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ANTECEDENTES

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (111-1 ) son adquiridas por los pacientes

como consecuencia de su atención en los hospitales. De acuerdo con el CDC (Centro para

el Control de Enfermedades) de Atlanta , GA. USA. un caso de infección nosocomial se

define como la condición localizada o generalizada resultante de la reacción adversa a la

presencia de un agente infeccioso o su toxina y que no estaba presente ni en período de

incubación al momento del ingreso del paciente al hospital y que se presenta en 48 a 72

horas posteriores al ingreso hospitalario, definición que ha sido aceptada y adoptada en

nuestro país publicada en el diario oficial de la federación el 30 de marzo del 2000 (1). Así

mismo un brote epidemiológico de infección nosocomial es la ocurrencia de dos o más

casos de infección nosocomial , asociados epidemiológicamente en un número mayor a lo

esperado y en hospitales donde dicha ocurrencia epidemiológica sea nula, la presencia de

un solo caso de define automáticamente como un brote de infección nosocomial ( 1). En

nuestro país el programa nacional de Redes Hospitalarias de Vigilancia Epidemiológica

(RHOVE) indica que ocurren en promedio en el 10% de los pacientes hospitalizados (el

doble de lo reportado en E.U.), es decir una ocurrencia anual de 400,000 a 600,000

episodios con impactos desfavorables en la mortalidad , estancia hospitalaria y costos

económicos. La mortalidad a causa de las mismas se estima en un 5-10%, es decir 40,000 a

60,000 fallecimientos al año (2,3)

Respecto al sitio afectado y agente causal de éste tipo de infecciones está estrechamente

relacionado, por ejemplo las infecciones nosocomiales más comunes son las infecciones de

vías urinarias y los gérmenes más frecuentemente aislados son Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis y Cándida sp, seguidas de las infecciones de dispositivos

intravasculares causadas por Staphylococcus epidermidis, el más frecuente y también las

neumonías por hipostatismo cuyo el germen etiológico más aislado es Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus y especies de enterobacterias (4) . En el Hospital de

Infectología del CMNR del año 2000 al año 2003 las infecciones de vías urinarias y los

sitios de inserción en del catéter son las infecciones más frecuentes y dentro de los

gérmenes aislados están principalmente P. aeruginosa, S. aureus y S. coagulasa negativo

(5) ·



Desde el punto dc vista epidemiológico hay sospecha de un brote infeccioso nosocomial

cuando la tasa mensual de una infección particular excede el 95% del intervalo de

confianza basado en la tasa del año previo para ese mes, estando justificada una

investigación, la cual estará dirigida a conocer si el brote es causado por una sola cepa o si

es causado por cepas diferentes en lo cual se podrá echar mano de los recursos disponibles

que haya en el hospital afectado, con el objeto de evitar la propagación mayor del brote,

controlar el mismo y tratar adecuadamente de acuerdo al antibiograma para reducir las

posibilidades de resistencia bacteriana. Dichos recursos como se ha mencionado pueden

consistir desde el estudio epidemiológico con el que mínimamente cuenta todo hospital de

cualquier nivel , métodos de tipificación fenotípica y métodos de tipificación más

sofisticados como la genotipificación.

La división de cepas dentro de subgrupos se llama tipificación bacteriana. Esto permite que

las cepas de las misma especie aisladas de un grupo epidemiológico puedan ser claramente

distinguidas de las cepas no relacionadas epidemiológicamente (6). Los métodos de

tipificación deben reunir tres características esenciales (6) : Primero: Un alto grado de poder

de tipificación (tipifibilidad) para obtener un resultado definitivo para cada aislado

probado; segundo: Buena reproducibilidad dentro de uno y entre diferentes laboratorios

para realizar la misma tipificación dondequiera que la cepa es probada y tercero: Capacidad

discriminante óptima para distinguir entre cepas no relacionadas epidemiológicamente.

Los laboratorios de microbiología clínica han ofrecido tradicionalmente análisis

fenotípicos que dependen de una evaluación de características expresadas por el

microorganismo, ejemplos de sistemas fenotípicos son :. perfil antimicrobiano,

biotipificación, serotipificación, fagotipificación, electroforesis en geles de poliacrilamida,

inmunoblot y electroforesis de enzimas multilocus para evaluar la relación de los aislados

(6 ,7). Los métodos fenotípicos tradicionales tienen varias desventajas, todos están limitados

al número restringido de características que pueden ser examinadas, ellos podrían generar

resultados mal interpretados debido a las alteraciones variables en la expresión de genes o

antígenos que los hacen sistemas de baja reproducibilidad y baja discriminación (6.7,8)'

En la pasada década de los 90 's se acrecentó el interés en las técnicas moleculares para el

análisis epidemiológico de los brotes infecciosos, lo cual condujo al uso del término

Epidemiologia Molecular. Dado que el DNA cromosomal representa una molécula
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fundamental para la identificación celul ar , ha resultado de part icular interés en la

evaluación de la similaridad crornosom al como una medid a epide mio lógica (9). Algunos

ejemplos de técni cas mole culares son (6.10, 11): Perfil de plásmidos, los métodos basados en

los perfil es de restricción del DNA cromosomal : southem blot y los polimorfi smos de

longitud de los fragm entos de restric ción (RF LP, rest ricti on fragment length

polymorphi sm) , ribotipificación (ribotyping, RFLP del DNA ribosomal) la electroforesis en

gel de campos pulsados (PFG E; pulsed field gel electrophoresis) que es considerado el

estándar de oro de los métodos de tipificación molecular, los métodos basados en la

reacci ón en cadena de la polimerasa (PCR): PCR-RFLP, el DNA de los polimorfismos

amplificados al azar (RAPD, random amplified polymorphism DNA), los polimorfismo de

tamaño de los fragmentos amplificados (AFLP), secuenciación y la rep -PCR (PCR de

elem entos repetitivos). Estas técni cas dependen de la separac ión electroforética de

fragmentos de DNA de longitudes moleculares diferentes. El resultado electroforético es

repr esentado por un patrón de band as sobre el gel (huellas digitale s) (6).

Versalovic y co labo radores ( 12) describieron un método para hacer huella s 'digitales de los

genomas bacter ianos al examin ar los patron es específicos de ce pas obtenidos de la

am plificació n por PCR de elementos de DNA repetitivos present es dentro de los genomas

bacterianos. Dos series principales de elementos repetitivos se usan para propósit os de

tipificación , los elementos palindrómicos extragénicos repetitivos (RE P) y las secuencias

co nse nso intergéni cas repet itivas enterobacteria nas (ERIC) . Los elementos REP son

secuencias de 38 pares de bases (pb) que consisten en seis posici one s degeneradas y una

asa variable de 5 pb entre cada lado de un tallo palindrómico conser vado . Las secuencias

REP han sido descrit as para numerosas enterobacterias (13)' La naturale za palindrómica de

los e lementos REP y su capacidad para formar estru cturas de asas de tallo ha llevado a la

propuesta de funciones múltiples para estos elementos dispersos y conservados altamente.

Las secuencias ERIC son una seg unda serie de secuencias de DNA las cuales han sido

exitosamente usadas para tipificar DNA . Las secuencias ERIC son elementos de 126 pb los

cuales co ntienen repeticiones invertidas conserv ada s altamente y están locali zadas en

regiones extragénic as del genoma bacteriano ( 13.14).

