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ANTECEDENTES

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (IIH) son adquiridas por los pacientes
como consecuencia de su atencion en los hospitales. De acuerdo con el CDC (Centro para
el Control de Enfermedades) de Atlanta, GA. USA. un caso de infeccién nosocomial se
define como la condicion localizada o generalizada resultante de la reaccion adversa a la
presencia de un agente infeccioso o su toxina y que no estaba presente ni en periodo de

incubacion al momento del ingreso del paciente al hospital y que se presenta en 48 a 72
horas posteriores al ingreso hospitalario, definicién que ha sido aceptada y adoptada en
nuestro pais publicada en el diario oficial de la federacion el 30 de marzo del 2000 (). Asi
mismo un brote epidemiolégico de infeccion nosocomial es la ocurrencia de dos 0 mas
casos de infeccion nosocomial, asociados epidemiolégicamente en un nimero mayor a lo
esperado y en hospitales donde dicha ocurrencia epidemiolégica sea nula, la presencia de
un solo caso de define automaticamente como un brote de infeccion nosocomial ;). En
nuestro pais el programa nacional de Redes Hospitalarias de Vigilancia Epidemiologica
(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
economicos. La mortalidad a causa de las mismas se estima en un 5-10%, es decir 40,000 a
60,000 fallecimientos al afio (2 3,

Respecto al sitio afectado y agente causal de éste tipo de infecciones esta estrechamente
relacionado, por ejemplo las infecciones nosocomiales mas comunes son las infecciones de
vias urinarias y los gérmenes mas frecuentemente aislados son Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis y Cdndida sp, seguidas de las infecciones de dispositivos
intravasculares causadas por Staplylococcus epidermidis, el mas frecuente y también las
neumonias por hipostatismo cuyo el germen etioldgico mas aislado es Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y especies de enterobacterias 4. En el Hospital de
Infectologia del CMNR del afio 2000 al afio 2003 las infecciones de vias urinarias y los
sitios de insercién en del catéter son las infecciones mas frecuentes y dentro de los
gérmenes aislados estdn principalmente P. aeruginosa, S. aureus y S. coagulasa negativo

()



Desde el punto de vista epidemioldgico hay sospecha de un brote infeccioso nosocomial
cuando la tasa mensual de una infeccion particular excede el 95% del intervalo de
confianza basado en la tasa del afio previo para ese mes, estando justificada una
investigacion, la cual estara dirigida a conocer si el brote es causado por una sola cepa o si
es causado por cepas diferentes en lo cual se podrd echar mano de los recursos disponibles
que haya en el hospital afectado, con el objeto de evitar la propagacion 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 epidemiolégico con el que minimamente cuenta todo hospital de
cualquier nivel, métodos de tipificacion fenotipica y métodos de tipificacién mas
sofisticados como la genotipificacion.
La division de cepas dentro de subgrupos se llama tipificacion bacteriana. Esto permite que
las cepas de las misma especie aisladas de un grupo epidemiolégico puedan ser claramente
distinguidas de las cepas no relacionadas epidemiolégicamente ). Los métodos de
tipificacion deben reunir tres caracteristicas esenciales (): Primero: Un alto grado de poder
de tipificacion (tipifibilidad) para obtener un resultado definitivo para cada aislado
probado; segundo: Buena reproducibilidad dentro de uno y entre diferentes laboratorios
para realizar la misma tipificacion dondequiera que la cepa es probada y tercero: Capacidad
discriminante dptima para distinguir entre cepas no relacionadas epidemioldgicamente,
Los laboratorios de microbiologia clinica han ofrecido tradicionalmente anélisis
fenotipicos que dependen de una evaluacién de caracteristicas expresadas por el
microorganismo, ejemplos de sistemas fenotipicos son:. perfil antimicrobiano,
biotipificacion, serotipificacion, fagotipificacion, electroforesis en geles de poliacrilamida,
inmunoblot y electroforesis de enzimas multilocus para evaluar la relacién de los aislados
®,7- Los métodos fenotipicos tradicionales tienen varias desventajas, todos estin limitados
al nimero restringido de caracteristicas que pueden ser examinadas, ellos podrian generar
resultados malinterpretados debido a las alteraciones variables en la expresion de genes o
antigenos que los hacen sistemas de baja reproducibilidad y baja discriminacion (g 7g).

En la pasada década de los 90°s se acrecentd el interés en las técnicas moleculares para el
andlisis epidemiologico de los brotes infecciosos, lo cual condujo al uso del término

Epidemiologia Molecular. Dado que el DNA cromosomal representa una molécula



fundamental para la identificacion celular, ha resultado de particular interés en la
evaluacion de la similaridad cromosomal como una medida epidemiologica o). Algunos
ejemplos de técnicas moleculares son (g 10, 11): Perfil de plasmidos, los métodos basados en
los perfiles de restriccion del DNA cromosomal: southern blot y los polimorfismos de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, restriction fragment length
polymorphism), ribotipificacion (ribotyping, RFLP del DNA ribosomal) la electroforesis en
gel de campos pulsados (PFGE; pulsed field gel electrophoresis) que es considerado el
estandar de oro de los métodos de tipificacion molecular, los métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): PCR-RFLP, el DNA de los polimorfismos
amplificados al azar (RAPD, random amplified polymorphism DNA), los polimorfismo de
tamafio de los fragmentos amplificados (AFLP), secuenciacion y la rep-PCR (PCR de
elementos repetitivos). Estas técnicas dependen de la separacion electroforética de
fragmentos de DNA de longitudes moleculares diferentes. El resultado electroforético es
representado por un patrén de bandas sobre el gel (huellas digitales) ().

Versalovic y colaboradores (i3, describieron un método para hacer huellas digitales de los
genomas bacterianos al examinar los patrones especificos de cepas obtenidos de la
amplificacion por PCR de elementos de DNA repetitivos presentes dentro de los genomas
bacterianos. Dos series principales de elementos repetitivos se usan para propositos de
tipificacion, los elementos palindrémicos extragénicos repetitivos (REP) y las secuencias
consenso intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC). Los elementos REP son
secuencias de 38 pares de bases (pb) que consisten en seis posiciones degeneradas y una
asa variable de 5 pb entre cada lado de un tallo palindromico conservado. Las secuencias
REP han sido descritas para numerosas enterobacterias (13). La naturaleza palindromica de
los elementos REP y su capacidad para formar estructuras de asas de tallo ha llevado a la
propuesta de funciones miltiples para estos elementos dispersos y conservados altamente.
Las secuencias ERIC son una segunda serie de secuencias de DNA las cuales han sido
exitosamente usadas para tipificar DNA. Las secuencias ERIC son elementos de 126 pb los
cuales contienen repeticiones invertidas conservadas altamente y estan localizadas en
regiones extragénicas del genoma bacteriano (i3, ja).

