 28(3)<056 | 30(S)<1.7 | 15(1)58
Clona 37
T

UME STR* GEN® TOR® AMK® TET® SXT? ciP® GAT*
154-02 | 9 (R)67 24(S)0.5 | 21(8) 1.1 24(8)1.5 | 6(R)>33 6(R)>239 | (R)»32 | 8(R)>6.0
155-02 [ 40 (R) 50 6 (R)> 41 13 (1) 10 22(S)2.7 | 6(R)>33 6(R)>239 | (R)>32 | 6(R)>6.0
157-02 | 12()28 9 (R) 31 13() 10 22(8)2.7 | 6(R)>33 B(R)>239 | (R)>32 | 6(R)>60

| Clona 37

UME Lvx? OFX?*

154-02 | 6(R)>16 | B(R)> 16

155-02 | 6 (R)>16 | 6(R)> 16

157-02 | 6(R)>16 | 6(R)> i6

Halo de inhibicion en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en ug/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatifloxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET:

Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de difusiéon en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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APENDICE V

Clona 53:

[ i Clona 53

| UME AMP? CXM? crx? CAz? FEP? IPM? ATM? Tim?

132402 | 6(R)>48 | 25(S)20 | 32(S)0.50 | 28(5)2.0 | 34(S)<1.0 | 32(S)<1.0 | 31(S)<20 | 16()) 48

325-02 | 6(R)>48 | 22(1)4.0 | 34(S)<0.50 | 31(S)10 | 29(S)10 | 35(S)<10 | 35(S)<2.0 | 18())32

Clona 53
UME | sTR? GEN® ToB*® AMK* | TET? ‘ SXT? cip® GAT"
32402 | 6(R)>96 | 14()80 | 10(R)24 | 23(5)20 | 6(R)>48 | 6(R)>256 | (R)6 14 (R) 4.0
32502 | B(R)>96 | 22(S)10 | 10(R)24 | 20(3)60 | B(R)>48 | B6(R)>256 | (R 32 | 10(R)>60

Clona 53 |

UME ()¢ OFX?
I
| 324-02 | 12(R)8.0 | 7 (R)> 16
[ 325-02 | 9(R)12 [ 6(R)>16 |

Halo de inhibicién en mm, (Sensible, Intermedio o Resistente), MIC en pg/mL

AMP: Ampicilina, AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacino, CTX: Cefotaxima, CXM: Cefuroxima, FEP: Cefepima, GAT:
Gatiffoxacino, GEN: Gentamicina IPM: Imipenem, LVX: Levofloxacino, OFX:
Ofloxacino, STR: Estreptomicina, SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol, TET:
Tetraciclina, TIM: Tricarcilina-acido clavulanico, TOB: Tobramicina

a: Datos obtenidos por método de gifusion en placa de Sensidiscos.
b: Datos obtenidos por E-Test.
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