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1L ANTECEDENTES
1LINTRODUCCION

fbcb después de que los antibiéticos se introdujeron en la medicina clinica, aparecieron
cepas resistentes de S.aureus aisladas de muestras clinicas, y este organismo ha
continuado respondiendo de esta manera a la introduccién de nuevas drogas. Durante
los afios cincuentas, las infecciones estafilocéccicas causadas tanto por estafilococo
coagulasa positivo (EC+), como por estafilocaco coagulasa negativo (EC-), eran tratadas
con penicilina. Esta terapia se volvié ineficaz debido a la aparicion de cepas resistentes
a este antibidtico, es decir, productoras de penicilinasa, una enzima 8-lactamasa que
inactiva penicilinas (35). En 1959, se inici6 la comercializacién de la meticilina, la primera
penicilina semisintética resistente a la penicilinasa, y que en la actualidad se considera
como uno de los marcadores de sensibilidad de Staphylococcus a los antibidticos 8-
lactdmicos (66). Esta ofrecia una solucién a este problema terapéutico, sin embargo, un
aio después de que la meticilina comenzé a utilizarse clinicamente, se reconocié el
primer brote de estafilococo resistente a meticilina (ERM) en Inglaterra (38). Este germen
pronto se convirtié en una importante causa de infecciones nosocomiales en el mundo.
Durante la década de los sesentas, la resistencia a meticilina parecia ocurrir
naturalmente, como un fendmeno esporddico de pobre significado clinico, tanto en
pacientes hospitalizados, como en aquellos que habfan recibido tratamiento con otros
antimicrobianos diferentes de meticilina en grandes cantidades. Sin embargo a partir
de 1968, hubo un aumento importante en la frecuencia de aislamiento del ERM a nivel
internacional, el cudl se prolongé hasta principios de los afios setentas (34). En Zurich,
en 1968, se inform6 que el 17% de las infecciones estafiloc6ecicas fueron causadas por
ERM (5); en Londres se informé el 4.1% (16) y en Dinamarca el 10% (24). En Estados
Unidos, este tipo de infecciones no fueron reportadas, sino hasta finales de los afios
sesentas, en un hospital de Boston (4). A mediados de los setentas, hubo en todo el
mundo, un decremento general de la incidencia de ERM, aunque los problemas
resurgieron otra vez en la iiltima mitad de esta década. Entre 1976 y 1981 hubo, en los
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Estados Unidos, un aumento en el aislamiento de ERM de 2.4 a 4.9% (31).

Para 1980 ya se habian detectado brotes por ERM en Londres (11), Dublin (59), Sudéifrica
(70)} Australia (63), Medio Oriente (70) y Grecia (11).

La mayorfa de las infecciones causadas por ERM son adquiridas intrahospitalariamente,
y las mds comunes fueron: infecciones respiratorias (20-38%), infecciones de heridas
quirtrgicas (22- 30%), infecciones de musculo y piel (9-16%), infecciones del tracto
urinario (8-12%), infecciones de huesos y articulaciones (9-11%), septicemias de origen
desconocido (3-10%), e infecciones misceldneas {4-8%) (42).

Las infecciones de heridas, misculo y piel, parecen ser las que intervienen mas en la
diseminacién del ERM debido a que las secreciones entran en contacto con las manos
del personal hospitalario (47), y de ahi su facil diseminacién.

La existencia de ERM es un problema real en México, sobre todo en hospitales de tercer
nivel, en donde se ha detectado desde 1981, En el hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional del IMSS, la resistencia en 1981 a dicloxacilina fue de 5.7% para EC+
y de 12.1% para EC-, estos valores se elevaron en 1985 a 11.4% y 14.23% respectivamente
(26). En el Hospital Infantil de México, Alpuche-Aranda y cols (1) informaron que la
resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus aislados de 1986 a 1989, con
metodologia apropiada, fue del 5% en los microrganismos asociados a infecciones
adquiridas en la comunidad y del 24% en aquellos aislados en el hospital.  Esta
resistencia es muy alta y superior a la reportada por Giraud y col (28), a dicloxacilina
16% para Staphylococcus aureus y 19% para EC- en 1983-1984, lo cual probablemente
se deba al empleo de un antibiético que falla en la deteccion de la resistencia a meticilina
como la dicloxacilina.  Recientemente Aragon y col (2) informaron resistencia a
meticilina def 5% en EC+ y del 34% en EC-. En el Hospital de Infectologia del Centro
Medico La Raza del IMSS, la resistencia para cefalotina fue de 25% en 1987. En
unidades de neonatologfa, el EC- suele ser la causa més frecuente de infecciones, pero
todas las cepas han sido sensibles a dicloxacilina y cefalotina (10). Por otra parte, el
29% de las cepas de EC-, aisaldas de la orina de adultos fue resistente a dicloxacilina
(57). Se ha informado que'en el Hospital Angeles del Pedregal el 5% de las cepas de
EC+ y el 43% de EC- son resistentes a meticilina (2).
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El Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubirdn" (INNSZ) es un hospital de
tercer nivel de atencién a la salud, que cuenta con 160 camas y que atiende a pacientes
adultos con problemas quirtirgicos y de medicina interna, en el cual durante 1981 el 13%
de las cepas EC+ y el 21% de EC- fueron resistentes a meticilina, con un incremento al
14% y 23% respectivamente para 1987 (28).

1.2. FACTORES DE RIESGO

Los brotes nosocomiales, en los cuales se ha observado un alto porcentaje { a veces arriba
del 50% ) de infecciones por ERM. ocurren sobre todo en hospitales grandes, de tercer
nivel de atencién y afiliados a Universidades. En hospitales mds pequefios, se han
encontrado esporddicamente algunos cultivos que presentan resistencia a meticilina, pero
no se han publicado reportes, ya que su diseminacién y persistencia es mfnima. Las
razones que explican ésta distribucién son: en los hospitales grandes de tercer nivel, se
atienden a pacientes de alto riesgo, internados en unidades de cuidados especiales (
quemados, terapia intensiva y traumatologfa ), y que por lo general se encuentran
recibiendo varios antibidticos en altas dosis. Ademds, al existir un contacto frecuente
entre Jos empleados del hospital y los pacientes de estas salas se dan las condiciones
para que el microrganismo pueda ser transmitido inadvertidamente por éstos a otros
pacientes (34).

En resumen, los principales factores de riesgo asociados con la adquisicién del ERM
intrahospitalariamente se consideran: la administracion de dos o mds antibiéticos (76);
concentracién de pacientes de alto riesgo en unidades de terapia intensiva (34); pacientes
hospitalizados por tiempo prolongado (39); pacientes que han sufrido alguna crugia u
otro procedimiento invasivo (39); pacientes con tejidos dafiados, en presencia de cuerpos
extrafios (71). Todos estos factores proveen un medio ambiente favorable para la
diseminacién del ERM una vez que éste es introducido al hospital, ya sea a través de
pacientes transferidos de otros hospitales, a través de personal que trabaja
simultdneamente en mas de un hospital y en menor grado, a través de la comunidad
(349).



1.3, RESERVORIOS

Una vez que se introduce el ERM en un hospital es muy dificil de erradicar, y su
reservorio estd constitu{do por: a) pacientes infectados o colonizados; b) personal
hospitalario, el cual puede llegar a ser portador nasal del ERM durante los brotes
epidémicos, aunque la prevalencia de estos portadores es baja ( menos del 2% de los
empleados vigilados ) (76) y c) objetos inanimados, ya que la contaminacién de
instrumentos, superficies y aire no se detecta con facilidad, sobre todo en las unidades
de alto riesgo (76).

14. INFECCIONES POR ERM ADQUIRIDAS EN LA COMUNIDAD

Estos reservorios pueden extenderse a la comunidad cuando los pacientes infectados o
colonizados son dados de alta, 0 tienen contacto con hospitales via unidades de
urgencias (11). Recientemente, se han detectado como reservorios comunitarios a los
individuos adictos a drogas que se administran por via intravenosa en Detroit, EE UU
(39), que adquirieron infecciones estafilocSecicas en septiembre de 1981 y
correspondieron al 38% de las infecciones adquiridas en ese lapso (69). En este brote
comunitario, los adictos a drogas correspondieron, aproximadamente, al 60% de los
pacientes con ERM. El resto, conformado por Jos no adictos, tenia antecedentes de haber
sido hospitalizados al menos un afio antes de haber adquirido la infeccién. En el caso
de los adictos, el principal factor asociado con la adquisicién del ERM fue el uso
excesivo de agentes antimicrobianos.  Estudiocs realizados en varias muestras de
diferentes tipos de heroina, demostraron que no existe un determinado tipo asociado con
la adquisicién de infecciones debidas a ERM (69). En el caso de los no adictos, la
transmisién se facilité por las enfermedades subyacentes y la hospitalizacién previa.
Simultineamente con el brote comunitario, surgieron brotes nosocomiales en los

hospitales del drea {69).