Mientras las secuencias REP y ERIC son los blancos mas com{nmente usados para tipificar

DNA otros elementos repetitivos, la secuencia BOX, ha sido usada para diferenciar



Streptococcus pneumoniae (5. Los elementos BOX estan localizados dentro de regiones
intergénicas y pueden también formar estructuras de asas de tallo debido a su simetria 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 tamaiios moleculares de 59, 45, y 50 nucledtidos respectivamente ().
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 niimero de especies bacterianas
(16):

Los patrones de ERIC son generalmente 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 discriminatoria sobre aquella técnica aplicada sola.

La rep-PCR estd rapidamente siendo el método mas usado para tipificar DNA. Los
iniciadores para REP y ERIC han sido usados exitosamente para diferenciar cepas S.
aureus (17), Pseudomonas sp s, S. epidermidis (15). La técnica de rep-PCR es ficil de
realizar y puede ser aplicada a nimeros grandes y pequeiios de aislados, muestra
aplicabilidad a especies mas amplia y ha demostrado en fuerza discriminatoria ser superior
a otras técnicas moleculares (2021

La rep-PCR tiene una buena correlacion con los resultados de la PFGE pero, en general,
con ligeramente menos fuerza de discriminacion (23).

Finalmente, con la informacién anterior consideramos importante estandarizar la técnica de
rep-PCR para que sirva como método de tipificacion molecular de las cepas que causan

infeccion intrahospitalaria en el Hospital de Infectologia.



JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales son un problema serio que causa una elevada morbi-
mortalidad, ademas de que prolongan los dias de estancia hospitalaria que en conjunto
incrementan los costos importantemente en los hospitales, todo esto constituyen razones
para implementar un equipo de vigilancia epidemiolégica en el que ademas de
epidemiodlogos, enfermeras, médicos, microbidlogos, etc., debe contar con un buen sistema
de tipificacion que permita identificar cepas que tengan un origen o fuente comin y
posibles inicios de brotes de infecciones intrahospitalarias que redundaria en la prevencion
de la diseminacion de infecciones intrahospitalarias y por consiguiente en una disminucion
de costos. Por lo anterior se pretende llevar a cabo un sistema de tipificacion molecular para
Pseudomonas aeruginosa de posible fuente comin o brotes de infecciones
intrahospitalarios, este sistema es considerado similar en la tipifibilidad, discriminacién y
reproducibilidad a la electroforesis en gel de campos pulsados que es considerado el
estandar de oro pero que comparado a la rep-PCR resulta un sistema mas costoso en cuanto
a equipo y reactivos, ademés de la necesidad de requerir mas tiempo y personal para

realizarlo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
;Pueden las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de infecciones intrahospitalarias

del Hospital de Infectologia CMNR tipificarse mediante la rep-PCR?

OBJETIVO GENERAL

Tipificacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en el Hospital de Infectologia
CMNR de infecciones intrahospitalarias durante el periodo de junio del 2004 a junio del
2005 mediante la rep-PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
|. Estandarizar la técnica Rep-PCR (REP, ERIC y BOX) con P. aeruginosa obtenidas
del cepario del Hospital de Infectologia
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 Infectologia, CMNR.

HIPOTESIS
La tipificacion molecular de Pseudomonas aeruginosa mediante la técnica de rep-PCR
permitira identificar cepas relacionadas a un brote nosocomial del Hospital de Infectologia

CMNR durante el periodo de junio del afio 2004 a junio del afio 2005.



MATERIAL Y METODOS:

A) Lugar de realizacion
El estudio serd realizado en la Unidad de Investigacion Médica de Inmunologia e
Infectologia, Seccién de Bacteriologia y Servicios Clinicos del Hospital de Infectologia del

CMNR.

B) Disefio del Estudio

Observacional, descriptivo, transversal, prospectivo.

C) Criterios de seleccion
C.1) Criterios de inclusion
a. Seran incluidas todas las cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de
pacientes hospitalizados en el Hospital de Infectologia del CMNR con infeccién
intrahospitalaria durante el periodo de junio del 2004 a junio del 2005.
C.2) Criterios de no inclusion
a. Todas las cepas bacterianas aisladas durante el periodo de junio del 2004 a junio del
20005 que no correspondan a una infeccion 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 pedidtricos
C.3) Criterios de eliminacién
a. Todas las cepas bacterianas aisladas de una infeccion intrahospitalaria de las que no

se obtuviera ADN.



D) Variables del estudio

D.1) Infeccion intrahospitalaria.

Definicion conceptual: Es toda condicién sistémica o localizada que resulla de la reaccién
adversa a la presencia de microorganismos o sus loxinas. Se considera intrahospitalaria, si
existe evidencia que no estaba presente o en incubacién al momento del ingreso del
paciente al hospital. Para muchas infecciones intrahospitalarias baclerianas eso significa
que la infeccién usualmente se hace evidente 48 horas o mids, luego de la admisién al
hospital.

Definicién operacional: Serd considerada infeccion intrahospitalaria aquella infeccién
(neumonia, infeceidn de vias urinarias, etc) reportada por el médico, enlermera, etc., y que

retina los criterios de acuerdo ul CDC,

D.2) Brote intrahospitalario.

Definicion conceptual: Es la ocurrencia de dos o muis casos de infeccion nosocomial,
asociados epidemioldgicamente en un nimero mayor a lo esperado; y en hospitales donde
dicha ocurrencia epidemioldgica sca nula, la presencia de un solo caso se define
automaticamente como un brote de infeccion nosocomial

Definicion conceptual: Se considerard un brote infeccioso nosocomial cuando la tasa
mensual de una infeccién particular excede el 95% de intervalo de confianza basado en la
tasa del ano previo para ese mes, estando justificada una investigacion (5), la cual estard
dirigida a conocer si el brote es causado por una sola cepa o si es causado por cepas

diferentes.

D.3) rep-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa de secuencias repetitivas)
Definicion conceptual. Es un método ripido de tipificacion genética que amplifica el DNA
de regiones repetitivas esparcidas en el genoma que permite distinguir a nivel de cepas

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



secuencias repetitivas diferentes que usan distintos primers o iniciadores como: REP-PCR,
ERIC-PCR, y elementos BOX.