Mientras las sec uencias REP y ERIC son los blancos más comúnmente usado s para tipificar

DNA otros elementos repetit ivos, la secuencia Bü X, ha sido usada para diferenciar
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Streptococcus pneumoniae (15 ). Los elementos BOX están localizados dentro de regiones

intergénicas y pueden también formar estructuras de asas de tallo debido a su sime tría dual.

Son elementos repetitivos mosaicos compuestos de varias combinaciones de tres secuencias

de subunidades referidas como boxA , box B, y boxC (15). Las tres secuencias de

subunidades tienen tamaños moleculares de 59, 45, Y 50 nucleótidos respectivamente (15)·

Los elementos BOX no tienen ninguna similitud de secuencia a las secuencias REP y ERIC

( 15)' Los elementos BOX ahora han sido encontrados en un número de especies bacterianas

(16) ·

Los patrones de ERIC son genera lmente menos complejos que los de REP. Las

aplicaciones de ambas PCR de ERIC y REP a las muestras par ser tipificadas incrementan

el poder o la fuerza discrim inatoria sob re aque lla técnica aplicada sola.

La rep-PCR está rápidamente siendo el método más usado para tipificar DNA. Los

iniciadores para REP y ERIC han sido usados exitosamente para diferenciar cepas S.

aureus (17 ), Pseudomonas sp (18), S. epidermidis ( 19). La técnica de rep-PCR es fácil de

realizar y puede ser aplicada a números grandes y pequeños de aislados, muestra

aplicabilidad a especies más amplia y ha demostrado en fuerza discriminatoria ser superior

a otras técnicas moleculares (20 ,21) .

La rep-PCR tiene una buena correlación con los resultados de la PFGE pero, en general,

con ligeramente menos fuerza de discriminación (22).

Finalmente, con la información anterior consideramos importante estandarizar la técnica de

rep-PCR para que sirva como método de tipificación molecular de las cepas que causan

infección intrahospitalaria en el Hospital de Infectología.

4
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JUSTIFICACIÓN

Las infecciones nosocomiales son un problema serio que causa una elevada morbi­

mortalidad, además de que prolongan los días de estancia hospitalaria que en conjunto

incrementan los costos importantemente en los hospitales, todo esto constituyen razones

para implementar un equipo de vigilancia epidemiológica en el que además de

epidemiólogos, enfermeras, médicos, microbiólogos, etc., debe contar con un buen sistema

de tipificación que permita identificar cepas que tengan un origen o fuente común y

posibles inicios de brotes de infecciones intrahospitalarias que redundaría en la prevención

de la diseminación de infecciones intrahospitalarias y por consiguiente en una disminución

de costos. Por lo anterior se pretende llevar a cabo un sistema de tipificación molecular para

Pseudomonas aeruginosa de posible fuente común o brotes de infecciones

intrahospitalarios, este sistema es considerado similar en la tipifibilidad, discriminación y

reproducibilidad a la electroforesis en gel de campos pulsados que es considerado el

estándar de oro pero que comparado a la rep-PCR resulta un sistema mas costoso en cuanto

a equipo y reactivos, adem ás de la necesidad de requerir mas tiempo y personal para

realizarlo .
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PLANTEAM IENTO DEL PROBLEMA

¿Pueden las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de infecciones intrahospitalarias

del Hospita l de Infectología CMNR tipificarse mediante la rep-PCR?

OBJETIVO GENERAL

Tipificación de cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en el Hospital de Infectología

CMNR de infecciones intrahospitalarias durante el período de junio del 2004 a junio del

2005 mediante la rep-PCR.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

l . Estandarizar la técnica Rep-PCR (REP , ERIC y BOX) con P. aeruginosa obtenidas

del cepario del Hospital de Infectología

2. Tipificar mediante la rep-PCR las cepas bacterianas de P. aeruginosa aisladas de

infecciones intrahospitalarias durante junio del 2004 a junio del 2005 del Hospital

de lnfectología, CMNR.

HIPÓTESIS

La tip ificación molecu lar de Pseudomonas aeruginosa media nte la técnica de rep-PCR

permitirá identificar cepas relacionadas a un brote nosocomial de l Hospital de Infectología

CMNR durante el período dejunio del año 2004 ajunio del año 2005.
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MATERIAL Y MÉTODOS:

A) Lugar de realización

El estudio será realizado en la Unidad de Investigación Médica de Inmunología e

Infectología, Sección de Bacteriología y Servicios Clínicos del Hospital de Infectología del

CMNR.

B) Diseño del Estudio

Observacional, descriptivo, transversal, prospectivo.

C) Criterios de selección

el) Criterios de inclusión

a. Serán incluidas todas las cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de

pacientes hospitalizados en el Hospital de Infectología del CMNR con infección

intrahospitalaria durante el período de junio del 2004 a junio del 2005.

e2) Criterios de no inclusión

a. Todas las cepas bacterianas aislada s durante el período de junio del 2004 a junio del

20005 que no correspondan a una infección intrahospitalaria.

b. Todas las cepas bacterianas aisladas que no correspondan a P. aeruginosa

c. Todas las cepas bacterianas que sean de pacientes de otro hospital

d. Todas las cepas bacterianas que sean de pacientes pediátricos

e3) Criterios de eliminación

a. Todas las cepas bacterianas aisladas de una infección intrahospitalaria de las que no

se obtuviera ADN.
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O) Varia bles dcl estudio

0.1) Infecci ón intrahospitalaria.

Definición conceptual : Es toda condición sistémica o localizada que resulta de la reacción

adversa a la presencia de microorganismos o sus toxinas. Se considera intrahospitalaria, si

existe evidencia que no estaba presente o en incubación al momento del ingreso del

paciente al hospital. Para muchas infecciones intrahospitalarias bac terianas eso significa

que la infección usualmente se hace evidente 48 horas o más, luego de la admisión al

hospital.

Definición operacional : Será considerada infección intrahospi talaria aquella infección

(neumonía, infección de vías urinarias, etc) reportada por el médico, enfermera, etc ., y que

reúna los criterios de acuerdo al CD e.

0.2) Brote intrahospitalario,

Definición con ceptua l: Es la ocurrenc ia de dos o m ás casos de infección nosocomial ,

asociados epidemiológicamente en un número mayor a lo espe rado: y en hospitales donde

dicha ocurrencia epidemio lógica sea nu la, la presencia de un so lo caso se define

automáticamente como un brote de infección nosocomial

Definición conceptual : Se considerará un brote infeccioso nosocomial cuando la tasa

mensual de una infección panicular excede el 95 % de intervalo de confianza basado en la

tasa de l año previo para ese mes , estando justificada una invest igación (5). la cual estará

dirigida a conocer si el brote es causado por una sola cepa o si es causado por cepas

diferentes.

D.3) I"cp-PCR (Reacc ión en Cadena de la Polimerasa de secuencias repetitivas)

Definición conceptual. Es un método rápido de tipificación genética que amplifica el DNA

de regiones repetitivas esparc idas en el genoma que permite distinguir a nivel de cepas

bacterianas y que incluye la amplificación de regiones repetitivas del DNA por tres

8
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secu enci as repetitivas difer ente s que usan distintos primers o iniciadores como: REP-PCR,

ERIC-PCR, y elementos BüX.