1.5. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL ESTAFILOCOCO RESISTENTE A
METICILINA,

Dentro de las caracteristicas mas importantes del ERM se encuentran: una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de meticilina = a 16 ug/ml, y a oxacilina o nafcilina, = a 8
pg/ml; son cepas de crecimiento lento y presentan pleomorfismo; frecuentemente son
multirresistentes; estos microrganismos son capaces de adquirir plismidos que les
proporcionan resistencia a aminoglucésidos, cloranfenicol y otros antibidticos con
actividad antiestafilocdccica (44); produccién  de penicilinasa y presentan resistencia
cruzada a todos los antibiticos B-lactimicos, incluyendo penicilinas y cefalosporinas;
aunque su virulencia es la misma que la del estafilococo sensible a meticilina (ESM) (76),
puede llegar a causar enfermedades serias y muerte, debido a su dificil control (68); la
resistencia a meticilina es més comtn en EC- que en EC+ (77); los ERM se consideran
también resistentes a todas las penicilinas penicilinasa-resistentes (cloxacilina,
dicloxacilina, oxacilina y nafcilina y a las cefalosporinas) (44) y su caracteristica mds
importante es la heterogeneidad fenotipica en cuanto a la expresion de la resistencia, es
decir, solamente raras células (1 en 10 a 10% expresan el carécter resistente y crecen en
presencia de altas concentraciones de la droga (50 ug/ml). La mayorfa de las células
aparecen susceplibles a concentraciones terapéuticas, relativamente bajas de droga (1 a
5 ug/ml). Entonces, las cepas heterogéneas pueden ser consideradas como compuestas
por dos poblaciones: células relativamente susceptibles y células altamente resistentes.
Una minoria de las cepas son homogéneas, es decir, las células son uniformes en la
expresion de la resistencia y pueden crecer en altas concentraciones de la droga. Por
otro lado, las cepas homogéneas estdn compuestas por una poblacién simple de células,
las cuales tienden a ser altamente resistentes.

Hartman y Tomasz han clasificado a las cepas resistentes en categorias de homogéneas
y heterogéneas, basindose en la eficiencia de su crecimiento en placas, definido como
el niimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de agar conteniendo la
droga, dividido por el nimero de UFC en placas de agar libre de droga, multiplicado
por 100% (13).



Ocasionalmente el EC- puede observarse aparentemente susceptible in_vitro a
cefalosporinas de primera generacién, aunque para fines de tratamiento, se les considera
resistentes (77). La resistencia a cefalosporinas en estafilococos es dificil de detectar.
Existe evidencia fisica de aislamientos de S. aureus resistente a meticilina que no

responden in vivo a tratamiento con cefalosporinas (43). El mismo fenémeno se ha

sugerido también para S. epidermidis. Si la resistencia a nafcilina, oxacilina 6 meticilina
se demuestra, las cepas pueden ser reportadas como resistentes a todas las
cefalosporinas, tales como cefazolina o cefalotina,

Los ERM suelen ser particularmente sensibles a : vancomicina, rifampicina,
trimetroprim-sulfametoxazol (71), teicomicina, fosfomicina y ac. fusidico (31,44), aunque
el mis efectivo parece ser vancomicina, y mezclas sinergistas de ésta con otros

antibi6ticos, por ello es el antibidtico de eleccién en el caso de un brote de ERM (47).

1.6. FACTORES FISICOS Y QUIMICOS QUE AFECTAN LA EXPRESION DE LA
RESISTENCIA A METICILINA

1.6.1. TEMPERATURA: La expresién de la resistencia se aumenta si las cepas se
cultivan a temperaturas menores de 35°C, y es suprimida a temperaturas mayores de
43°C. Cepas heterogéneas que parecen homogéneas y altamente resistentes a 30°C,
rdpidamente asumen caracteristicas de heterogeneidad al incubarlas a 37°C (13).

1.6.2. pH DEL MEDIO DE CULTIVO: A un pH de 5.2 0 menor, la resistencia no se
expresa, sin embargo a un pH de 7.4 la expresién de la resistencia se aumenta. El efecto
del pH causa supresién de la resistencia, pero no eliminacién de la caracteristica genética
(68). Una cepa homogénea puede aparecer susceptible a pH de 5.2, pero asume la
expresién homogénea de resistencia cuando el pH se aumenta a 7.0.

1.6.3. OSMOLARIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO: La adicién de NaCl o sacarosa,
a medio de cultivo, al igual que las bajas temperaturas, realzan la expresién de la
resistencia por efectos en la subpoblacién susceptible, no en la resistente. Estas
condiciones protegen a las células susceptibles, las cuales entonces pueden crecer a

concentraciones de droga que de otra manera serfan letales (13).



1.6.4. LUZ VISIBLE: Al disminuir la cantidad de luz visible, se aumenta la expresién
de la resistencia, aunque este efecto solo se observa en las células no pigmentadas, ya
que el pigmento (B- carotenoide) protege a estas células (68).

1.6.5. AGENTES QUELANTES Y CATIONES DIVALENTES: En algunas cepas la
expresi6n genética de la resistencia es suprimida por la presencia de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y la de otros agentes quelantes. Esta es restaurada con
la adicién de cationes divalentes (Ca'* y Mg'?), lo que indica que estos iones tal vez
funcionan como cofactores en el metabolismo de las células. Estos efectos también se
observan en cepas sensibles, aunque en menor magnitud (13).

1.6.6. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN EL MEDIO: El aumento en la expresién
genética resultante del pase en antibidticos difiere de los otros factores. El pase en
antibi6ticos elimina la subpoblacién susceptible y selecciona la subpoblacién altamente
resistente (homogénea). La caracteristica homogénea persiste en estas células
seleccionadas por el antibittico, pero es inestable, con subcultivos repetidos en un medio
libre de droga, revierte a su forma heterogénea.

Todos estos factores que favorecen la expresién de la resistencia en cepas heterogéneas,

tienen poco efecto en la resistencia de las cepas homogéneas (13).
17. MECANISMOS DE RESISTENCIA A BETA-LACTAMICOS EN ESTAFILOCOCO

Se reconocen tres mecanismos por los cuales el estafilococo puede mediar su resistencia

hacia antibi6ticos f-lactdmicos.
1,71, MECANISMO MEDIADO ENZIMATICAMENTE.

Es el mds conocido, y su ejemplo més importante es la resistencia a penicilina. Este
mecanismo se basa en la inactivacién del antibitico por una enzima B-lactamasa, debido
a o cual se crea una competencia entre la actividad del antibiético para causar la muerte
celular y la produccién por parte de fa célula de enzimas que inactiven al antibi6tico

antes de que éste cause cambios irreversibles en la misma (68). Para entender el
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mecanismo de inhibicién de B-lactamasa, es necesario conocer como interactian los
antibi6ticos f-lactémicos con sus blancos en la célula, asi como que la accién de la
B-lactamasas con los B-lactdmicos es muy similar a la interaccién con enzimas que
producen la pared celular.

La "red“ macromolecular que se encuentra alrededor de la bacteria es llamada
peptidoglicano, la que consta de una cadena corta de péptidos que se enlazan
cruzadamente a un polisacérido largo formado de wunidades alternantes de
N-acetilglucosamina y dcido N-acetilmuramico. El componente péptido estd constituido
de los siguientes aminoacidos: L-ala, D-glu, L-lis, D-ala, D-ala (21).

El peptiglicano estd directamente unido por enlaces covalentes a dcido teicico o
teicurénico. La sintesis de la red ocurre en etapas, y es solamente la dltima, la del
enlazamiento cruzado, la que se lleva a cabo fuera de la membrana. Una nueva pared
celular se construye per el enlace cruzado de péptidos adyacentes y adicién de nuevas
unidades a la cadena de peptidoglicano creciente, con la ayuda de una enzima
transpeptidasa. La transpeptidacion es el sitio de accidn de la penidlina y de otros
antibiéticos p-lactdmicos (35).

Tipper y Strominger propusieron en 1965 que la penicilina actuaba como un anélogo
estérico de la porcién terminal D-ala de la cadena pentapéptida en el crecimiento del
peptidoglicano (35). La unibn de las penicilinas por un enlace covalente da como
resultado la inactivacidn de la transpeptidasa.  En la dltima década, esta hipétesis
demostr6 ser correcta, Las enzimas que llevan a cabo las reacciones para producir la
pared celular, han sido llamadas, en afios recientes: proteinas fijadoras de penicilinas
{PFP). Laformacién de un complejo acil-enzima también ocurre cuando las -lactamasas
interactian con las penicilinas. Las f-lactamasas pueden ser formas evolucionadas de
las enzimas que sintetizan peptidoglicanos, ya que éstas y las transpeptidasas tienen
gran similitud en su secuencia de aminodcidos. La reacci6n bésica de B-lactamasa con
una penicilina consiste en la hidrélisis del anillo ciclico amida del nicleo de penicilina,
permitiendo la produccién de peniciloatos inactivos antibacterialmente (35).