Definicion operacional. Dado que el sistema de tipificacion 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
especificos nos permite la amplificacion de fragmentos de tamaiios diferentes (amplicones)
que corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas y
gramnegativas. Los productes de PCR serdn analizados en un gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio, para generar un patrén de huella digital de DNA el cual es
especifico para cada clona o cepa bacteriana. Estas huellas digitales se usardn para
demostrar relacion entre los microorganismos del mismo género y especie, al comparar las
bandas de las diferentes cepas por visualizacion directa y/o a través de un software que
permitira agrupar a las cepas v discriminar su relacion..

D.2.2.2) REP-PCR. Procedimiento que por medio de PCR y utilizando dos iniciadores
especificos nos permite la amplificacion de fragmentos de tamaiios diferentes (amplicones)
que corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas vy
gramnegativas. Los productos de PCR seran analizados en un gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio, para generar un patron de huella digital de DNA el cual es
especifico a las clonas o cepas bacterianas. Estas huellas digitales se usardn para demostrar
relacion entre los microorganismos del mismo género y especie, al comparar las bandas de
las diferentes cepas por visualizacion directa y/o a través de un sofiware que permitira
agrupar a las cepas y discriminar su relacion.

D.2.2.3) BOX A. Procedimiento que por medio de PCR y utilizando un iniciador especifico
nos permite la amplificacion de fragmentos de tamafios diferentes (amplicones) que
corresponden a regiones de DNA repetitivo extragénico de bacterias grampositivas y
gramnegativas. Los productos de PCR serdn analizados en un gel de agarosa al 2% teiiido
con bromuro de etidio, para generar un patron de huella digital de DNA el cual es
especifico a las clonas o cepas bacterianas. Estas huellas digitales se usarén para demostrar

relacion entre los microorganismos del mismo género v especie, al comparar las bandas de



las diferentes cepas por visualizacion directa y/o a través de un sofiware que permitird

agrupar a las cepas y discriminar su relacion..

E) Descripcion del estudio

FASE 1: La estandarizacion de la técnica se realizard con la cepa de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 proporcionada por el laboratorio clinico del Hospital de
Infectologia. La cepa se resembrard en medio solido y liquido de caldo infusién cerebro-
corazon (BHI) para extraer el DNA a partir de una colonia y/o de cultivo liquido puro. Una
vez obtenido el DNA se estandarizaré la temperatura de alineamiento en un termociclador
de gradientes para tener una amplificacion sin inespecificidad y también se estandarizara el
grado de astringencia modificando la cantidad de MgCl; asi como la cantidad de DNA a
utilizar,

FASE 2: Una vez estandarizada la técnica se procedera a colectar muestras de casos de
infeccion intrahospitalaria. El epidemidlogo, el microbidlogo, la enfermera sanitarista y la
tesista, tendrdn comunicacion diaria para notificar cuando existan aislamientos de

Pseudomonas aeruginosa de infeccion intrahospitalaria.



METODOLOGIA

1.- Aislamientos e identificacion de bacterias gramnegativas

El aislamiento de las bacterias se realizard en medios de enriquecimiento diferenciales o
selectivos de acuerdo al origen de los especimenes come son: gelosa sangre (con eritrocitos
de camnero al 5%), gelosa chocolate y agar MacConkey o Agar azul de metileno-eosina
(EMB). El aislamiento de bacterias se hara por estria cruzada. Los cultivos se incubaran de
34°C a 37°C. Una vez desarrolladas las colonias en cada uno de los medios, se analizara el
crecimiento con relacion al medio donde se promovié el desarrollo, como son:
caracteristicas de morfologia colonial, prueba de oxidasa, colonias fermentadoras o no de
la lactosa, etc, posteriormente se tefiiran frotis por la técnica de Gram para evidenciar la
morfologia microscopica. Después de esto se procedera a su identificacion con la

aplicacion de pruebas bioquimicas por método automatizado.

2.- Estandarizacion de rep-PCR (Box, Eric y Rep):
Se iniciara la estandarizacion con la extraccién de DNA de la cepa de referencia

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2.1 Extraccion de DNA (utilizando el reactivo de trizol BBL/invitrogen)

a) Lisis y homogenizacion de la muestra:
I.- Resuspender la colonia tomada del cultivo puro en 500ul de agua inyectable y
afiadir 500yl de reactivo de trizol en un tubo eppendorf de 1.5ml
2.- Homogenizar en vortex de 30-60seg
3.~ Incubar Smin a temperatura ambiente

b) Separacion de fases:
4.- Adicionar 100 pl de cloroformo, tapar los tubos y agitar en vortex 30-60seg,
incubar 2-3min a iemperatura ambiente

5.- Centrifugar 15min 14 rpm a 4°C (Micro Centrifugette 4214)

11



6.- Eliminar la fase acuosa que contiene el RNA. El DNA se encuentra en la
interfase y fase organica
¢) Precipitacion del DNA:
7.- Precipitar el DNA de la fase orgénica adicionando 150 pl de etanol absoluto.
Mezclar la muestra por inversion
8.- Incubar 2-3 min. a temperatura ambiente. Es recomendable dejar 30min a -20°C.
En esta etapa se pude quedar precipitando el DNA a -20°C.
9.- Centrifugar a 7500rpm Smin a 4°C
d) Lavado del DNA:
10.- Lavar el botén de DNA con 500 pl de solucién de citrato de sodio al 0.1M en
ctanol al 10%
11.- Incubar 30min a temperatura ambiente en agitacién suave
12.- Centrifugar 7500 rpm 5 min. a 4°C (Micro Centrifugette 4214) (eliminar el
sobrenadante)
13.- Repetir el mismo procedimiento desde el paso 10 al 12
14.- Resuspender el DNA en 80 pl de etanol al 75%
15.- Incubar a temperatura ambiente 20-30min (mezclar rapidamente)
16.- Centrifugar 7500 rpm durante Smin a 4°C (Micro Centrifugette 4214)
17.- Eliminar el sobrenadante
18.- Secar o eliminar el etanol en Speed back (vacufuge eppendorff)
19.- Resuspender en 50 pl de agua inyectable
20.- Calentar 56°C durante 15min en Thermomixer compact eppendorf