Definición operacional. Dado que el sistema de tipific ación de rep-PCR incluye tres

familias de secuencias repetitivas para tipificar definiremos cada protocolo

individualmente.

D.2.2.1) ERIC-PCR. Procedimiento que por medio de PCR y utilizando dos iniciadores

específicos nos permi te la amplificación de fragmentos de tamaños diferentes (amplicones)

que corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas y

gramnegativas. Los productos de PCR serán analizados en un gel de agarosa al 2% teñido

con bromuro de etidio, para generar un patrón de huella digital de DNA el cual es

específico para cada clona o cepa bacteriana. Estas huellas digitales se usarán para

demo strar relación entre los microorganismos del mismo género y especie, al comparar las

bandas de las diferentes cepas por visualización directa y/o a través de un software que

permitirá agrupar a las cepas y discriminar su relación ..

D.2.2.2) REP-PCR. Proced imiento que por medi o de PCR y utili zando dos iniciadores

específicos nos permite la amplificación de fragmentos de tamaños diferentes (amplicones)

que corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas y

gramn egati vas . Los produ ctos de PCR serán analizados en un gel de agarosa al 2% teñido

con bromuro de etidio, para generar un patrón de huella digital de DNA el cual es

específico a las clonas o cepas bacterianas. Estas huellas digitales se usarán para demostrar

relación entre los microorganismos del mismo género y especie, al comparar las bandas de

las diferentes cepa s por visuali zación directa y/o a través de un software que permitirá

agrupar a las cepas y discriminar su relaci ón.

D.2.2.3) BOX A. Procedimiento que por medio de PCR y utilizando un iniciador especifico

nos permite la amplificación de fragmentos de tamaños diferentes (amplicones) que

corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas y

gramnegativas. Los productos de PCR serán analizados en un gel de agarosa al 2% teñido

con bromuro de etidio , para generar un patrón de huell a digital de DNA el cual es

específico a las clonas o cepas bacterianas. Estas huell as digitales se usarán para demostrar

relac ión entre los microorganismos del mismo género y especie, al comparar las bandas de

9
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las diferentes cepas por visualización directa y/o a través de un software que permitirá

agrupar a las cepas y discriminar su relación..

E) Descripción del estudio

FASE 1: La estandarización de la técnica se realizará con la cepa de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 proporcionada por el laboratorio clínico del Hospital de

Infectología. La cepa se resembrará en medio sólido y líquido de caldo infusión cerebro­

corazón (BHI) para extraer el DNA a partir de una colonia y/o de cultivo líquido puro . Una

vez obtenido el DNA se estandarizará la temperatura de alineamiento en un termociclad or

de grad ientes para tener una ampl ificación sin inespecificidad y también se estandarizará el

grado de astr inge ncia mod ificando la cantidad de MgCIz así como la cantidad de DNA a

uti lizar.

fASE 2: Una vez esta ndarizada la técnica se procederá a colectar muestras de casos de

infección intrahospitalaria. El epidemiólogo, el microbiólogo, la enfermera sanitarista y la

tesista, tendrán comunicación diaria para notificar cuando existan aislamientos de

Pseudomonas aeruginosa de infecci ón intrahospitalaria.
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METODOLOGÍA

1.- Aisla mientos e identificación de bacterias gra mnega tivas

El ais lamiento de las bacterias se realizará en medio s de enriquec imiento diferenciales o

selectivos de acuerdo al origen de los especímenes como son: gelosa sangre (con eritrocitos

de carnero al 5%) , gelosa choco late y agar MacConkey o Agar azul de rnetileno-eosina

(EMB). El aislamie nto de bacterias se hará por estría cruzad a. Los cultivos se incubarán de

34°C a 37°C. Una vez desarroll adas las colon ias en cada uno de los medios, se analizará el

crecimiento con relación al medio donde se promovió el desarroll o, como son:

carac terís ticas de morfología colonial, prueba de oxidasa, colonias fermentadoras o no de

la lactosa, etc, posteriorm ente se teñirán frotis por la técnica de Gram para evidenciar la

morfo logía microscópica. Después de esto se procederá a su identificación con la

aplicación de pruebas bioquímicas por método auto matizado.

2.- Es ta nda rizació n de rep-P CR (Box, E r ic y Rep) :

Se iniciará la estandarización con la extracc ión de DNA de la cepa de refere ncia

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2.\ Ext rac ció n de DNA (ut i l izando el reactivo de tri zol BBL/invitrogen)

a) Lisis y homogenización de la muestra:

1.- Resuspender la colonia tomada del cult ivo puro en 500fll de agua inyectable y

añadi r 500 fll de reactivo de trizol en un tubo eppendorf de 1.5ml

2.- Homogen izar en vortex de 30-60seg

3.- Incubar 5min a temperatura ambiente

b) Separación de fases :

4.- Ad icionar 100 fll de cloroformo, tapar los tubos y agitar en vortex 30-60seg,

incuba r 2-3mi n a temperat ura ambiente

5.- Centrifugar 15min 14 rpm a 4°C (Micro Centrifugette 4214)
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6.- Eliminar la fase acuosa que contiene el RNA. El DNA se encuentra en la

interfase y fase orgánica

e) Precipitación del DNA :

7.- Precipitar el DNA de la fase orgánica adicionando 150 J.lI de etanol absoluto.

Mezclar la muestra por inversión

8.- Incubar 2-3 minoa temp eratura ambiente. Es recom endable dejar 30min a -20 ·C.

En esta etapa se pude quedar precipitando el DNA a -20°C.

9.- Centri fugar a 7500rpm 5min a 4°C

d) Lavado del DNA:

10.- Lavar el botón de DNA con 500 J.l1 de solución de citrato de sodio al 0.1M en

etanol al 10%

11.- Incubar 30min a temperatura ambiente en agitación suave

12.- Centrifugar 7500 rpm 5 mino a 4°C (Micro Centri fugette 4214 ) (eliminar el

sobrenadante)

13.- Repet ir el mismo procedimiento desde el paso 10 al 12

14.- Resuspender el DNA en 80 J.l1 de eta nol al 75%

15.- Incubar a temp eratura ambiente 20-30min (mezclar rap idamente)

16.- Ce ntrifugar 7500 rpm durante 5min a 4°C (Micro Centrifugette 4214)

17.- Eliminar el sobrenadante

18.- Secar o eliminar el etano l en Speed back (vacufuge eppendorft)

19.- Resuspender en 50 J.l I de ag ua inyectable

20 .- Ca lentar 56°C durante 15min en Thermom ixer compact eppendorf

21 .- Cargar 5 J.ll en un gel de agarosa al 1%

2.2. Separación de DNA por electroforésis.

2.2.1 Preparación gel de aga rosa. Si bién el DNA puede ser separado en virtud de su

carga y tamaño bajo el influjo de un camp o eléctr ico se requiere de un soporte sólido o

matriz pa ra tal propósito ( agarosa, poliacril amid a etc.) . La elecció n del soporte a

ut ilizar y la co ncentrac ión a la cual se utilizará de pende del tama ño de las moléc ulas a

separa r. En este estudio se utilizaran geles de agarosa a l 2-3 % ya que los prod uctos
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obtenidos tienen tamaños entre 3 Kb Y 200 pb. Como la concentración de l gel esta

expresada en %, para preparar un gel al 2%

se pesaran en una balanza digita l (Sartorius 0.001 gr - 5 gr) 2 gr de agarosa, los cuales

se disolveran en 100m!. de buffer TBE 1X Y se solubilizará totalmente calentando a

temperatura de ebullición en un horno de microondas (Samsung). Se adicionan 2.5 ul

de Bromuro de Etidio que es un aná logo de las bases nitrogenadas que constituyen el

DNA y puede intercalarse reversiblemente entre éstas y es ·capaz de em itir

fluorescencia naranja por exitación con luz ultravioleta, lo que hace posible visualizar

el DNA.