Proteinas fijadoras de penicilinas, Las cepas susceptibles de estafilococo producen
cuatro o cinco PFPs: 1, 2, 3, 3’y 4 con pesos moleculares de aproximadamente 85, 80, 75,
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70 y 45 Kilodaltons. La funcién fisiolégica especifica o funciones de las PFPs
estafilocdecicas como transpeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas ( las
actividades enzimaticas que poseen las PFPs) no han sido definidas completamente (13).
Algunas PFPs son esenciales para el crecimiento y supervivencia de la célula, y otras no
lo son. Las PFPs esenciales se deducen de experimentos en los cuales se construyen
mutantes letales condicionales deficientes en PFP y en los que los enlaces entre
antibiéticos B-lactdmicos y PFP est&n correlacionados con sus concentraciones mfnima
inhibitoria y minima letal in vitro.

La PFP4, que probablemente sirve como transpeptidasa jn vivo, pero que también tiene
actividad carboxipeptidasa in vitro, no es esencial. La naturaleza esencial de las otras
PFPs est4 en discusién (13).

1.7.2. RESISTENCIA INTRINSECA.

El segundo mecanismo es el mds complejo, es llamado resistencia intrinseca,
heterorresistencia o resistencia inducible (39). En este mecanismo no hay inactivacién
del antibidtico, por lo general es constante y viene acompaiado por la resistencia
mediada enzimaticamente (68), y se basa en la produccién de una nueva PFP que no estd
presente en el estafilococo sensible. Esta PFP adicional de 78 kilodaltons es llamada
PFP2a 6 PFP2' y tiene una baja afinidad de enlace para antibiéticos p-lactimicos. Se
presume que esta PFP2a puede levar a cabo las funciones de las otras PFPs en
concentraciones de antibi6tico que inactivan a estas tiltimas (33). La prote6lisis limitada
de PFP2a de cepas diferentes de EC+ y EC- sean homo o heterogéneas, producen
fragmentos péptidos similares (13). En contraste con las otras PFPs las cuales enlazan
antibidticos P- lactdmicos a bajas concentraciones, las PFP2a los enlaza sélo a
relativamente altas concentraciones. Se presume que la PFP2a puede sustituir a PFPs
esenciales cuando éstas han sido saturadas con droga y por lo tanto, pueden llevar a
cabo las funciones necesarias para el ensamble de la pared celular,

Todavia no se ha resuelto si la PFP2a es un derivado de las otras PFPs, aunque la
protedlisis limitada de una PFP2a radiomarcada, genera fragmentos péptidos que
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difieren de aquellos producidos por las PFPs 1, 2 y 3, sugiriendo que la PFP2a no est4
relacionada cercanamente con las otras PFPs estafilocéecicas. Paradéjicamente, aunque
PFP2a es producida por cepas homo y heterogéneas, el grado en que se expresa la
resistencia en cada una de ellas varia enormemente dependiendo de una gran variedad
de factores y esto se debe a que la PFP2a es una enzima inducble (13).

1.7.2.1. Induccién de la PFP2a. En algunas cepas los antibiéticos B-lactdmicos inducen
la PFP2a y su produccién difiere de acuerdo a las condiciones de crecimiento. La
inducibilidad puede ser controlada por genes regulatorios presentes en plasmidos que
codifican para la produccién de penicilinasa. Las cepas penicilinasa negativas también
pueden ser inducidas para producir PFP2a, posiblemente debido a la localizacién
cromosomal de algunos de los genes regulatorios de penicilinasa (79).

La inducibilidad y diferencia en las cantidades de PFP2a producida puede tener cierto
significado en la expresién heterogénea de la resistencia. Sin embargo no existe
correlacién entre la inducibilidad o cantidad de PFP2a y la caracteristica de resistencia,
La produccién de PFP2a puede ser constitutiva y la cepa puede ser heterogénea. Las
células pueden ser inducidas a producir grandes cantidades de PFP2a y de pronto lisarse
bajo la exposicién de bajas concentraciones de antibidtico (33).

El enlace que se forma entre antibi6ticos p-lactdmicos y la PFP2a es similar para cepas
homogéneas y heterogéneas y no es alterado por las condiciones, asi como la adicién de
NaCl al medio, que aumenta la expresi6n de la resistencia. Como se menciona
anteriormente la PFP2a ya sea de cepas homo o heterogéneas es muy similar
estructuralmente hablando de cepa a cepa, no importando el nivel al cual se exprese la
resistencia (13).

1.7.2.2. Otros Factores. Debido a la dificultad para relacionar la produccién de PFP2a
con el nivel de expresién de la resistencia, Hartman y Tomasz (36) han postutado la
existencia de un segundo factor, al cual Hlamaron factor X, responsable de la resistencia
a meticilina en conjugacién con la PFP2a. Este factor puede actuar dentro del
mecanismo autolitico, el cual controla la degradacion de la pared celular y puede mediar
ia lisis de células estimuladas por B-lactdmicos, por lo tanto puede jugar un papel

importante en el fenémeno de tolerandia,
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1.7.2.3. Pared Celular. La pared celular, junto con la PFP2a y el factor X puede tener
un papel en [a expresion de la resistencia a meticilina. Sabath (67) observ en 1970 que
después de la seleccién por antibi6ticos, las células fueron mas resistentes a la lisis por
lisostafina que las células originales. Sin embargo, no se observaron diferencias en la
composicién quimica de la pared de células sensibles y resistentes {13).

Cepas resistentes a meticilina tienen una carga superficial menos negativa que las cepas
sensibles, lo que ha sido atribuido a diferencias en el contenido de dcido teicSico.
Wilkinson et al (81) examinaron varias cepas sensibles y resistentes, encontraron que
aunque las cepas resistentes poseen bajos niveles de dcido teic6ico en su pared celular,
fa deficiencia en &cido teicSico, no resulta en resistencia a meticilina. No se encontraron
nuevos polimeros de pared celular en las cepas resistentes. En NaCl y el EDTA
inhibieron la autalisis en ambas cepas, resistentes y sensibles.

En una cepa homorresistente la exposicién al antibitico disminuye los enlaces cruzados
dentro de Ja pared celuiar del 90 al 60%. La disminucién de éstos, y la Q-acetilacién, ya
sea en preparaciones crudas de pared, pared purificada o péptidoglicano resultaron
similarmente sensibles a la digestibn por autolisina o lisostafina tanto para cepas
resistentes como sensibles. Entonces, las propiedades de la pared celular (si existen) que
confieren 1a resistencia a meticilina, no han sido identificadas en material libre de células
(13).

La explicacién puede ser que la degradacién de la pared en todas las células,
comparadas con la pared celular aislada es regulada. Regiones de la pared celular
bacteriana pueden ser topograficamente diferentes in_vivo, y tener diferentes
sensibilidades. La sintesis del peptidoglicano por células resistentes en un medio
deficiente, que permite la sintesis de la pared pero no el crecimiento de la célula da
sensibilidad a meticilina. Sin embargo, la sintesis en células creciendo da como
resultado, resistencia a mefticilina (74).
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173 TOLERANCIA

‘El tercer mecanismo, la tolerancia, ocurre cuando hay una diferencia { 232 ) muy grande
entre Ia Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida
(CMB) de un antibidtico frente a una cepa (71). La mayoria de la cepas tienen un radio
de 144,y pocas lo poseen alrededor de 32. La raz6n para esta diferencia parece ser una
disminucitn en la actividad de enzimas autoliticas debido a la presencia de un factor
inhibidor de autolisinas. El problema clinico de este mecanismo consiste en que los
organismos tolerantes, parecen estar asociados con infecciones estafilocdccicas
importantes, en las cuales al no producirse una actividad bactericida a bajas
concentraciones de antibiético, hay una falla en el tratamiento, ademés la tolerancia
puede ser ¢cruzada con cefalosporinas, vancomicina 0 ambos, por tanto, debe utilizarse
un segundo antibidtico, que actie en alguna otra parte del metabolismo de la bacteria
diferente de la pared celular o a los mecanismos que la mantienen (68). Otro problema
adicional, es que el cardcter genético es relativamente inestable, desapareciendo en
estudios prolongados de laboratorio ( parece ser que un bacteriofago transfiere la
caracteristica de tolerancia de una cepa a otra }.

Existen también, problemas técnicos para demostrar la tolerancia, y son debidos a la
posible confusién con los siguientes fendémenos: persistencia { después de una noche de
incubacion, algunos organismo sensibles, menos de 0.1% del indculo, no han muerto, ya
que no se encontraban activos metabélicamente); efecto paradgjico ( en algunos cocos
gram positivos, el rango letal puede disminuir, conforme la concentracién de antibiéticos
se aumenta) y defectos en la técnica de la prueba ( ya que la determinacién de CMB
depende de muchos factores: tamano de indculo, medio de cultive utilizado,
temperatura, tamano de }2 muestra antes de la incubacién y otros factores que pueden
dar resultados falsos. La diferencia entre estos efectos _consiste en que, los
microrganismos persistentes muestran supervivencia debido a la inactivacion metabolica
y los tolerantes debido a un incremento en la actividad autolitica y la presencia de un
inhibidor de las autolisinas bacterianas (68).