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

2.2. Separacion de DNA por electroforésis.
2.2.1 Preparacion gel de agarosa. Si bién el DNA puede ser separado en virtud de su
carga y tamafio bajo el influjo de un campo eléctrico se requiere de un soporte sélido o
matriz para tal propdsito ( agarosa, poliacrilamida etc.). La eleccion del soporte a
utilizar y la concentracion a la cual se utilizard depende del tamaiio de las moléculas a

~

separar. En este estudio se utilizaran geies de agarosa al 2-3 % ya que los productos



obtenidos tienen tamaiios entre 3 Kb y 200 pb. Como la concentracion del gel esta

expresada en %, para preparar un gel al 2%

se pesaran en una balanza digital (Sartorius 0.001gr — 5 gr) 2 gr de agarosa, los cuales

se disolveran en 100ml. de buffer TBE 1X y se solubilizara totalmente calentando a

temperatura de ebullicién en un horno de microondas (Samsung). Se adicionan 2.5 pl

de Bromuro de Etidio que es un andlogo de las bases nitrogenadas que constituyen el

DNA y puede intercalarse reversiblemente entre éstas y es capaz de emitir

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

el DNA.

2.2.2. TBE ( Tris — borate —buffer ). Se utilizard como buffer de corrimiento y en la

preparacion de los geles.

Solucién Stock 10X : 890Mm Tris base, Ph 8.3, 890Mm écido bérico y 25 mM

EDTA.

2.3 Iniciadores y secuencias:

Los iniciadores que se utilizaran v sus secuencias se describen a continuacion:

Temperatura de
Iniciadores! Secuencia Referencia
alineamiento (Tm)
Versalovic et al.
BOX AIR [|5-CTACgeCAAgeCeACgCTgACg-3' 76.5
1994 (24)
Versalovic er al
ERIC IR [|5-ATgTAAgCTCCTggegATTCAC-3' 65.1
1991 (12
Versalovic et al
ERIC 2R |[5'-AAgTAAgTgACTggepTgAgCg-3' 66.4
199112
Versalovic el al
REP IR  |[5-1IIICgICgICATClgeC-3" 62.5
Iggl “:1
] Versalovic er al.
REP 2R  ||5-ICgICTTATClggCCTAC-3' 55.1 1991
(12)




2.4 Mezcla de reaccion de PCR:

COMPONENTES PCR CANTIDADES (uL.)
ERIC REP BOX
dNTP 10mM 1 I 1
Buffer 10X 5 5 5
[MgCl, 25mM 5 5 5
Iniciador IR 20 pmol 1.5 1.5 1.5
Iniciador 2R 20 pmol 1.5 1.5 semeen
Taq polimerasa Promega U/ul 2 2 2
DNA bacteriano 10 10 10
Agua estéril 24 24 24
2.5 Perfil térmico:
2.5.1 ERIC:
TEMPERATURA (°C) | DURACION (MIN) No. DE
CICLOS
94 3 1
94 1/30seg
52 1 35
68 8
68 8 |
2.5.2 REP:
TEMPERATURA (°C) | DURACION (MIN) | No.DE
CICLOS
95 7 |
94 1
53 | 30
72 8
72 15 1




2.5.3 Box:

TEMPERATURA (°C) | DURACION (MIN) | No. DE
CICLOS
95 7 I
94 1
53 1 50
65 8
65 16 |

3.- Anilisis de los patrones de bandas generados por la rep-PCR

lLos productos de PCR serin separadas por electroforesis con buffer TBI a 60 volis (fuente
de poder marca Bio Rad Power Pac 250v/3aA/300w), en un gel de agarosa al 2% (Agarose
high gel strength marca Molecular Biology Grade Research Organics) tediido en bromuro
de ctidio. Se usaran marcadores de peso molecular de DNA de kb y 100 pb (marca
INVITROGEN v Biolabs). Los peles se revisaran en un analizador de imégenes con luz
ultravioleta v un software (Kodak 1D EDAS 290)  para obtener la imagen en la
computadora. El patron de handas obtenido que constituye una huella digital de cada cepa
de P aeruginosa seri analizado por visualizacion directa y/o métodos computarizados con

¢l fin de establecer las diferencias entre los patrones de banda y /o la relacién entre éstas.

4.- Aspectos éticos
Dado que en el estudio no se realiza ninguna intervencion en los pacientes este protocolo se
ajusta a los principios de la Ley General de Salud Mexicana y a los principios de la

Declaracion de Helsinki.

5.- Andilisis estadistico

Se realizard un andlisis del patron de bandas del DNA de las cepas aisladas por
visualizacion directa v/o métodos automatizados. para determinar si la rep-PCR es capaz de
discriminar si las cepas estin estrechamente relacionadas o no v de las cepas con el mismo
patron de bandas. se solicitard expediente de cada uno de los pacientes para determinar si

estuvieron asociados epidemiologicamente en ¢l momento de adquirir la infeccion.



Lsquema general de la realizacion de la rep-PCR.
rep-PCR genomic fingerprinting protocol

Cells / Infected tissue
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RESULTADOS
1.- PRIMERA FASE: Estandarizacion de la téenica

Se inici6 estandarizacion con la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, de la cual se extrajo ADN(en 5 tubos ependoff ) con reactivo de trizol como se
describié en metodologia.

Una vez obtenido el ADN y visto en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio,
por medio de un transiluminador de luz ultravioleta, se cuantifico en un espectrofotdmetro

obteniendo los siguientes resultados:

DNA [ABSORBANCIA 260 nm | po/mi
Psl__ 101683 0841.5
Ps2__[0.3624 1812
Ps3_0.2333 1166
PA oo e
Pss [0.1724 0086.2

Los iniciadores se resuspendieron en 500l de agua destilada y se calentaron 20min a 56°C,

después se cuantificaron en un espectofotémetro como se muestra en la siguiente tabla:

INICIADORES | ABSORBANCIA 260nm | pg/ml
BOX 0.2198 1099
ERIC | 0.2389 1194.5
ERIC 2 0.2398 1199
REP | 0.2162 1081
REP 2 0.2859 1429.5

Se utilizd la siguiente ecuacion para preparar alicuotas de 20pmol de cada uno de los
iniciadores:
pg/ml= (abs 260nm) (dilucion) (factor)

20 pmol= volumen que se desea preparar
(ng/ml) (0.008)

BOX AIR 20 pmol = 50 = 50/8.792 = 5.68 = 44.3 pl agua + 5.68u1 BOX AIR
(1099) (0.008)