2.2.2. TBE ( Tris - borate - buffer ). Se utilizará como buffer de corrimiento y en la

preparación de los geles.

Solución Stock 10X : 890Mm Tris base, Ph 8.3 , 890Mm ác ido bórico y 25 mM

EDTA.

2.3 Iniciadores y sec uencias:

L . .. dos micra ores que se uti lizarán y sus secuencias se describen a cont inuación:

1"ld'dO""1
Secuencia

1 Temperatura de
Referencia

aline amiento (Tm)

IBOX AIR IS'-CTACggCA AggCgACgCTgACg-J '1
Versalovic el al.

76.5
1994 (24)

IERIC IR 1S'-ATgTAAgCTCCTggggAlTCAC-J' 1
Versalovic el al.

65 .1
1991 (12)

IERIC1R 1
I

Versalovic el al.
5'-AAgTAAgTgACTggggTgAgCg-3' 66.4

1991(12)

6 1

Versalovic el al.
5'-III ICg ICglCATCIggC-3' 62 .5

1991 (12)

IREP lR I
1

Versalovic el al.
5'-ICgICTTATC lggCCTAC -3' 55 .1

1991 (12)

13



2.4 Mezcla de reacción de PCR:

COMPONENTES PCR CANTIDADES (~L)

ERIC REP BOX
dNTP IOmM I 1 I
Buffer 10X 5 5 5
MgCI225mM 5 5 5
Iniciador IR 20 pmol 1.5 1.5 1.5
Iniciador 2R 20 pmol 1.5 1.5 - -- - - - -

Taq polimerasa Promega U/1l1 2 2 2
DNA bacteriano 10 10 10
Agua estéril 24 24 24

2.5 Perfil térmico:

2.5.1 ERIC:

TEMPERATURA (oC) DURACION (MIN) No. DE
CICLOS

94 3 I
94 1/30seg
52 I 35
68 8
68 8 1

2.5.2 REP:

TEMPERATURA (oC) DURACION (MIN) No. DE
CICLOS

95 7 I
94 I
53 I 30
72 8
72 15 1
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2.5.3 Hox:

TI:MI'ERI\TURI\ (oC) DURI\ CIO N (MI N) No. DE
CICLOS

95 7 1
94 1
53 I 30

65 X
65 16 I

3.- An álisis de los patrones dc bandas gener;H!o s por la rep -I' CR

Los produ ctos de I'CR será n separados por c lcc tro forcs is con buffer TBE a 60 volt s (fuente

de poder marca Bio Rad Power Pac 250v/3al\ /300w). en un gel de agarosa al 2% (Agar osc

high gel strength marca Molecula r Biology Grade Research Organics) teñido en bro muro

de etidio. Se usarán marcadores de peso molecular de DNI\ de Ikb Y 100 pb (marca

INYIT R()( iEN y Hiol.ahs). Los geles se revisarán en un analizador de im ágenes con luz

ultrav ioleta y un so ft wa re (Kodak ID EJ)I\ S 290) para ob tener la image n en la

co m put.rdora . U patnm de handas obt enido que constituye una huella digita l de cada cepa

de P. ueruginosa serú analizado por vi sual iza c i ón di rec ta y/o métodos com pu ta rizados con

el fin de estab lecer las diferencia s entre los patrones de handa y /0 la relación entre éstas .

4.- Aspectos éticos

Dado que en el estudio no se realiza ninguna intervención en los pacientes este protocolo se

ajusta a los princ ipios de la Ley General de Salud Mexicana y a los principios de la

Declaración de Ilelsinki.

5.- An álisi« cstu d istico

Se realizar á un an álisis del patrón de bandas del DNI\ de las cepas aisladas por

visualizac i ón directa Y/I' método s automat izados. para dete rminar si la rep-I' CR es capaz de

discriminar si las cepas est án estrechamente relacionadas o no y de las cepas con el mismo

patrón de handas. se so lic ita rá exped ien te de cada un o de II' s pacientes para determinar si

estuvieron asociados epidemiolúgieamente en el mome nto de adqu irir la infección .
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Esquema general de la realización de la rcp-I'CR.

rep-PC R genomic fingerprinting protocol

Library

Amplification

Cluster Analysis

•
Preparation

PCR
React ions

Pattern Analysis

Isolated DNA

Cells Ilnfected tissue "

or allananDO

Samples

Electrophoresis Image
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RESULTAI>OS

1.- PRIMERA FASE: Estandarizaciún de 1:. técnica

Se inició es tandarización con la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 , de la c ual se extrajo ADN(en 5 tuhos ependoff ) con reactivo de trizo l como se

describió en metodología.

Una vez ohtenido el ADN y visto en un gel de agarosa al 1% teñido con hromuro de etidio,

po r medio de un transi luminador de luz ultravio leta, se cuantific ó en un espectrofotómetro

obteniendo los siguientes resultados:

DNA A13S0R13ANC IA 260 nrn Iuu/m!
I'sl 01683 0841 .5

P52 0.3624 1812
I's3 0.2333 1166
I's4 -------- ------
I's5 0.1724 0086.2

Los iniciadores se resuspendieron en 50011 1de agu a dest ilada y se calentaron 20min a 56 °C.

después se cuantificaron en un cspcctofot órnctro como se mue stra en la sigu iente tabla :

INICIADORES ABSORBA NCIA 260nm Iu wml
130X 0.2198 1099

ER IC 1 0.2389 1194 .5

ERIC 2 0.2398 1199
REI' 1 0.2162 1081

REI' 2 0 .2859 1429 .5

Se utilizó la sigu iente ecuación para preparar alícuotas de 20pmol de cada uno de los

iniciadores :

ug/m l« (ahs 260nm) (dilución) (factor)

20 pmol= volumen que se desea preparar

(ug/ml) (O.OOX )

BOX " IR 20 pmol = 50 = 50/S. 792 = 5.6S = 4·U J-l I ag ua + 5.úXIlI BOX AIR
(10 99) (O.OOS)



--------- - - - - - - - - - - - -- - .. - -

De manera que para preparar 50¡,11 de Box a una concent ración de 20pmol se requirió

añadir a 5.68¡.1I del iniciador de Box , 44 .3pl de ag ua estéril , com o se mue stra en la ecuac ión

anterior y de la mism a forma para cada uno de los demá s iniciadore s co mo se muestra en

las siguientes ecu aciones :

ERIC IR 20 prnol = )0 = 50/9 .55 = 5.23 = 44 .77 ¡.tI agua + 5.23 p i ER IC IR
(1 194) (0.008)