Comparando los tres mecanismos de resistencia encontramos que: la resistencia

producida por f-lactamasas ocurre en presencia de muy altas concentraciones de
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antibi6tico, es selectiva a antibidticos B-lactémicos, se expresa fenotipicamente en el
99.9% de las células de una cepa, es estable, las cepas que lo poseen crecen répidamente
y la probabilidad de ocurrencia en hospitales es del 80 al 90%. La resistencia intrfnseca,
también, se encuentra limitada a antibi6ticos P-lactdmicos, aunque su expresién
fenotipica es minima, aproximadamente de 10%, los cultivos en este caso crecen
lentamente, la caracteristica de resistencia también es estable y su ocurrencia en
hospitales es minima (1-8%), aunque en el caso de epidemias nosocomiales, puede llegar
hasta un 30 6 40%. La tolerancia no se presenta tnicamente frente a antibitticos
B-lactémicos y su expresién fenotipica es un poco mayor que la de la resistencia
intrinseca (10?), los cultivos crecen ripidamente y pierden la caracterfstica de resistencia
con facilidad dependiendo de las condiciones de almacenamiento de los organismos y

en algunos hospitales su ocurrencia ha sido aproximadamente del 44% (68).
1.8. SENSIBILIDAD INTERMEDIA A OXACILINA.

Como se mencioné anteriormente se consideran ERM, a aquellas cepas que poseen el
mecanismo de resistencia intrinseca, con una CMI de oxacilina = a 16 ug/ml. Sin
embargo, ya que debido a la heterogeneidad fenotipica de las cepas resistentes, y a que
requieren manipulaciones especificas de cultivo, se han desarrollado algunas
modificaciones a los métodos tradicionales de deteccién.  Estas modificaciones han
permitido la deteccién de cepas que han sido clasificadas como con resistencia lfmite
o intermedia con una CMI de oxacilina de 2 a 8 ug/ml, después de 48 horas de
incubacién. Estudios subsecuentes de estas cepas con inhibidores de B-lactamasas (
dcido clavulénico, sulbactam, 0 ambos ) han mostrado que la resistencia a las penicilinas
penicilinasa-resistentes es mediada por la produccién de cantidades excesivas de
B-lactamasa. Dado que, no son intrinsecamente resistentes, es concebible que una
infeccién por una de estas cepas, puede ser adecuadamente tratada con una penicilina
penicilinasa-resistente. Una forma de determinar en el laboratorio si la terapia es
adecuada, consiste en obtener la CMB de estos antibidticos frente a las cepas problema.

Estudios realizados en el Centro Médico de la Universidad de Nebraska entre septiembre
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de 1986 y mayo de 1987, mostraron por dos métodos: determinacién de CMB y estudios
de curva letal, que estas cepas ademds de ser hiperproductoras de p-lactamasa, poseen
una CMB muy elevada en comparacién con su CMI, por lo que son cepas marcadamente
tolerantes (82). McDougal y Thornsberry (1986) (56) han recomendado que estas cepas
sean consideradas resistentes a meticilina. Sin embargo, designarlas de esta manera
implica tomar precauciones para su aislamiento y tratamiento con vancomicina. Dado
el costo del aislamiento del paciente, y el costo y toxicidad potencial de la vancomicina,
son necesarias investigaciones subsecuentes para resolver estas cuestiones terapéuticas
y epidemiolégicas.

Una cuestién importante es definir cual es la correlacién que tienen estos resultados con
la eficacia del antibi6tico en estudios in vivo. Sea cual fuere la técnica utilizada in vitrg,
debe correladionar con estudios in vivg para poder resolver en cualquier momento
discrepancias entre técnicas y resultados (82,56).

Las cepas de bajo nivel de resistencia no producen la PFP2a de baja afinidad que estd
asociada con la resistencia a meticilina y no contienen DNA que por hibridizacién
reconozca al determinante de la RM. El bajo nivel de resistencia en S. aureus es un
fenémeno bioquimica y genéticamente distinto de la verdadera RM y pueden ser
consideradas como sensibles a antibiéticos p-lactdmicos. El problema radica en saber
diferenciar correctamente a aquellas de las que son verdaderamente resistentes.
In_vivo, bioqufmica y genéticamente, las cepas de bajo nivel de resistencia fueron
sensibles (12). La determinacién de la presencia de la PFP2a o estudios de hibridizacién
de DNA son atractivas posibilidades para diferenciar a una cepa verdaderamente
resistente de otra con bajo nivel de resistencia, pero no existe la tecnologfa para permitir
que estas pruebas se lleven a cabo de rutina en un laboratorio clfnico. Una propiedad
que puede ser ttil clinicamente para determinar si una cepa es resistente, es Ia presencia
de una subpoblacién altamente resistente y su emergencia frente a la exposicién de
antibi6ticos f-lactdmicos. Por tanto, pueden emplearse pruebas confirmatorias basadas
en la seleccion de subpoblaciones resistentes que pueden crecer en altas concentraciones
de antibitico. Las condiciones de cultivo utilizadas para aumentar la expresién de la
resistencia a meticilina, pueden promoverla produccién o actividad de -lactamasas, con
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hidrélisis de las penicilinas resistentes a 8-lactamasas, por tanto se requiere una
concentraci6n més alta de antibiStico para inhibir el crecimiento de estas cepas.
Entonces, la adicién de un inhibidor de B-lactamasas al antibidtico resistente a 8-
lactamasa causa una disminucién en la CMI de la cepa. Otro posible mecanismo es que
el sistema autolitico puede ser alterado de alguna manera, como se ha sugerido para
cepas verdaderamente resistentes a meticilina. Sin embargo, en presencia de NaCl o de
una temperatura de incubacién més baja, estas cepas pueden sobrevivir a una
concentracién de antibisticos B-lactdmicos sobre los puntos de corte convencionales para
sensibilidad. Por tanto, la resistencia a bajo nivel, es probablemente un artefacto de los
métodos de prueba, y no es importante clinicamente, sin embargo, deberén realizarse
estudios clinicos para confirmar esto. Las cepas que expresan bajo nivel de resistencia,
aparecen como completamente sensibles en estudios in vivo, y ne tienen ninguno de los
marcadores de los ERM por lo que las infecciones causadas por éstas cepas pueden ser

efectivamente tratadas con antibiéticos f-lactdmicos (12).
1.9, GENETICA DEL ESTAFILOCOCO RESISTENTE A METICILINA
1.9.1. GENOMA ESTAFILOCOCCICO.

Un poco después de la introduceién de los antibiéticos en la préctica clinica, se hizo
aparente la capacidad del estafilococo para adaptarse a la presencia de drogas. Durante
1940 y 1950, se pensaba que la resistencia era originada solamente por mutacién y
seleccién. Pero, a partir de la observacién de que la resistencia a penicilina puede
perderse irreversiblemente, se demostré que la produccién de penicilinasa es debida a
la presencia de plasmidos (72). Desde entonces, se han acumulado evidencias de que
la resistencia hacia algunos antibi6ticos es mediada por plésmidos, aunque existen
organismos resistentes a otros antibidticos que carecen de estos. La organizacién del
genoma estafilocdecico es de gran importancia para la evolucién de este microrganismo
en cualquier cambio de medio ambiente. Estudios recientes de mapeo cromosomal por

fusion protoplastica han demostrado que el cromosoma del estafilococo consta de una
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molécula simple y circular de DNA de 2 a 4 x 10° daltons la cual contiene 1.6 x 10¢ pares
de nucledtidos, ademds de otros elementos genéticos que incluyen: pldsmidos,
transposones, profagos, etc. (62). El mapa cromosémico se divide en 18 segmentos en
base a la secuencia de cotrasformacién de marcadores especificos. Se sugiere que el
cromosoma contiene cerca de 5 mil genes. Solamente se han mapeado, hasta ahora,
algunos genes nutricionales y de resistencia a antibidticos, asi como sitios de ataque de
fagos y sitios de insercién de plasmidos y transposones.

Los pladsmidos son los principales portadores de la resistencia a antibidticos en
estafilococo, y se han identificado tres tipos: el primero esti formado de pldsmidos
pequeiios de 1.5 a 5 kb de tamaifio y con 10 a 50 copias; cada uno contiene un
determinante de resistencia simple para tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol,
macrélidos, kanamicina y sales de cadmio y éstos pueden replicarse en otras especies de
gram positivos. Un segundo tipo consta de pldsmidos mas grandes de 25 a 35 kb de
tamaiio; con aproximadamente 5 copias por célula; estos tipicamente portan resistencia
a penicilina o a iones inorgdnicos y no se ha observado que se repliquen en otros
géneros, Recientemente se ha identificado un tercer tipo, parecido al segundo, que se
forma de plésmidos conjugativos también grandes (40 a 60 kb) que tipicamente portan
resistencia a gentamicina, penicilina, neomicina, compuestos cuaternarios de amonio
como bromuro de etidio y algunas veces trimetroprim. Como en las bacterias gram
negativas, muchos de los genes de resistencia en estafilococo son portados por
transpososnes y por lo tanto pueden existir tanto en pldsmidos o bien integrados al
cromosoma. Se incluyen determinantes de resistencia a eritromicina, espectinomicina,
penicilina {B-lactamasa), gentamicina y probablemente también meticilina.