De manera que para preparar S0pl de Box  a una concentracion de 20pmol se requirio
afiadir a 5.68pl del iniciador de Box, 44.3pl de agua estéril, como se muestra cn la ccuacion
anterior y de la misma forma para cada uno de los demis iniciadores como se muestra en

las siguientes ecuaciones:

ERIC IR 20 pmol = 50 =50/9.55 =5.23 =44.77 ul agua + 5.23 ul ERIC IR
(1194) (0.008)

ERIC 2R 20 pmol =50 = 50/9.592 = 5.21 = 47.39ul agua + 5.21 pl ERIC 2R
(1199) (0.008)

REP 1R 20 pmol =350 =50/8.648 = 5.78 = 44.22 pl apua + 5.78 pl REP IR

(1081) (0.008)

REP 2R 20 pmol =350 =50/11.436 =4.37 = 45.62 pl agua + 4 37ul REP 2R
(1429.5) (0.008)

De acuerdo a Maniatic para PCR sc recomicenda usar 0.1pg/ml de ADN bacteriano, por lo

que si ¢l volumen final de la reaccion de PCR es 50 pl entonces:

0.1pg = 1000 ml
X =50ul
X = 0.005 pg

Se utilizé tubo con ADN de Psl con 841.5ug/ml entonces aplicando la ecuacion anterior
quedaria:
841.51g = 1000 ml
0.005pg= x
x=0.00594
Se hizo una dilucion 1:100 del ADN:
495 pl agua + Sul ADN

En 5 pl de ADN original se tienen 4.20pg entre 300 = 0.0081 pg/ml entonces para PCR se
requiere 0.005pg. se tomd un pl de fa dilucion 1:100 por lo que se adiciond 10 veces mas

de ADN.
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1.1 Estandarizacion de ERIC
Se procedié a la preparacion de PCR con los componentes y concentraciones ya
mencionados, con los iniciadores ERIC y con la cepa de referencia para definir la mejor
temperatura de alineamiento mediante un gradiente de temperatura como se muestra en la

figura 1:

1 2 34 5 6 7 8 910 1112131415

1517

1200
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Fig 1: Gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de ctidio, donde s¢ muestra un
pradiente de temperatura de alincamicnto. Se utilizé ADN de la cepa de referencia
Carril 1) Marcador de peso molecular 100ph BiolLabs: carril 2) 46.4°C: carril 3)
49°C: carril 4) $1.8°C: camil 5) 54.5°C: carril 6) 57.0°C: carril 7) 59.1°C; caml &)
60.7°C: carrill 9) SLEC: carrill 10) $4.5°C; carrill 11) 51.8°C; camil 12) 54.5°C:
carril 13) 51.85C: carml 14) 54.5°C; carril 15) Marcador de peso molecular marea
biolahs de 1kb. Del carril 2 al 8 en la mezcla de reaccidn de PCR se afadio 1pl de
ADN v se cargaron en ¢l gel 131 del producto de PCR con Tul de buffer de carpa.
In el carril 9 v 10 se anadio a W mezcla de reaceion de PCR 101 de ADN. En ¢l
carril 11 se amadio i L mesela de reacciom de PCR Tpl de DNA con ]ll'll de bufler
de carga. Del carril 12 al 14 se anadio a ln mezela de reaccion de PCR 1pl de ADN
con 3pbde tag polimerasa marca promega (en el resto de carriles se tenia 2u de tag

polimerisa)
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Se determind de acuerdo con este gel de agarosa que la temperatura donde se tenia mejor
amplificacion era de entre 51.8 y 54.5, por lo que se eligio una temperatura promedio de
52°C, también concluimos que afadir 10l de ADN a la mezcla de reaccién de PCR era
mejor que 1pl, por mejor resolucion de las bandas y que afiadir mayor cantidad de taq
polimerasa no influia en una mejor amplificacion.

Se extrajo ADN de cepas del laboratorio de 4 pacientes: 50, 67, 72, 76, con reactivo de
trizol y se cuantificé midiendo absorbancia a 260nm en un espectrofotémetro con luz

ultravioleta como se muestra en la siguientes tabla:

MUESTRA |ABSORBANCIA 260 nm | pg/ml
50 0.002 10

67 0.397 1985
72 0.005 25

76 0.016 80

Se elabord un gel de agarosa al 4% para determinar si un gel mas concentrado que 2%
como ¢l anterior definia mejor las bandas, debido a que los fragmentos de ADN a
amplificar son muy pequeiios. de la misma forma se probaron diferentes diluciones de los
ADN extraidos. asi como diferentes cantidades de producto de PCR. se corrio el gel a

60vaolts como se muestra en la figura 2:
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Fig. 2: Gel de agarosa al 4% iedido con bromuro de etidio, visto en
transiluminador de luz uliravioleta, carril 1) Marcador de peso molecular de
1Miph de biolabs, carril 2) ADN de < | diluido 1:100 (se cargaron 10ul de
producto de PCR) carril 3) ADN Ps 2 dilucion 1:100 (sc cargaron Spl de
producto de PCR). carril 4) ADN Ps 3 dilucion 1:100 {sc cargaron 5pl de
producto de PCR). carril §) ADN Ps 4 dilucion 1:100 (se cargaron 10l de
producto de PCR), carril 6 (de éste carril en adelante s¢ cargaron 12pl de
producto de PCR): ADN Ps 50 dilucion 1:50, cammil 7) ADN Ps 67 dilucion
1:100. carril 8) ADN Ps 72 dilucidn 1:2. carnil 9) ADN Ps 72 dilucién 1:5. carril
10) ADN Ps 76 dilucion 1:2. carril 11) control negativo, carril 12) tubo 2 mas
3l de taq polimerasa, carril 13) ADN Ps 50, carril 14) ADN Ps 67 v carril 15)

Marcador de peso molecular de 1kb de invitrogen,

De acuerdo con estos resultados se establecieron los siguientes parametros de trabajo:
- No es necesario realizar un gel de agarosa al al 4% ya que al 2% se tiene una
buena resolucion y separacion de los productos de PCR.
- L5 detaq polimerasa ( 1U/ul ) son suficientes para la amplificacion.
- Ll uso de un marcador de 1 kb (1kb DNA ladder cat no 10381-010 marca
invitrogen) nos permite dar una mejor aproximacion del tamano de los

productos de PCR obtenidos.



- Un corrimiento a 60volts es suficiente para tener una separacion adecuada
de los productos de PCR.