ERIC 2R 20 pmol = 50 = 50/9 .592 = 5.21 = 47. 39pl agua + 5.21 pi ER IC 2R
(1199) (0.008)

REI' IR 20 pmol = 50 = 50/8 .648 = 5.7& = 44 .22 pI agua + 5.78 pi REI' IR
( 1081)(0.008)

REI' 2R 20 pmol = 50 = 50/1 1.436 = 4.37 = 45 .62 pi agua + 4.37pl REI' 2R
( 1429.5) (0.008)

De acuerdo a Maniat ic para I'CR se reco miend a usar O.l pg/ml de AD N bacteri ano . por lo

que si el vo lumen final de la reacción de I'CR es 50 p i entonces:

0. 1ug = 1000 mi
x = 50 pi
x = 0.005 ug

Se utilizó tubo con AD N de PsI con 841 .5p g/ml entonces aplicando la ecuación anterior

quedaría:

84 1.5pg = 1000 mi

0.00 5p g= x

x = 0.00594

Se hizo una dilu ción 1:100 de l AD N:

495 p I agua + 5p l AD N

En 5 pi de A DN orig ina l se lienen4 .20p g ent re 500 = <l.OOR I pg/ml entonces para I'CR se

requ iere O.OOSpg. se tomó un p i de la di lució n 1: I 00 por lo que se adi cio nó 10 "e ces mas

de AD N.
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1.1 Estandarizaci ón d e E1HC

Se procedió a la preparac ión de " eR con los com pon en tes y co ncentraciones ya

mencionados, con los iniciadores [ Rle y co n la ce pa de referencia para defin ir la mejor

temperatu ra de a linea miento medi ant e un gradiente de temperatura com o se muestra en la

figura 1:

3 4 6 7 8 ~ lo 1I 12 13 14 15

1517

1200
10<X)

400
XIX)
700
600

517
500

4tX)

.lOO

roo

I-"i~ 1: Gel ,,1.: aparosa a l 2% teñid o con brom uro de ctid io. donde se muestra un

gradiente Oc: temper atura de a lineamien to . Se util izó AD N de la cepa de re feren cia.

Carril 1) Marcador de pe so mo lecul ar l üü pb Biol .ab s: carri l 2) 46 .4°C: carri l 3)

49 °C: carri l 4 ) 5I.X °C: carri l 5) 54.5°C : ca rril 6) 57.()°C: carril 7) 59 . loe: carri l X)

(,().7°C: carril ! 9) 5I.X oC: car ril l lO) 54.5°C: car ri ll 11) s i.s-c. carril 12 ) 5~ .5 °C:

carril 13 ) 5 I.X°C: carril I~ ) 54.5°C : carri l 15) Marcador de peso mo lecular mar ca

hio lahs de I kb . Del carril 2 a l Xen la mezcla de reacci ón de PCR se añadi ó I!JI de

ADN Y se cargaron en el gel 1 3~1 1 del producto de PC R con 7!J1de buffe r de carga.

En el carril 9 y 10 se <l¡ladiú a la mezcla de reacción de l'L'R IOpl de• AI>N. En el

ca rr il 1I se :ula diú a la nuvcla de· n..'""..c i ón de PC R lul de I) :,\A ro n IOpl de buffer

de ca rga . De l ca rril 12 al 14 se añadi ó a la mezcl a de reacción de PCR 'IJI de ADN

co n ."pl ..le 1a4 po lillll'ra sa marca pn um..·ga (en (..'1 resto de carri les se ten ia 2p l de taq

poli mcrnsa)
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Se determin ó de acuerdo con este gel de agarosa que la tempe ratura donde se tenía mejor

amplificación era de entre 51.8 y 54.5, por lo que se el igió una temperatura promedio de

52°C, también concluimos que añadir 1O~ I de ADN a la mezcla de reacción de PCR era

mejor que 1~I , por mejor resolución de las bandas y que añadir mayor cantidad de taq

polimerasa no influía en una mejor amplifi cación.

Se extrajo ADN de cepas del laboratorio de 4 pacientes: 50, 67, 72, 76, con reactivo de

trizol y se cuantificó midiendo absorbancia a 260nm en un espectrofotómetro con luz

ultravioleta como se muestra en la siguientes tabla:

MUESTRA ABSORBA NCIA 260 nm ug/ml

50 0.002 10

67 0.397 1985

72 IUl05 25

76 0.016 80

Se elaboró un gel de agarosa al 4% para determin ar si un gel mas concentrado que 2%

como el anterior definía mejor las bandas, debido a que los fragmentos de ADN a

amplificar son muy pequeños, de la misma forma se probaron diferentes diluciones de los

A()N extraídos. así como diferentes ca ntidade s de producto de l'eR. se corrio el gel a

líOvolts como se muestra en la figura 2:
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Fig. 2: Gel de: aga rosa al 40/0 teñido con hromuro de etid io, visto en

transilurninaJor de luz ultravioleta. carril 1) M arcador de peso molecular de

100p h de hiulahs. car ril 2) A I>N de Ps 1 dilui do 1:100 (se ca rga ron 101'1 de

prod ucto de peR ). ca rril 3) AI>N Ps 2 diluci ón 1:100 (se ca rgaro n 51'1 de

producto de peR). carril 4) AI>N Ps 3 dilución 1:1 00 (se cargaron 51'1 de

producto de pCR). carril 5) AI>N Ps 4 di lució n I :HM) (se cargaro n 101'1 de

producto de pCR). carril 6 (de éste carril en adel ante se cargaron 121'1 de

producto de pCR): AD N Ps 50 diluci ón 1oSO. carr il 7 ) AI>N Ps 67 dilución

1:100. carr il 8) AD N Ps 72 dilución 1:2. carril 9) AD N I's 72 dilu ción 1:5. carril

10) AD N Ps 7() diluci ón 1:2. carr il 11) control negativo, carril 12) tubo 2 mas

31'1de taq polim crasa, carril 13) ADN Ps SO. carril 14) ADN Ps 67 y carr il 15)

Marcadorde peso molecularde Ikh de invitrogcn.

De acuerdo con estos resultados se establecieron los siguientes parámetros de trabajo:

No es necesario realizar un gel de agarosa al al 4% ya que al 2% se tiene una

buena resolución y separación de los productos de PCR .

1.51'1 de taq polimerasa ( IU /¡JI ) son sufic ientes para la amplificación.

El uso de un marcador de 1 kb (1kb DN¡\ ladder cat no 10381-010 marca

invitrogcn) nos permite dar una mejor aproximac ión del tamaño de los

productos de I'CR obtenidos.
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Un corrimiento a 60volts es suficiente para tener una sepa rac ión adecuada

de los productos de PCR .

El uso de bu ffer TBE en e l co rrimiento electro forético nos ayuda a dar mej or

resolución de los fragmentos de ADN obtenidos en co mpa rac ión con el

buffer TAE.

Una vez estandarizada la técnica de ERIC se procedió a estandarizar la técnica de REP.