Otros genes accesorios pueden ser portados por elementos genéticos variables: los genes
estructurales de la estafiloquinasa y de la enterotoxina A, parecen existir también en
transposones,

Ciertos estudios realizados en 1984 en el Reino Unido (17), a fin de tipificar cepas de
ERM epidémico, por medio de andlisis de pldsmidos, determinaron, aparte de factores
de resistencia cromosomales, plasmidos de gran peso molecular (15-23 Mdal) que

conferfan resistencia a gentamicina, propamidina, bromuro de etidio, etc. Algunas cepas
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tenfan fambién un plismido mis pequefio (3 Mdal) que conferfa resistencia a
cloranfenicol y otros plésmidos cripticos, de 1 Mdal. En otros estudios, realizados en
hospitales de Singapur (29), entre 1982 y 1985, los resultados indicaron que todas Jas
cepas analizadas tenfan resistenda comosomal a gentamicdna, kanamicina,
estreptomidna, eritromicina y sulfonamidas. La mayoria contenfa también pldsmidos
de gran tamafio de 18, 20 y 22 Mdal, junto con plasmidos mis pequefios de 1.6y 1.8
Mdal. Todos estos plismidos codificaban para la resistencia 2 otros agentes
antimicrobianos.

El estafilococo puede intercambiar material genético por varios mecanismos, incluyendo
transduccion generalizada, transformacién mediada por DNA ya sea de células intactas
o protoplastos, conjugacién mediada por pldsmidos y fusién protopldstica. La
transferencia conjugativa se ha demostrado con pldsmidos, pero no con el cromosoma.
El estafilococo también intercambia plésmidos con especies de Badlius y Streptococcus

{62). Estos procesos probablemente han sido los responsables de la diseminadidn de los
marcadores de la resistencia a antibidticos dentro de la poblacién estafilocéecica de la
naturaleza. Por procedimientos de cultives mezclados, in vitro, se observé alta
frecuencia de transferencia, lo que sugiere que ésta puede ser mediada por bacteriéfagos

™.
1.9.2. GENETICA DE LA RESISTENCIA A METICILINA

La genélica de la resistencia a meticilina es tan compleja como su bioquimica y ha sido
objeto de controversia desde su deteccién en 1960. La confusion inidal de si el
determinante genético mec, de la resistencia a meticilina residia en pldsmidos o en el
cromosoma, ha sido resuelta. La evidencia de localizacién plasmidica, fue indirecta y
basada en caracteristicas de eliminacién espontinea e inducida de mec de cepas
resistentes. De cualquier modo, algunas condidones asociadas con la eliminacidn,
transduccidn y transformacion de mec sugirieron que el determinante era cromosomal.
La transformacién de mec por DNA cromosomal, pero no por plasmidos, y la
eluddacién de su mapa de localizacién ha demostrado conclusivamente que el
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determinante es cromosomal. Ningun alelo equivalente a mec existe en cepas sensibles
(75). Las caracteristicas de resistencia de ERM a otros antibi6ticos, varfa a través del
tiempo y de la geografia (72), y en muchos casos hay también variacién en cuanto a la
localizacién de la resistencia, ya sea en plismidos, en el cromosoma o en ambos, lo que
indica la presencia de transposones (41).

1.9.2.1. Penicilinasa. Un fragmento del mee de 2.3 Mdal hibridiza con fragmentos de
plésmido de penicilinasa de cepas sensibles y resistentes y con dos fragmentos de 331
Mdal conteniendo el determinante para la resistencia a mercurio en el plismido de
penicilinasa. Estos fragmentos pueden ser secuencias de insercién que a veces permiten
al mec funcionar como un elemento transferible. Lyon y Skurray (49) reportaron la
identificacién de secuencias similares repetidas en plismidos que codifican para la
resistencia a metales pesados y a f-lactamasa, en DNA cromosomal de cepas resistentes
a meticilina y en un transposon que media la resistencia a mercutio.

La presencia de una secuencia de insercién compartida en el mec y en el plésmido de
penicilinasa permite observar asociaciones entre la produccién de penicilinasa y la
resistencia a meticilina, Por ejemplo, recipientes menos efectivos pam la transduccién
de mec requieren la presencia tanto de un determinante cromosomal, como plismido
para la producci6n de B- lactamasa y la eficiencia de la transferencia es mis baja en
prescencia de un inhibidor de B-lactamasa. La expresién de la resistencia puede ser
suprimida por un mutante no inducible de un plésmido de penicilinasa (15). Recipientes
de S. epidermidis menos efectivos para mec dependen en parte de la presencia del
determinante para la resistencia a mercurio. Las secuencias de insercién, por tanto,
pueden controlar la integracién de mec dentro de DNA cromosomal y plasmidico, y
puede explicar los experimentos en los cuales mec ha sido asociado con marcadores no
enlazados y con plasmidos (15).

La interrrelacién entre el determinante de penicilinasa, mec, PFP2a y la expresi6n de la
resistencia son sorprendentes, Como se discuti6, la produccién de penicilinasa, o la
presencia del determinante de penicilinasa es un requerimiento del recipiente para la

transduccién de mec. El plasmido de penicilinasa imparte inductibilidad a la PFP2a,

18



La secuencia de DNA del fragmento de 9.3 Mdal que codifica para PFP2a tiene una
homologfa con el del gene de penicilinasa, Las mutaciones que alteran la inductibilidad
del plismido de penicilinasa, suprimen la expresién de la resistencia a meticilina. Una
prueba de DNA que hibridiza con el mec, también recoenoce que es probable una
secuencia de insercién en un plismido de penicilinasa. Entendiendo las bases de esas
interacciones puede ayudar a comprender los factores que regulan la expresién de la
resistencia a meticilina.

1.9.2.2. PEP2a. El producto protefnico, o productos codificados por mec no han sido bien
definidos, pero la PFP2a probablemente est4 codificada dentro de este determinante. El
grupo Matsuhashi (53) ha donado un fragmento de DNA de 9.3 Mdal de una cepa
resistente en una de E. coli, este fragmento codifica para la resistencia a tobramicina y
el gene estructural de la PFP2a. Dado que la PFP2a clonada no fue inducida por
antibiéticos f-lactdmicos, el sitio regulatorio no estd presente en el fragmento de 9.3
Mdal o no funciona en la E. coli, La secuencia de nucledtidos sugiere que es el producto
de la fusién de una regién regulatoria derivada de un gene de penicilinasa y un gene
ancestral que codifica la estructura de PEP2a.

1.9.23. Otros loci genéticos. Los determinantes genéticos fisicamente distintos a mec,
pueden alterar la expresién de la resistencia. La primera indicaci6n de que marcadores
no ligados a mec podrian alterar la expresién de la resistencia a meticilina vino de
estudios de Cohen et al (14), ellos encontraron que la resistencia a meticilina puede ser
suprimida por mutaciones en los genes regulatorios de los pldsmidos de penicilinasa
inducibles. Berger-Bachi (6) encontraron que la insercién cromosomal de un transposon
dentro de una cepa de S. aureus resistente a meticilina produce transductantes 50 6 100
veces més sensibles a meticilina, Los sitios de insercién no fueron ligados al mec (41).
Tomasz (78} también encontré que un transposon de resistencia a eritromicina insertado
dentro de una cepa homogénea produce células heterogéneas en la expresién de la
resistencia. Estas células producen PFP2a en cantidades normales. La transformacién de
DNA en esos derivados heterogéneos en las cepas originalmente homogéneas, produce
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resistencia heterogénea.  Estos estudios proporcionaron futuras evidencias de un
segundo foco regulatorio (factor X) de resistencia a meticilina al lado del gene estructural
de PEP2a (13).

L10. METODOS PARA LA DETECCION DEL ERM

En cuanto a los métodos mas utilizados en la actualidad para la deteccidn del ERM, se
consideran: difusion en agar, microdilucién, dilucion en agar, y métodos rapidos con
instrumentos automdticos (77), Dada la naturaleza heterogénea de estas cepas, pueden
obtenerse fcilmente resultados err6neas, si las condiciones de las pruebas séfo favorecen
el desarrollo de ia subpoblacién sensible, que crece con mayor rapidez (3). Para
estimular la expresion fenotipica dela resistencia intrinseca de la subpoblacion resistente,
que crece mds lentamente, a través de los anos se ha sugerido hacer diversas
modificaciones a los ensayos de sensibilidad:

Utilizar in6culos mayores. Utilizando colonias frescas de un cultivo de 18 a 24 horas de
incubacién y preparando los indculos un poco mds cargados que en los métodos que
sefialados.

Afadir NaCl al medig de cultiva. De 2 a 5%, dependiendo del método que se utilice

para Ja deteccién.