- El uso de buffer TBE en el corrimiento electroforético nos ayuda a dar mejor
resolucion de los fragmentos de ADN oblenidos en comparacion con el
buffer TAE.

Una vez estandarizada la técnica de ERIC se procedio a estandarizar la técnica de REP.
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1.2 Estandarizacion de REP

De la cepa de referencia se utilizo tubo 2 (1812pg/ml), con dilucién del ADN (para obtener
una concentracion final de 60 ng/ml de ADN), con el perfil térmico ya descrito
anteriormente, pero, no hubo amplificacion. Se utilizaron 2 diferentes marcas de taq
polimerasa: Promega y Biolabs. No hubo amplificacion. Se cargd ADN a una
concentracion final de 60ng/ml. No hubo amplificacion. Se probo falla del termociclador, al
realizar programa de Rep PCR tanto en termociclador que se habia estado usando

(eppendorfT) y en otro diferente (biometra) (fig 3).

1 23 4 5617 1 2345678

ey

A B

Fig 3. Gel de agarosa al 4% tedido con bromuro de etidio visto en un transiluminador de luz
ulravieleta, A) termociclador marca EppendoriT v B) Termociclador marca biometra. carril 1)
marcador de peso molecular de 100 ph de marca invitrogen: carriles 2.3.4.5.6.7.8) mismo
producto de PCR con iniciador de REP-PUR, con DNA de copa de referencia.

No hubo amplificacion. Se utilizaron nuevos dNTPs. MgCly, Buffer 10X de PCR. la
polimerasa de hot start. taq polimerasa de promega v marca amplicasa, para descartar
contaminacion, pero. no hubo amplificacion. Se observa al correr ¢l ADN extraido en un

gel de agarosa al 1% que se obtenia ARN remanente (fig 4).
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Fig 4: Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio visto en un

transiluminador de luz ulravioleta, Carril 1) Marcador de peso molecular de
Ikb marca invitrogen: carril 2 al 12 ADN gendmico extraido con reactivo de

trizol, de muestras de pacienies del cepario del lsboratorio clinico,

Pensando que los restos de ARN marcados en la figura anterior, interferia con la
amplificacion, se obtuvo ADN con DNAzol y por cbullicion para obtener un DNA mas

puro (fig 5) con las técnicas que se describen a continuacion:

Extraccion de DNA con DNAzol BD Reagent Life Technologies:
1. Lisis
1.1 Mezclar 1 ml de DNAzol con 0.5ml de la suspension bacteriana y homogenizar
en vortex
2. Precipitacion del DNA
2.1 Adicionar 0.4ml de isopropanol a la mezcla anterior y mezclar en vortex
2.2 Incubar 5 min a temperatura ambiente
2.3 Centrifugar 7500 rpm durante Smin a 4°C (Micro Centrifugette 4214)

3. Lavado de DNA

e

-1 Eliminar el sobrenadante v adicionar al precipitado 0.5ml de DNAzol
3.2 Agitar en vortex hasta que ¢l boton de DNA este completamente disuclio
3.3 Centrifugar 7500 rpm durante Smin a 4°C (Micro Centrifugette 4214) (eliminar

¢l sobrenadante)

3.4 Lavar el boton de DNA con 1 ml de etanol al 75%



3.5 Centrifugar 7500 rpm durante Smin a 4°C (Micro Centrifugette 4214)
4. Solubilizacion del DNA

4.1 Eliminar el etanol del lavado por decantacion

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

4.3 Resuspender el boton de DNA en 200ul de agua mQ.

Extraccion de DNA por cbullicién:
1. En un tubo eppendorff de 1.5ml colocar 200pl de agua mQ
Resuspender una colonia

hervir durante |Omin

Centrifugar 7500 rpm durante Smin a 4°C (Micro Centrifugette 4214)
(eliminar el sobrenadante)

5. Resuspender en 25ul de agua mQ

ADN genomico puro

Fig §: Gel de agarosa al 1% tedido con bromuro de etidio, visto
o un transiluminador de luz altewiolera. Carril 1) Marcador de
peso molecular de 1kb de marca biolabs: del carril 2 al 7) ADN
pendmico extraide de muestras del cepario del laboratorio
clinico, von DNAzol, en donde s¢ observa que va oo lay

residuos de RNA



Pero aun asi no hubo amplificacion, se corrieron los iniciadores y otros iniciadores de
proyectos diferentes a éste, para determinar si los iniciadores estaban degradados (figura

6).

Figura 6: Gel de agarosa al 1% tetido con bromuro de
etidio, con buffer TBLL visto en un transiluminador de
lur ultrvioleta. Carril 1) Iniciador Box., camil 2) Enc
1R, carril 3) Eric 2R, caril 4) ReplR. caml 5) Rep
2R.carril 6) Enc 1R 20 pmol. carril 7) Eric 2R 20
pmal, carril K) iniciador NS3-1. carril 9) N53-2. carril
10} T7-5. carril 11) T7-6. carril 12) ESAT 6, carril 13)
ESAT 68. carril 14) ESAT 6511

Al no haber ninguna alteracion se modificé la temperatura de alineamiento a 40°C,
obteniendo amplificacion, por lo que se intentd iniciar con la segunda fase del estudio,
probando la técnica que va estaba estandarizada (ERIC) con las muestras de infecciones
intrahospitalarias. colectadas hasta el momento de acuerdo con los criterios de inclusion v
exclusion del protocolo. sin obtener amplificacion. por lo que se probd BOX y ERIC,

encontrando amplificacion de BOX pero no de ERIC (fig 7).
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Fig 7: Gel de agarosa al 2% lefido
con bromure de etidio visto en un
transiluminador de lux ultravioleta,
Carril 11 Marcador  de  peso
molecular  de  100ph  de  marca
invitrogen, carril 2) DNA who Ps §
con | 5pl de ]'m:d:.u:ln de PCR de
Box. carril 3) DNA who Ps 5 con
15p1 de producto de PCR de ERIC.

Se determing que los iniciadores de ERIC estaban degradados, por lo que para continuar

con la segunda fase del estudio se solicitaron nuevos iniciadores de ERIC.

1.3 Estandarizacién de BOX
Una vez estandarizada ERIC y REP, se procedié estandarizar BOX de la misma manera
que con REP, modificando la temperatura de alincamiento a 53°C y llevando el DNA a una

concentracion final de 30ng/ml.