1.2 Estaudarizaci ún de n EI)

De la cepa de referencia se utilizó tubo 2 ( 18 12Jlg/m l), con dil ución del AD N (para ob tener

una concentración final de 60 ng/ml de ADN), con el perfil térmico ya descr ito

anteriormente, pero, no hubo amplificación. Se utilizaro n 2 d iferentes marcas de taq

polimerasa: Promega y Biolabs. No hubo ampl ificación . Se cargó ADN a una

concentrac ión final de 60nglml. No hubo amplificac ión. Se probó falla del tcrmociclador , al

realizar programa de Rep PCR tanto en term oc iclador que se hab ía estad o usand o

(cppcndorff) y en otro dife rente (bio mctra) (fig 3) .

234 5 67

A

23 4 5 6 7 8

B

Fig 3. Ge l de agarosa al ~ C}ó teñido con brom uro de ctidio visto en un lransiluminado r de luz

ultravi oleta..Al terrnociclador marca lippcndortfy B) Termociclador marca hiornctra, carril 1)

marcador de peso molec ular de )00 ph de marca invitrogcn : carriles 2.3.4.5. 6.7.&) mismo

producto de PCR con iniciador(le REP-PCK. CO:1 DNA de cepa de referencia .

No hubo amp lificació n. Se ut ilizaron nuevo s dNTPs. MgC I2• Buffer IOX de PCR . la

polimerasa de hot sian. taq po limcrasa de prorn cga y marca amplicasa. para descartar

contami nac i ón. pero. no hubo am pl ificac ión . Se observ ó a l correr el ADN extra ído en un

gel de agarosa al I'Vc. que se obtení a ¡\ RN remanente (lig -l) .



ADN
ge nó m ico

Fig 4: Gel de agarosa al 1% teñ ido con bromuro de ctidio visto en un

transiluminador de luz ultravioleta. Carril 1) Marcador de peso molecular de

Ikb marca invitropcn: carril 2 al 12 ADN gcoómico extraído con reactivo de

trizol , de muestra,s de pacientes del ccpario del labor atorio clínico .

Pensa ndo que los restos de ARN marcados en la figura anterior, interfería con la

amplificac ión. se obtuvo ADN con DNA zol y por ebullici ón para obtener un DNA ma s

puro (fi g 5) con las técnicas que se describen a continuación :

Extracci ón de UNA co n UNAzul BU Reagen t Life Tcc hnologies:

l . Lisis

1.1 Mezclar 1 mi de Í) NAzol con 0.5ml de la suspens ión bacteriana y homogenizar

en vortex

2. Precipi tación del DNA

2.1 Adi cionar O.4ml de isopropanol a la me zcla anterior y me zclar en vortex

2.2 Incubar 5 ruin a temperatura ambiente

2.3 Centrifugar 7500 rpm durante 5min a 4"( (Mic ro Ccntrifugcuc 4214)

:1 . Lavado de DNA

:1 .\ Eliminar el sohrcnada ntc y ad ic ionar al pre cipitado 0.5ml de DNAzn\

:1 .2 Ag ita r en vortcx hasta que el boion de D lA este co mpleta mente d isuelto

:1 .:1 Centri fugar 7500 rpm du rante Smin a 4"C (M icro Ccntrifugcuc 4214) (el iminar

el sobrcnadantc )

:1 .4 Lav ar el hoton de DNA co n 1 mi de etanol al 75%
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3.S Centrifugar 7S00 rpm durante Srnin a 4°C (Micro Ccntrifugcuc 4214)

4. Soluhilizacion del DNA

4.1 Eliminar el etanol del lavado por decantaci ón

4.2 Eliminar el etanol remanente por Speed back (vacufuge cppendorff)

4.3 Resuspender el botan de DNA en 200ftl de agua mQ.

Extracción de DNA por ebullición:

l . En un tubo cppcndorff de I.Sml colocar 200111 de agua mQ

2. Rcsuspender una colonia

3. hervir durante IOmin

4. Centrifugar 7S00 rpm durante Smin a 4°C (Micro Ccntrifugcne 4214)

(eliminar el sohrenadante)

S. Resuspcndcr en 2SIlI de agua mQ

ADN gcnómico puro

Fig 5: Gel de agaro sa al 1% te ñido con bromuro de ctidio, visto

en un trans ilum iuador de hu ultravi olet a. Carril 1) Marcador de

peso mol ecular de l kh de marca biolabs: del canil 2 al 7) AIlN

gl.'númi(:o cx traido de muest ras del ccpario lid laboratorio

..-lin ico . con I )~"/~ I I. (.'11 <..IOf1(": se uhscrva que ya no hay

residuos dc R~:\
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------------ --- --- - - - - - - - - - - - -

Pero aun así no hubo amplificación, se cor rieron los inicia dores y otros iniciadores de

proyect os diferentes a éste, para dete rmin ar si los iniciadores esta han degradados ( figura

6).

Figura6: Gel de agarosa al 1c~'Ú teñ ido con brom uro de

ctidio. con buffer TBE. visto en un transiluminador de

luz ultravio leta. Carril I} Iniciador Box. carril 2) Eric

IR. carril 3) Eric 2R. caril 4) Rcp lR . carril 5) Rcp

2R.carri l 6) Eric IR 20 pmol, carril 7) Eric 2R 20

pmol . carri l K) iniciaJ or N53- 1. carri l 9) N53- 2. carri l

10) "17-5. carril 11) 17-6. carril 12) ESAr 6. carri l 13)

ESAl' 6S. carr il 14 ) ESAl' 6S 11

Al no haber ninguna a lteración se modificó la temperatura de alineamiento a 40°C,

obteniendo amp lific ac ión. por lo que se intentó inic iar con la segunda fase del estud io.

probando la técn ica qu e ya estaba estanda rizada (E RIC) con las muestras de infe cciones

intrahospitalarias, colectadas hasta el mom ento de acuerdo con los criter ios de inclusión y

exclusión de l protocolo. sin obtener ampl ificación. por lo que se prob ó BOX y ERIC.

enco ntrando amplific ación de BOX pero no de ERIC (fig 7).
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2 3

Fig 7: Gel de agarosa al 2% teñid o

con bromuro de ctidio visto en un

tran siluminador de luz ultravioleta.

Carril 1: Marcador dc peso

molecular de IOClpn de marca

invitrog cn. ca rril 2) IlNA tuno I's 5

con 15¡i1 de producto dc I'C I{ de

Box, ca rril 3 ) DNA tono I's 5 con

15¡¡1 dc producto de I'el{ dc ER Ie.

Se determ inó que los iniciadores de ER IC est ab an degradad os, por lo que para continuar

con la segunda fase del estudio se so licitaron nuevos iniciadores de ERIe.

1.3 Estandarización de BOX

Una vez estand ari zada [ RIC y REP. se procedió estan darizar BOX de la 111lSma manera

que con REI'. mod ificando la tempe ratura de alineamiento a 53°C y llevando el DNA a una

co ncent ració n fina l de :lOng/mI.
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-------- - - - - - - - - - - -- -

2 2 2

A B e
FiJ:o H: Gel de agarosa al 2'Yo reñidos (un bro muro de ct idio . Carril 1) Marcador de peso molecul ar de: I kb

marca invitrogen : carril 2) cepa de refe rencia AT CC. A Tccni ca de Rcp : n tecn ica de Box: (" iecnica de Eric

De acuerdo con la figura 8 se da por termin ada la fase de cstand arizacion y se procede a

realizar la segunda fase del estudio,



2.- SEGUNDA FASE: Aplicación de la técnica cn casos de infecciones

intrahospitalaria por Pseudomonas aeruginosa

Se obtuvieron 235 aislamientos del período comprendido entre OI de junio del 2004 al 31

de junio del 2005, de los cuales 164 fueron excluidas porque pertenecían a pacientes de otro

hospital, pediátricos y ambulatorios, de las 73 cepas restantes únicamente 28 fueron

corroborados como infecciones nosocomiales, sin embargo solamente se logró recuperar

ADN de 17 de los 28 aislados a los cuales se les extrajo ADN con reactivo de trizol , se

cuantificaron en espectrofotómetro y se hicieron diluciones de ADN para obtener una

concentración final de 60 ng/rnl para ERIC y REP PCR y 30 ng/ml para BüX.