Incubar a_temperatura de 35°C_ ¢ menor. Los cultivos deben ser incubados a
temperaturas por debajo de los 37°C para favorecer e} crecimiento de las bacterias
resistentes. Una temperatura de 35°C es razonable para uso de rutina, pero si la
resistencia es muy esperada, deben usarse temperaturas de 30°C,

Incubar por 48 horas. Para permitir et desarrollo de la subpoblacitn resistente, aunque
en este punto hay que tomar en cuenta la especie, y2 que las especies coagulasa
positivas, con 48 horas de incubaci6n pueden hiperproducir f-lactamasa, y confundir la
deteccién de cepas verdaderamente resistentes (22,13).

El aumento en la concentracién de NaCl y del indculo, puede reducir el tiempo de
incubacién a 24 horas, sin afectar la CMI resultante de las cepas de estafilocaco sensibles
(22). Aunque se prefiere esperar hasta las 48 horas para detectar cepas con sensibilidad
intermedia {43).
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La oxacilina es generalmente el agente antimicrabiano de eleccién en estas pruebas, ya
que es mds estable que otras penicilinas resistentes a 8-lactamasas y por lo general
detecta mejor la heterorresistencia. Sin embargo, la eleccién puede depender de las
caracteristicas particulares de la cepa (45). Cloxacilina y dicloxacilina no deben usarse.
nafcilina tampoco debe usarse si el medio contiene sangre (60). Coudron y colegas han
sugerido que la meticilina puede detectar resistencia en S, epidermidis, mejor que la
oxacilina (18).

En este momento, la deteccién confiable de ERM parece més segura a través de los
métodos de dilucién: Microdilucién (MIC) utilizando caldo Mieller-Hinton
suplementado con cationes divalentes ( Ca (100 pg/ml y Mg 50 ug/ml ) y 2% de NaCl,
se incuba a 35°C por 24 horas como minimo. Este método parece detectar con
confiabilidad el ERM, presentando un CMI de meticilina mayor o igual a 16 ug/ml y
una CMI de oxacilina o nafcilina mayor o igual a 8 xg/ml (39).

Un procedimiento que puede ser utilizado alternativamente de escrutinio y para
confirmaci6n es el de dilucién en agar, que utiliza agar Miieller-Hinton suplementado
con 4% de NaCl, con meticilina (10ug/ml), oxacilina o nafcilina (6ug/ml). Un in6culo
de aproximadamente 10 UFC, obtenido de una suspensién con turbidez semejante al 0.5
de McFarland, se coloca en la superficie del agar, se incuba a 35°C durante 24-48 horas.
El crecimiento en la placa indica una cepa con resistencia intrfnseca (39).

Las pruebas de difusién de discos, son poco exactas, debido a que los discos aceptados
pot la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica, no
tienen correlacién con los valores que se obtienen por el método de microdilucién. Por
tanto, para mejorar la confiabilidad de los resultados por este método, se aconseja,
ademds de las consideraciones antes mencionadas: utilizar discos de oxacilina o
meticilina (0 ambos), observar con cuidado las zonas de inhibicidn para identificar
colonias pequenas que puedan desarrollarse en éstas y reincubar por 48 horas en total,
si aparece alguna zona de tamaio intermedio (77).

Se han realizado numerosos estudios para estandarizar y comparar estos métodos, pero
los resultados difieren en funcién del tipo de laboratario en que se realicen los estudios,

su localizacién, el tipo de cepa, etc. Estudios realizados recientemente (1988) por Pfaller
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et al (64), indican los siguientes valores de sensibilidad, valor predictivo negativo,
especificidad y valor predictivo positivo de fos métodos de deteccién por difusién de
discos de Kirby-Bauer y por dilucién en agar ( tomando en cuenta todas las
modificaciones sugeridas por Thornsberry y colegas ) comparadas con el método de
referencia: Microdilucién.

Difusién en Dilucién en

agar agar
Sensibilidad 94 95-97
VPN 98 99
Especificidad 67 64-74
VPP" 32 30-37

:‘anor predictivo negativo.

Valor predictivo positivo.
Estos datos indican que ambos métodos pueden ser iitiles como métodos de gscrutinio
para detectar resistencia a meticilina, con la condicién de que todas las cepas que
resulten resistentes sean confirmadas por microdilucién, esto es debido al gran niimero
de resultados falsos resistentes que pueden presentarse. En el caso de difusi6n de
discos, la manipulacién de los mismos y los criterios de interpretaci6n son més dificiles
de estandarizar, por otro lado, el método de dilucién en agar ha sido muy recomendado
por varios autores como el mejor método de escrutinio para detectar ERM (64). La
eleccién de un método de escrutinio depende de la capacidad técnica del laboratorio que
desea identificar este tipo de microrganismo, sin embargo, deberfa contarse con una
alternativa para confirmacién (MIC) intralaboratorio, o bier, cofirmar en laboratorios

Cercanos CON Mayores recursos.

1.11. SISTEMAS DE TIPIFICACION EPIDEMIOLOGICA

Debido a su ubicuidad, es deseable algunas veces separar cepas de estafilococo en tipos
o grupos. La Hipificacién se indica generalmente para detectar la fuente de un brote

nosocomial o comunitario, o la fuente de una intoxicacion estafilocéecica por alimentos.

22



Se han propuesto una gran variedad de técnicas, pero las més utilizadas ineluyen:
tipificacién serolégica, perfiles bioquimicos { biotipificacién ), perfiles de sensibilidad
antimicrobiana ( antibiogramas ), patrones de sensibilidad a bacteriofagos (
fagotipificacién ) y método-s de tipificacién de DNA (perfiles pldsmidos, andlisis de
restriccién de enzimas de DNA cromosomal o plismido con endonucleasas e
hibridizacién de DNA).

La tipificacién serolégica, basada en la determinacién de la presencia o ausencia de
anticuerpos a &cido teicSico de la pared celular del estafilococo (71), ha mostrado ser de
valor, pero debido a las dificultades de preparar los antisueros especificos y de
estandarizar los métodos, es raramente utilizada, La biotipificacién es utilizada
principalmente con especies de EC-, ya que las cepas de S. aureus son relativamente
homégeneas bioquimicamente. La biotipificacién incluye la deteccién de hemélisis,
lipélisis, prote¢lisis, produccién de pigmentos, fermentacion de lactosa, identificacién de
8-hemolisinas y la utilizacién de un sistema miniaturizado de pruebas bioquimicas como
es e] caso del sistema API {API Staph Ident y API Staph Trac). El problema principal
que implica el uso de los sistemas anteriores en estudios epidemiolégicos es que estos
fueron desarrollados con el propésito de la diferenciacién de especies y no subespecies
o delineacién de cepas, como resultado el niimero de biotipos diferentes para-cualquier
especie dada es limitado y la mayoria de los aislados clinicos estén contenidos dentro
de pocos biotipos distintos (54).

El antibiograma puede ser utilizado epidemiolégicamente ya que es determinado de
rutina en el laboratorio y se han establecido procedimientos altamente estandarizados.
La emergencia de una cepa de estafilococo con un patrén de sensibilidad tinico puede
ser una sefial importante para el microbiélogo y puede proveer un marcador por el que
se pueden detectar cepas similares. Debe ser reconocido, sin embargo, que los patrones
de sensibilidad pueden ser fuertemente influenciados por la amplitud del uso de
antibiGticos dentro de una localidad dada, por lo que los resultados pueden variar
considerablemente de una comunidad a otra. Por tanto, los antibiogramas son las
técnicas més utilizadas dentro de un 4rea determinada y no en dreas geograficas a gran

escala. Los perfiles de sensibilidad pueden varias atin dentro de una instituci6n,
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haciendo la identificacién de las cepas més diffcil.

Desafortunadamente, existen algunos problemas que limitan su utilidad, los principales
son; a) una gran proporcién de aislados nosocomiales son resistentes a multiples
antibibticos, por tanto se limita el nimero de antibiogramas Gnicos observados en una
instituci6n; b) dia a dia existe una variacién considerable en los antibiogramas, ‘que
pueden resultar en variaciones analiticas en los métodos, y ¢) la expresién de la
resistencia a antibiéticos en algunas cepas puede ser inestable (65).

El sistema més establecido para la tipificaci6n epidemiolégica de estafilococo es la
fagotipificacién. Desde 1952 esta técnica ha encontrado un amplio uso, y se ha
establecido un sistema internacional para controlar los fagotipos y los procedimientos
(PHLS Staphylococrus Reference Laboratory) (59). No es, sin embargo, un sistema
estatico, y debe responder a la emergencia de nuevas cepas que no sean tipificables.
Entonces los bacteri6fagos utilizados en la serie estdndar de tipificacién varian y se
extienden a través de los afios. Este factor debe ser considerado cuando se comparan
los patvones de afios previos con los actuales. La mayoria de las series estdndar, sélo
incluyen bacteriéfagos para S. aureus (45). Se han definido tres caracteristicas que deben
poseer los sistemas de fagotipificacién para ser ttiles epidemioltgicamente: a) debe
tipificar o lisar un gran ntimero de cepas; b) debe ser reproducible; diferentes aislados
derivados de la misma clona bacteriana, deben dar reacciones esencialmente idénticas,
y ¢} debe discriminar cepas relacionadas epidemioldgicamente de las no relacionadas
(54). .