A B C

Fig. 8: Gel de aparoga al 2% tefidos con bromuro de etidio, Carril 1) Marcador de peso molecular de | kb

marca invitrogen: carril 2) coepa de referencia ATCC. A Teenica de Rep: B wenica de Box: C 1eenica de Eric

De acuerdo con la figura 8 se da por terminada la fase de estandarizacion y se procede a

realizar la segunda fase del estudio.



2.- SEGUNDA FASE: Aplicacion de la técnica en casos de infecciones
intrahospitalaria por Pseudomonas aeruginosa

Se obtuvieron 235 aislamientos del periodo comprendido entre 01 de junio del 2004 al 31
de junio del 2005, de los cuales 164 fueron excluidas porque pertenecian a pacientes de otro
hospital, pediatricos y ambulatorios, de las 73 cepas restantes Gnicamente 28 fueron
corroborados como infecciones nosocomiales, sin embargo solamente se logré recuperar
ADN de 17 de los 28 aislados a los cuales se les extrajo ADN con reactivo de trizol, se
cuantificaron en espectrofoiémetro y se hicieron diluciones de ADN para obtener una
concentracion final de 60 ng/ml para ERIC y REP PCR y 30 ng/ml para BOX.

Las técnicas de REP-PCR (Rep, Eric y Box) de las cepas de infecciones nosocomiales
debidas a Psewdomonas aeruginosa durante el periodo ya seialado antes y su patron de

bandas identificado por transiluminador de luz ultravioleta se muestran a continuacion:



REP-PCR
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Fig 9: Geles de agarosa al 2% con TBE tefidos con bromuro de etidio. productos de REP-PCR vistos en un tras

iluminador de luy ultravioleta, A carril 1) Marcador de peso molecular 100ph biolabs: carril 2) cepa de referencia

ATCC; carrl 3) paciente cepario carnl 4) paciente 1; carnl §) paciente 2: carril 6) paciente 3; caml 7) paciente
cepario: carril §) paciente 5. B carmil 1) Marcador de peso molecular de 1 kb de biolabs. carril 3) paciente 1, carril 6)
paciente 4: carril 7) paciente 5: carril 8) paciente 6. C carril 1) Marcador de peso molecular de 1 kb de invitrogen:
carril 2} paciente del cepario; carril 3) paciente 12 carril 4) pacicnte cepario; carril §) paciente 7: 1} camil 1)
Marcador de peso molecular de | kb de biolabs: carril 3) paciente T: carril 6) paciente 10: carril 7) paciente 11, E
curril 1) Mareador de peso molecular 1 kb invitrogen: earril S) paciente 142 carril 6) paciente 15: carril 7) pacienie

175 carnil 81 paciente 2

Is posible determinar a simple vista hay bandas muy bien definido entre cada una de las
cepas.
lLas comparaciones que podemos hacer en esta téenica. de acuerdo con estos geles. ¢s que

la cepa del paciente | que corresponde al carril 4 de la figura A v al carril 3 de la figura B,
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donde tenemos que ¢l patrdn de bandas ¢s muy similar, sin embargo. no corresponde al
mismo peso molecular de cada una de las bandas comparadas entre los diferentes geles, es
decir en ambos geles la primera banda gruesa corresponde al mismo peso molecular, sin
embargo, la segunda banda gruesa en el gel A corresponde a un peso menor de 600pb v en
el gel B corresponde a 600pb. Ademas entre estas dos comparaciones podemos afadir que
hay un patrén 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 patrén de bandas que el carril 4
de la figura A. Con la cepa del paciente 5 ocurre algo similar donde el carril 8 de la figura
Ay el carril 7 de la figura B corresponden a esta cepa. Y por altimo comparando las bandas
de la cepa del paciente 7, que es el carril 5 de la figura C vs carril 3 de la figura D, nos
damos cuenta que no es el mismo, a pesar de corresponder al mismo ADN y a la misma

téenica de PCR, pero estos productos de PCR fueron realizados en tiempos diferentes.
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BOX-PCR
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Fig 10: Geles de agarosa al 2% con TBE 1etido con bromuro de etidio. A Carril 1) Marcador de peso
malecular de Tkb de invitrogen: carril 2) paciente cepario: carril 3) paciente 1: carril 4) paciente 2; carril 7)
pacienic 4: carril 8) paciente S. B Carnil 1) marcador de peso molecular 1kb de biolabs: carnil 2) ocpa de
referencia ATCC: carril 3.4.5.8.10 v 12) paciente cepario: carril 6) paciente 2: carril 7) paciente 3: carril 9)
paciente 6: carril 11) paciente 12 carril 13) paciente 7: carril 14) paciente 8: carril 15) paciente 9. € Carril
1Y Marcador de peso molecular 1 kb de invitrogen: carril 2) paciente 8: carmil 3) pacienie 9: camil 4)
paciente 102 carril §) paciente 12: carril 6) paciente 132 carril 7) paciente 14 carril 8) cepa de referencia
ATCC, D Carril 1) Mareador de peso molecular 1 kb de invitrogen: carril 2) paciente 15: carril 3) paciente

16: carril 4) paciente 17: carril $) paciente 2: carril 6) paciente 16: camil 7) Cepa de referencia ATCC.

También con esta téenica es posible identificar por visualizacion directa un patron de

bandas diferente de cada una de las cepas.



Podemos identificar un patron de bandas muy similar entre el carril 8 de la figura C y el
carril 7 de la figura D que corresponden a la cepa de referencia ATCC, sin embargo, el
carril 2 de la figura B 1ambién corresponde al mismo ADN y aun asi no hay una similitud
entre las bandas. En el carril 4 de la figura A y el carril 6 de la figura B 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 B respectivamente
donde la cepa corresponde al paciente 1, sin embargo, no hay corr'clacién en el patrén de
bandas, ni siquiera en el numero de estas. También la cepa del paciente 9, carril 15 de la

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

C
Fig 10: Geles de agarosa al 2% con TBE te:ido con bromuro de etidio. A Carril 1) Marcador de peso molecular de 1 kb de

biolabs, carril 2,34 v 6) paciente cepario; carril 5) paciente 1 carril 7) paciente 4. B Carril 1) Marcador de peso molecular
de 100pb de biolabs: carril 2) paciente 1: carril 3 y 4) paciente 4; carril 5) paciente 14; carril 6) paciente 15; carril 7) 16;
carril 8) paciente 17; carril 9) pacienie 2. C Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 kb de biolabs; carril 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, observindose el mismo patrén de bandas, de la misma
intensidad. pero no podemos decir lo mismo con la comparacion de la cepa del pacienie 4
donde tenemos que el carril 7 de la figura A v los carriles 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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DISCUSION

Debido al impacto que tienen las infecciones nosocomiales en los hospitales, se inicio este
proyecto con la finalidad de implementar una técnica ficil y econdmica para poder
identificar brotes nosocomiales, debido a que el estandar 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 estandar de oro, es considerada una técnica
con un buen nivel de discriminacion entre cepass).