Las técnicas de REP-PCR (Rep , Eric y I3ox) de las cepas de infecciones nosocomiales

debidas a Pseudomonas aeruginosa durante el período ya señalado antes y su patrón de

handa s identificado por transilurninador de luz ultravioleta se muestran a continuación:
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REI'-I'CR

23456 78 2345678 2 3 4 5

A

2 3 4 567

B

23456 7 8

C

n E

Fig 9: Geles de agurosa al 2°,10 con TB E te ñidos co n bromuro de ct idio. produ ctos de REP-P CR vistos en un tras

ilum inador de luz ultravioleta. A carril I} Marcad or de peso molecular IOOph hiolahs: carril 2) cepa de referencia

ArCe: carril 3 ) paciente ccpario: ca rril -1) paciente 1: carril 5) pac iente 2: carri l 6) paciente 3: carri l 7 ) paciente

cepar io: carri l X} paciente 5. n ca rri l 1) Marcado r de peso mo h.-cular de I kh de bio labs. ca rri l 3) pac iente 1.carri l 6 )

paciente 4: carri l 7) paciente 5: carri l R) paciente 6. C carri l 1) Marcador de peso molecular de I kb de invitrogen ;

car ril 2) paciente del cepa rio: carril 3 ) paciente 1: carril -t) paciente ccpario: carril 5) paciente 7: 11 carril 1)

Marcador de peso molecular de I kb de biolahs : carri l 3 ) pacien te 7: carril 6 ) pac iente 10: ca rril 7) paciente 11. Jo:

carr il 1) Marcador de rx"SH mo lecul ar J kb invitro gcn: carril ~) paciente 1-1 : carril 6) paciente 15: carril 7) paciente

17: carri l Xl paciente 2.

Es posible determinar a s imple vistn hay band as muv bien definido entre cada una de las

cepas.

Las comparaciones que podemos hacer en esta técnica. de acuerdo co n estos ge les. es que

la cepa del pac iente I que corresponde al carril 4 de la figura A y al carril 3 de la figura B.
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donde tenemos que el patr ón de bandas es muy similar, sin embargo, no corresponde al

mismo peso mo lecular de cada una de las bandas comparadas entre los diferentes geles, es

decir en ambos geles la primera band a grue sa corresponde al mismo peso molecu lar, sin

embarg o, la segunda band a gruesa en el gel A corresponde a un peso menor de 600pb y en

el gel B corresponde a 600pb. Además entre estas dos comparaciones podemos añadir que

hay un patrón de bandas de menor peso molecular en gel A pero no en B. El carril 3 del gel

C es la misma cepa del paciente 1 y también tiene el mismo patrón de bandas que el carril 4

de la figura A. Con la cepa de l paciente 5 ocurre algo sim ilar donde el carri l 8 de la figura

A y el carril 7 de la figura B corresponden a esta cepa. Y por último comparando las bandas

de la cepa del paciente 7. que es el ca rril 5 de la figura C vs carril 3 de la figura O, nos

dam os cuent a que no es el mismo , a pesar de corresponder al mismo ADN ya la misma

técnica de " CR. pero estos produ ctos de PCR fueron realizad os en tiempos dife rentes.
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BO X-I'CR

2 3 4 5 6 7 8 3 4 6 7 8 9 10 1I 12 13 14 15

A B

2 3 4 56 7 & 2 3 4 5 6 7

C D

Fi~ tu: Gele s de aga rosa al 2~, ("UIl TBE teñido con bro mu ro de ctidio, A Ca rri l 1) Marc ador de peso

molecular de lkb de invirrogcn; carril 2) paciente ccpario: carril 3) pacien te 1: carril 4) paciente 2: carril 7 )

paciente 4: carril 8) paciente 5. 11 Carril 1) marcador de peso mo lecular l kb de hiolabs: carril 2) cepa de

referencia ATCC: carril 3.4.5 .8.10 y 12) pac iente cepario: carril ó) paciente 2: carril 7) paciente 3: er.rri191

pacie nte 6: carr il 11) pacie nte 1: carril 131 paciente 7: carril 14 ) paciente 8: ca rril 15) paciente 9. e Carri l

1) Marcador de peso molecular I ~h tic invitropcn : carri l 2) paciente R: carril Jl paciente 9: carril 4)

pacien te 10: carri] ~) pariente 12: car ril 6) paciente 13: carri l 7) pacien te I ~ : carri l 8) cepa de referencia

ATec. n Carril 1) Marcador de IX~SO 11101c..·eular 1 kh de iuvi trogcn: carril 2) paciente I~ : carril 3) paciente

16: carril I} pac iente 17: carril 5) pacicmc 2: ...·arri l ll ) paciente 16: carril?) Cepa de referencia ATCC.

También con esta técnica es posible ide nti ficar por visualización directa un pat rón de

bandas diferente de cada una de las ce pas,
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Podemos identificar un patrón de bandas muy similar entre el carril 8 de la figura C y el

carril 7 de la figura () que corresponden a la cepa de referencia ATCC, sin embargo, el

carril 2 de la figura B también corresponde al mismo ADN y aun así no hay una similitud

entre las bandas. En el carril 4 de la figura A y el carril 6 de la figura 13 corresponden a la

misma cepa del paciente 2, donde se puede observar que no hay similitud en las bandas. Lo

mismo podemos observar en el carril 3 y el carril 11 de las figuras A y 13 respectivamente

donde la cepa corresponde al paciente 1, sin embargo, no hay correlación en el patrón de

bandas, ni siquiera en el numero de estas. También la cepa del paciente 9, carril 15 de la

figura 13 y carril 3 de al figura C no tienen similitud en el patrón de banda.
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ERIC-PCR

2 3 4 5 6 7 23456 7 89

A B

2 3 456 7 8

C

Fig ID: Gele s de agarosa al 2% con TB E te ;ido con brom uro de etidio . A Carril) Marcador de peso molecular de l kb de

biolabs, car ril 2,3,4 y 6) paciente cepario: carri l 5) paciente 1: carr il 7) pacient e 4. B Carril 1) Marcad or de peso molecular

de IOOpbde biolab s; carril 2) paciente 1; carr il 3 y 4) paciente 4; carril 5) pacient e 14; carril 6) paciente 15; carril 7) 16:

carril 8) paciente 17: carril 9) paciente 2. e Carr il 1: Marc ador de peso molecul ar de I kb de bio labs; carr il 5) paciente

15; carril 6) paciente 16; carril 7) paciente 17; carril 8) paciente 2.