La detertninacién de perfiles de plismidog de estafilococo por electroforesis en gel de
agarosa parece ser un método prometedor para la identificacién de cepas o poblaciones
clonales. Sin embargo, esta propuesta estd muy por debajo del alcance de la mayoria de
los laboratorios clinicos. En ocaciones, pueden observarse variaciones en el perfil
plasmido dentro de una cepa. Muchas de las especies de estafilococo demuestran
perfiles pldsmidos complejos, permitiendo una variacién considerable entre cepas.
Algunas cepas pueden portar de 5 a 10 plasmidos diferentes (45). Se puede llevar a cabo
ademés, una subsecuente identificacién de los plasmidos individuales aislados por

tratamiento con enzimas endonucleasas o enzimas de restriccion y determinacién de
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los fragmentos formados, también por electroforesis en gel de agarosa, lo que
proporciona un perfil mas depurado de cada una de las cepas, ya que algunos plismidos
pueden tener el mismo peso molecular, presentarse en el gel en la misma posicién y sin
embargo tener secuencias de nucleStidos diferentes. Las técnicas de hibridizacién de
DNA estdn también basadas en las propiedades fisicas Gnicas del DNA, tomando ventaja
de la fidelidad de los pares de bases, uno puede inequfvocamente establecer que dos
plasmidos son idénticos utilizando un fragmento de DNA o un pldsmido entero de una
de las cepas como una prueba marcada en un ensayo de hibridizacién Southern. Este
método correlaciona bien con la fagotipificacién y ofrece una alternativa para tipificar

aisladas que no puedan ser fagotipificados (58).



2.-OBJETIVOS

2.1

2.2.

23,

2.4.

2.5.

26.

Determinar la prevalencia y distribucién por especie de ERM causante de
infecclones nosocomiales en el INNSZ de julio de 1988 a junio de 1989,

Poner en préctica un procedimiento sensible y de fécil ejecucién para la deteccién
y confirmacién de la resistencia a meticilina accesible y de uso generalizado en
hospitales de segundo y tercer nivel.

Determinar las caracteristicas bacteriolégicas de los microrganismos resistentes a
meticilina y de aquellos con sensibilidad intermedia.

Determinar el comportamiento de estos microorganismos frente a otros
antibiéticos con aplicacién potencial en las infecciones por ERM.

Determinar las caracteristicas epidemiol6gicas de los pacientes con aislamiento de
ERM.

Obtener el perfil de plismidos de los microorganismos resistentes o con
sensibilidad intermedia a meticilina como método de tipificacién.



3. HIPOTESIS

3l
3.2,
3.3,

34

3.5

3.6.

3.7

La prevalencia del ERM en el INNSZ es semejante a aquella informada por otros

hospitales de tercer nivel en México y en otros paflses.

El método que se utilizard tendrs mayor sensibilidad para la deteccién de ERM
que el método de uso comiin en el INNSZ.

Se espera encontrar mayor frecuencia de EC- como ERM, principalmente .

epidermidis , el cual procederd primordialmente de secreciones de heridas.

Los ERM que se aislen de los pacientes hospitalizados en el INNSZ seran
predominantemente heterorresistentes y presentardn resistencia cruzada con
aminogluctsidos, macrélidos y tetraciclina, as{ como susceptibilidad a

ciprofloxacina, rifampicina, trimetoprim-sulfametoxazol y vancomicina.

Se espera que la prevalencia de las cepas con sensibilidad intermedia (cepas
tolerantes e hiperproductoras de 8-lactamasas) en el INNSZ sea tan alta como la

resistencia a meticilina.

Los pacientes con infeccién o colonizacién por ERM tendrdn como factores de

riesgo aquellos previamente descritos.
Se espera encontrar un patrén uniforme asf como un mayor namero de plésmidos

en aquellos micoorganismos completamente resistentes a meticilina que en los

organismos con sensibilidad intermedia.
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4. DISENO DEL ESTUDIO

Este es un protocolo retrolectivo, observacional y abierto, donde se incluyen los
microorganismos resistentes a meticilina como sujetos de estudio, los cuales fueron
detectados en el Laboratario de Microbiologfa Clinica del INNSZ.

Cepas de estafilococo

v \Y

Deteccién de resistencia Sensibilidad por difusién en

a Oxaciliia’ agar J,

Cepas resistentes Cepas sensibles
Sensibilidad por microdilucién Fuera del estudio

Determinacién de sitio de origen y especie

Infeccién/ Colonizacién
S )
RESISTENTES SENSIBILIDAD INTERMEDIA SENSIBLES
Caracteristicas de los pacientes Controles
¢ Sinergismo con 4c. clavulinico
"Patrén plasmido ¢
¢ Determinacién de CMB

Patrén’ plasmido

Anélisis de Resultados



25. MATERIAL Y METODOS

- 5.1. POBLACION Y PERIODO DEL ESTUDIO.

Se utilizaron en el estudio cepas de estafilococo aisladas de todo tipo de cultivos,
obtenidas del Laboratorio de Microbiologfa Clinica del Departamento de Infectologfa del
INNSZ de julio de 1988 a junio de 1989*. Las cepas fueron presuntivamente
identificadas como estafilococo y luego se probaron por el método de dilucién en agar
( Ver apéndice 1) para detectar resistencia a oxacilina.

La resistencia se confirmé por el método de microdilucién (MIC) (ver apéndice II). Se
obtuvieron los siguientes datos (de entrevistas personales cuando fue posible) de cada
uno de los pacientes de los cuales se aisl6 el ERM:

a) Fecha de aislamiento del germen

b) Edad y sexo

c) Fecha de internamiento

d) Tiempo de estancia en el Hospital

e} Diagndstico de ingreso (enfermedades asociadas)

f) Tipo de cultivo {sangre, vias urinarias, catéteres, vias aéreas, secreciones, tejidos
blandos, dislisis y liquidos de cavidades normalmente estériles (LCNE))

g) Administracién de antimicrobianos desde cuairo semanas antes de la deteccién del
germen:

h) Procedimientos invasivos, relacionados con el tipo de cultivo, practicados al menos
cuatro semanas antes del aislamiento.

El ERO se considerd causante de infeccién en las siguientes condiciones: i) sangre:
aislamiento de EC-RO en m4s de dos muestras tomadas en sitios diferentes, el EC+RO
cuando se aislé, cuando menos, en un frasco de hemocultive. ii) orina: aislamiento de
10* o més unidades formadoras de colonias (UFC) de estafilococo como germen finico
en un urccultivo obtenide de chorro medio, con o sin leucocituria, en los pacientes con

* Las cepas alsladas desde Julio de 1988 a Enerv de 1989 fueron guardadas en papel con Caldo Soya Tripticasa
¥ 20% de Glicerol y almacenadas a -20°C, recuperandose después parala detecdon de la resistencia a oxadilina.

29



sonda vesical la muestra se obtuvo por puncién de la sonda y se considers 10° UFC/ml
como minimo (29,75). iii) catéteres intravasculares y protesis: para los primeros se
considerd como positivo la presencia de mas de 15 UFC, después del rodamiento de un
segmento de dos pulgadas de la punta del catéter en una caja con medio de cultivo (41).
iv) secreciones broncopulmonares: se considersé solo al EC+RO en las siguientes
muestras: expectoracién con méas de 25 leucocitos y menos de 10 clulas epiteliales por
campo 10X en un examen microscépico (49), aspirado transtraqueal, y broncoscopfa
{cuando fue e} germen predominante). v) heridas con evidencia de inflamacién, secrecién
purulenta y el aistamiento del ERO como agente Gnico o como organismo predominante
en infecciones mixtas. vi) En liquidos obtenidos de cavidades normalmente estériles se
considers infecci6n al aislamiento del ERQ, siempre y cuando hayan desarrollado en més
de un medio de cultivo, asaciado a: liquido de diélisis peritoneal con un minimo de 100
leucocitos/ mm?; derrame pleural con un pH menor a 7.3, una relacién de protefnas del
liquido pleural con las proteinas plasméticas de 0.5 g 0 mds de 10,000 leucoditos/ mm®
(53,14) y liquido cefalorraquideo con 100 leucodtos/mm® & mds y 100 mg/dl de
proteinas (6).

5.2. PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION.

5.2.1. Morfologfa Colonial. Esta se observé en placas de agar sangre de carnero
tratando de identificar colonias cremosas, opacas, de color blanco o amarillo,
posiblemente hemoliticas, circulares, con bordes regulares, de 1 a 3 mm de dismetro,
después de 24 h de incubaci6n a 37°C.