De los 28 aislamientos corroborados como infecciones nosocomiales Gnicamente se pudo
extraer ADN de 17 cepas, debido a que las otras 11 cepas, no fueron viables (no se logré
recuperarlas después de tenerlas en congelacion).

De estas 17 cepas, con la REP anicamente en 14 se pudo amplificar las secuencias de este
iniciador, ya que se probaron todos los ADN extraidos con diferentes técnicas (trizol,
DNAzol, hervido) y con ninguno se obtuvo amplificacion. Con BOX, se obtuvo
amplificacion en 16 cepas. Con la cepa del paciente 11 no se logré obtener amplificacion
probando todos los ADN extraidos. Con ERIC, Gnicamente pudimos obtener amplificacién
de 6 cepas. esto tltimo debido a que los iniciadores se degradaron.

Aunque cada una de estas 1écnicas son [iciles, en cuanto a preparacion 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 polimerizacion son excesivamente largos ( 8 min/ciclo ). Por otra parte, la
diferencia de temperaturas de alineamiento y el requerimiento de un nimero de ciclos
diferentes para cada una de ellas . hace dificil la realizacién de las 3 técnicas en un mismo
dia. En los diversos trabajos revisados de la literatura, solamente se han utilizado dos
técnicas en cepas gramnegativas (REP y ERIC)3, y BOX se habia utilizado para cepas
grampositivasgs). Solamente hay un trabajo en la que se ha utilizado BOX para bacterias
gramnegativas;s,. que fue precisamente para P.  aeruginosa. Sin embargo, en esta
referencia. no se publican los geles obtenidos, los cuales habrian sido de mucha wtilidad
para tener  una base en cuanto al patron de bandas que debimos haber esperado. Es
necesario destacar que ¢sta es la Gnica referencia en donde se ha analizado  P. aeruginosa
mediante la téenica de REP-PCR (utilizando Gnicamente iniciadores para BOX). Se decidié
realizar el proyecto wtilizando los iniciadores de Rep, Eric v Box para amplificar el ADN

de P acruginosa considerando que el conjunto de estas tres secuencias repetidas en el



ADN nos permite hacer un andlisis con mayor fuerza discriminatoria que nos ayude a
establecer o descartar relacion entre cepas de P. aeruginosa obtenidas de diferentes
pacientes con infecciones nosocomiales.

Cuando se obtuvo la estandarizacion de la téenica de ERIC y al intentar iniciar con la
segunda fase del estudio, no hubo amplificacion de ERIC, por lo que se comparo ERIC vs
BOX, realizando una PCR con cada uno de estos iniciadores y con el mismo DNA, al no
haber amplificacion de ERIC, pero si de BOX se determiné que los iniciadores de ERIC se
habian degradado, una vez obtenidos nuevos iniciadores de ERIC, no se pudo completar el
estudio con esta técnica ya que nuevamente se degradaron, quedando incompleta la
segunda fase. Al realizar el anélisis de la secuencia del iniciador ERIC 2 (que es el que se
degrad6 en dos ocasiones) con la ayuda del programa Plasmid que nos permite identificar
la formacion de estructuras secundarias internas o bién la formacion de dimeros entre
cadenas del mismo iniciador, no se detecto la presencia de este tipo de secuencias dentro
de ERIC 2 y es realmente dificil de explicar porque se degrado este iniciador (la cual se
corrobord por visualizacion en un gel de agarosa) ya que su secuencia es muy semejante en
cuanto a su contenido de AT y CG al de ERIC 1 el cual permanecia estable. Tampoco es
atribuible a una falla en la sintesis. primero porque en un inicio amplificé. lo que descarta
una alteracion en su secuencia y la casa comercial que claboro los iniciadores en las dos
ocasiones fueron diferentes.

Pero considerando que todavia teniamos las otras dos técnicas para realizar la comparacion
entre las cepas, continuamos con el proyecto. Aunque la literatura menciona un buen poder
de discriminacion entre las cepas. esto no sucedid en este trabajo debido a que una misma
cepa amplificada con la misma técnica nos puede dar bandas iguales o diferentes, como
fue descrito en la seccion de resultados, de tal manera y debido a que no hay
reproducibilidad entre una misma cepa con una misma técnica, no podemos realizar una
comparacion valida entre las diferentes cepas de cada una de las 1éenicas.

Ademas hay que destacar que cuando se intento realizar geles para fotografia. es decir
conjuntar productos de PCR que dicron una buena amplificacién anteriormente con otras
que también amplificaron. con DNA diferentes. para poder hacer una buena comparacion

entre ellas, wvimos el problema que no se visualizo el patron de bandas esperado en el gel.



de tal manera que parece ser que los productos de PCR también son muy inestables y no es
posible ver su patron de bandas después de algin tiempo.

Sin embargo, al analizar el gel de la figura | que es fue la Gnica ocasion en que se amplifico
en una misma corrida de PCR un mismo producto que fue el ADN de P. aeruginosa
ATCC, se observa que ¢l patron de bandas obtenido es el mismo, lo que sugiere que lo
mencionado anteriormente en cuanto al comportamiento de los productos de PCR de los
especimenes de los pacientes no sea debido a una falta de reproducibilidad de la técnica,

sino a falla de estabilidad de los productos de PCR.



CONCLUSIONES

La Rep-PCR que amplifica tres tipos de secuencias repetidas extragénicas en el DNA
de bacterias y que se propone que podria ser util para poder discriminar entre cepas
productoras de brotes nosocomiales, es estandarizable, sencilla y mas econdmica que ¢l
estdndar de oro (electroforesis de campos pulsados) sin embargo, de acuerdo con nuestros
resultados, concluimos que la Rep-PCR es reproducible siempre y cuando los especimenes
sean procesados en un mismo tiempo, tanto de extraccion de ADN como de corrimiento de
los productos de PCR, ya que es probable que nuestros resultados sean un reflejo de la
inestabilidad de los productos de PCR, de tal manera que el poder discriminatorio de la

prucba debe determinarse con trabajos posteriores pero considerando esta inestabilidad.
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