En esta técnica los patrones de banda son similares que en las dos técnicas anteriores,

donde podemos comparar la cepa del paciente 1 que corresponden al carril 5 de la figura A

y el carril 2 de la figura B, observándose el mismo patrón de bandas , de la misma

intensidad , pero no podemos decir lo mismo con la comparación de la cepa del paciente 4

donde tenemos que el carril 7 de la figura A y los carril es 3 y 4 de la figura B corresponden

a esta cepa, pero de diferentes productos de PCR (es decir, PCR hechas en tiempos

diferentes) y no hay similitudes.
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I>JSCUSION

Debido al impacto que tienen las infecc iones nosocomiales en los hospitales, se inicio este

proyecto con la finalidad de implementar una técnica fácil y económica para poder

identificar brotes nosocomiales, debido a que el estándar de oro (la electroforesis de

campos pulsados) es una técnica muy cara, que requiere un equipo especial. De acuerdo

con la literatura la Rep-PCR comparada con el estándar de oro, es considerada una técnica

con un buen nivel de discriminación entre cepaS(23)'

De los 28 aislamientos corroborados corno infecciones nosocorniales únicamente se pudo

extraer ADN de 17 cepas, debido a que las otras 11 cepas, no fueron viables (no se logró

recuperarlas después de tenerlas en congelación).

De estas 17 cepas, con la REP únicamente en 14se pudo amplificar las secuencias de este

iniciador, ya que se probaron todos los ADN extraídos con diferentes técnicas (trizol,

DNAzol, hervido) y con ninguno se obtuvo amplificación. Con BOX, se obtuvo

amplificación en 16 cepas. Con la cepa del paciente 11 no se logró obtener amplificación

probando todos los ADN extra ídos. Con ERIe. únicamente pudimos obtener amplificación

de 6 cepas. esto último debido a que los inici adores se degradaron.

Aunque cada una de estas técnicas son fáciles, en cuanto a preparación se refiere, estas

PCR requieren un tiempo largo para llevarse a cabo (en total de 5 a 6 hrs), debido a que

los tiempos de polimerización son excesivamente largos ( 8 min /ciclo). Por otra parte, la

diferencia de temperaturas de alineamiento y el requerimiento de un número de ciclos

diferentes para cada una de ellas. hace difícil la realización de las 3 técnicas en un mismo

día . En los diversos trabajos revi sados de la literatura. so lamente se han utilizado dos

técnicas en cepas grarnncgativas (REP y ERIC)(13) y BOX se había utilizado para cepas

grampositivas.u; Solamente hay un trabajo en la que se ha utilizado BOX para bacterias

gramnegativas(25). que fue precisamente para P. aeruginosa. Sin embargo, en esta

referencia. no se publican los geles obtenidos. los cuales habrían sido de mucha utilidad

para tener una base en cuanto al patrón de bandas que debimos haber esperado. Es

nece sario destacar que ~sta cs la única referencia en donde se ha analizado P. aeruginosa

mediante la t écnica de REI'-I'CR (utilizando únicamente iniciadores para BOX). Se decidió

reali zar el provecto utilizando los iniciadores de Rcp , Eric y Box para amplificar el ADN

de P. aeruginosa con s iderando que el conjunto de estas tre s secuencias repetidas en el

35



A()N nos permite hacer un análisis co n mayor fuerza discrim inatoria que nos ayude a

establecer o descartar relación entre cepa s de P. aeruginosa obtenidas de di ferentes

pacientes con infecciones nosocomiales.

Cuan do se obtuvo la estandarización de la técnica de ERIC y al intentar iniciar con la

segunda fase del estudio, no hubo amplificación de ERIC, por lo que se comparo ERIC vs

130X, realizando una PCR con cada uno de estos iniciadores y con el mismo DNA, al no

haber amplificación de ERIC, pero si de 130X se determ inó que los iniciadores de ERIC se

habían degradado, una vez obtenidos nuevos iniciadores de ERIC, no se pudo completar el

estud io con esta técnica ya que nuevamente se degradaron, quedando incompleta la

segunda fase . Al real izar el anál isis de la secuencia del inic iador ERIC 2 (que es el que se

degradó en dos ocasiones) con la ayuda del programa Plasmid que nos permite identificar

la formación de estructuras secundarias internas o bién la formación de dímeros entre

cadenas del mismo iniciador, no se detecto la presencia de este tipo de secuencias dentro

de ERfc 2 y es realmente dificil de expli car porque se degrado este iniciador (la cual se

corroboró por visuali zac ión en un gel de agarosa) ya que su secuencia es muy semejante en

cua nto a su contenido de Al' y CG al de ERIC I e l cua l permaneció establ e. Ta mpoco es

atr ibuible a una falla en la síntesis . primero porque en un inic io amp lificó. lo que descart a

una alterac ión en su secuencia y la casa co mercia l que elaboró los iniciadore s en las dos

ocasiones fueron diferentes.

Pero con sid erando que todavía teníamos las otra s dos técnicas para real izar la comparación

entre las cepas, continuamos co n el proyecto. Aunque la literatu ra mencio na un buen poder

de discriminación entre las cepas. esto no sucedió en este trabajo deb ido a que una misma

cepa amplificada con la misma técnica nos puede dar bandas igua les o diferentes, como

fue descrito en la sección de resultados, de tal manera y debido a que no hay

reproducib ilidad entre una misma cepa con una misma técnica, no podem os reali zar una

comparaci ón val ida entre las diferent es cepas de cada una de las técn icas.

Adema s hay que destac ar que cuando se intento rea lizar ge les para fotografía , es deci r

conjuntar productos de peR que dieron una buena ampli ficació n anter iormente con otras

que tambi én amplificaron. con DNA diferentes. para poder hacer una buena compa ració n

entre ella s. tuvimo s el problema que no se visualizó el pat rón de handas espe rado en el gel.
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de tal manera que parece ser que los productos de f'CI{ tamb i én son muy inestable s y no es

posible ver su patrón de bandas después de algún tiemp o.

Sin embargo, al analizar el gel de la figura l que es fue la única ocasión en que se amplificó

en una misma corri da de PCR un mismo produ cto que fue el ADN de P. aeruginosa

ATCC, se observa que el patrón de bandas obtenido es el mismo, lo que sugiere que lo

mencionado anteriormente en cuanto al comportamiento de los productos de peR de los

especimenes de los pacientes no sea debido a una falta de reproducibil idad de la técnica,

sino a falla de estabilidad de los produ ctos de PCR.



CONCLUSIONES

La Rep-I' CR que ampl ifica tres tipos de secuencias repetidas extrag énicas en el DNA

de bacterias y que se propone que podría ser útil para poder discr iminar entre cepas

productoras de brotes nosocomiales, es estandari zable , sencilla y mas econ ómica que el

estándar de oro (electroforesis de campos pulsados) sin embargo, de acuerdo con nuestros

resultados, concluirnos que la Rep-I'CR es reproducible siempre y cuando los esp écimenes

sean procesado s en un mismo tiempo, tant o de extracción de ADN corno de corrimiento de

los productos de PCR, ya que es prob able que nuestros resultados sean un reflejo de la

inestabilid ad de los productos de I'CR , de tal manera que el poder discriminatorio de la

prueba debe determinarse con trabajos posteriores pero considerando esta inestabilidad.
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