5.2.2, Morfologia Microsc6pica. Se hizo un frotis de la colonia y se tifié por el método
de Gram (39). Se observaron cocos de 0.5 a8 1.5 pm en didmetro, gram positivos y
dispuestos, por lo general, en forma de racimos,

523. Mediante la prueba de Catalasa. El estafilococo posee esta enzima que
descompane el perdxido de hidrégeno, liberando oxigeno libre, por tanto, debe resultar
invariablemente positiva, Se determiné colccando una colonia con un aplicador dentro
de una gota de H,0, (78).
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5.24. Prueba de Coagulasa en tubo. Llevada a cabo inoculando 0.5 ml de plasma
humano heparinizado, diluido 1:2 con solucién salina, con una colenia de estafilococo.
Las cepas coagulasa positivas generalmente producen un codgulo visible dentro de Jas
primeras 4 horas de incubacién a 35°C. Si la prueba es atin negativa después de ésta
tiempo se saca de Ja estufa y se deja a temperatura ambiente hasta las 24 h que puede
ser considerada negativa. Esto es debido a que las bacterias pueden producir enzimas
fibrinolfticas a altas temperaturas que disuelven el codgulo formado aespués de las 4
horas (76).

5.2.5. Fermentaci6n de Manitol. La mayorfa de las cepas de S, aureus, en contraste con
los EC-, pueden fermentar manitol y formar dcido (76,78).

5.2.6. Sensibilidad a Novobiocina. Esta es una prueba presuntiva para la identificacién
de 8. saprophyticus, aunque existen otras dos especies de EC- resistentes a novobiocina
(S.cohnii y S.xylosus ), las cuales, por lo general, no tienen significado clinico. Se inoculé
una placa de agar sangre de carnero con una suspensién con turbidez semejante al 0.5
de McFarland, se coloc6 un disco con 5 g de novebiocina ( BBL Microbiology Systems,
Cockeysville, M. D.} y se incubé a 35°C por 18-24 h, Las cepas resistentes mostraron un
halo de inhibicién igual o menor a 16 mm (76).

5.2.7. Determinacién de DNAsa. Solamente el S. aureus es productor de DNAsa
termoestable. Esta enzima, hidroliza DNA, atin después de haberla expuesto al calor
(76). Se inocul6 con las cepas una placa de agar DNAsa ( Bioxon ), se incub6 por 48 h
a 37°C, se agregd azul de toluidina a la superficie de la placa y se di6 como positivo la
aparicién de un halo color violdceo alrededor del in6eulo.

5.2.8. La confirmacién de la especie en el estafilococo resistente a oxacilina por
microdilucién se Llev6 a cabo con micrométodos comerciales ( API 20 GP y API Staph
Trac, Analytab Products, Plainview,N.Y.).

5.2.8.1. API Staph Trac. Es un micrométodo de identificacién rdpida para especies de
estafilococo y ciertos micrococos. Contiene 20 microciipulas con 19 sustratos y un control
negativo. Después de la inoculaci6n, las tiras se incubaron en aerobiosis a 37°C por 24h.
528.1. API 20 GP. Es otro sistema de identificacién tanto para estafilococo como
estreptococo del grupo D, y también consta de 20 pruebas bioqufmicas.
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53. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA.

A todas las cepas de estafilococo aisladas en el INNSZ durante el periédo de estudio se
les determiné antibiograma por el método de difusién en agar (Ver apéndice 1) a los
siguientes antibi6ticos: nitrofurantofna, gentamicina, amikacina, eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol, penicilina ( Bigaux Diag., México, D. F.) y Vancomicina (Difco, Detroit,
Mich.).

5.3.1. DETECCION DE LA RESISTENCIA A OXACILINA.

La sensibilidad a penicilinas resistentes a penicilinasa se determiné por el método de
diluci6n en agar utilizando oxacilina. Desde junio de 1988 a febrero de 1989 se utilizaba
agar Miieller-Hinton suplementado con 7 ug/ml de oxacilina (Bristol), 50 g/ ml de iones
Ca*?, 25 ug/ml de iones Mg*? y 4% de NaCl. Partiendo de un cultivo de 2448 horas
se preparaba una suspensién en solucién salina, con turbidez semejante al 0.5 del patrén
de McFarland, con ésta se humedecia un hisopo, y se depositaba sabre la superficie del
agar. Se incubaba por 48 horas a 35°C, reportindose como resistencia al crecimiento
masivo de la superficie inoculada. A partir de marzo de 1989 se realizaron algunas
modificaciones: Se utiliz6 oxacilina 2ug/ml’, 100 ug/ml de iones Ca®?, 50 ug/ml de
jones Mg*? y 4% de NaCl. Se parti6 de un cultivo fresco (18-24 horas) para preparar una
suspensién con turbidez semejante al estdndar 0.5 de McFarland, de ésta se tomé una
alfcuota de 10 pl (10 UFC) para inocular las placas con agar y éstas se incubaron a 30°C
por 48 horas. En estas condiciones sélo crece la subpoblacién de estafilococo resistente
a oxacilina, por tanto se reportaron como resitentes todas aquellas cepas en las que se
observé crecimiento de una o més colonias (34,43).

Se utiliz6 como control sensible $. aureus ATCC 29213 y como control resistente un S.
epidermidis resistente a oxacilina aislado en el hospital (INNSZ 1).

* La concentracién de oxacilina recomendada es de 6 ug/ml, pero con la finalidad de detectar todas aquellas
cepas con seruibilidad intermedia, la concentracién de oxacilina se disminuy6 a 2 ug/ml.
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5.3.2. CONFIRMACION DE LA RESISTENCIA A OXACILINA.

A todas las cepas que resultaron resistentes a oxacilina por el método de escrutinio, se
les realizaron ensayos de sensibilidad

por microdilucion (Ver apéndice I) para confirmar el resultado de resistencia a oxacilina
obtenido por difusién en agar (56), de acuerdo con las recomendaciones de la NCCLS:
utilizar caldo Miieller-Hinton suplementado con 50 pg/ml de Ca*?, 25 pg/ml de Mg*?
y 2% de NaCl; incubar a 30°C y por 24 y 48 horas, dependiendo de la especie, en
S.aureus por 24 horas (ya que esta especie puede producir 8-lactamasas en cantidades
excesivas, con incubacién prolongada y aumentar la CMI (57). Se utilizaron como
controles $. aureus ATCC 29213 y S. faecalis ATCC 29212,

53.3. DETERMINACION DE CMB,

A las cepas con sensibilidad intermedia a oxacilina por microdilucién (CMI de 2-8
pg/ml) se les determin6 su concentracién mifnima bactericida (CMB) a penicilina,
oxacilina y vancomicina, para detectar tolerancia (Ver apéndice IIT), comparéndola con
la CMB de cepas resistentes (CMI >16 ug/ml) y de cepas sensibles (CMI <2 ug/ml).

5.3.4. PRUEBAS DE SINERGISMO ENTRE OXACILINA Y ACIDO CLAVULANICO,

Se determiné el efecto de un inhibidor de B-lactamasas (dc. clavulanico) en la CMI y
CMB de oxacilina de las cepas con sensibilidad intermedia, utilizdndose concentraciones
de 4,2, 1, 0.5 y 0.25 ug/ml de 4c. clavulénico frente a concentraciones variables de
oxacilina de 0.12 a 128 pg/ml (Ver apéndice IV).

54. ANALISIS DE PLASMIDOS.

Se llev6 a cabo determinacién del perfil de plésmidos de 37 cepas de ERO y 10 cepas con
SI por un método de extraccién alcalina (22) modificado para estafiloco (Ver apéndice
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V). Las cepas se cultivaron en caldo L por a 37°C por 16-18 h. Se centrifugaron y el
precipitado se lavé una vez con 1 ml de buffer TE { 10’ mM Tris, 0.1 mM EDTA
disédico, pH 7.5). Después de cetrifugar otra vez, el paquete celular se resuspendi6 en
100 pl de buffer TEG (50 mM glucosa, 10 mM EDTA y 25 mM de tris-HCl, pH 8)
" conteniendo 130 ug/ml de lisostafina ( Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. ), se incubé
a -70°C por 10 min, se descongel6 a temperatura ambiente y se incubd a 37°C por 30
min, Las células se lisaron con 200 zl de una solucidn detergente ( SDS 1% y NaOH
02 M ), agitindose suavemente y manteniéndose en hielo por 5 min. Después se
afadieron 150 ul de acetato de sodio 3 M (pH 4.8), se mezclé por inversién y se
mantuvo 1 h en hielo, para permitir la precipitacién de la mayor parte de las
protefnas, RNA de alto peso molecular y DNA cromosomal. Se centrifugd por 5§ min
hasta que se obtuvo un sobrenadante casi claro. Se transfirieron 400 u! del sobrenadante
a un tubo limpio y se mezclé con 1 ml de etanol al 95% enfriado a -20°C durante 30 min,
después de lo cual se obtuve un precipitado, que se centrifug6, se dejé secar y se
resuspendié en 30 I de buffer TES ( 30 mM Tris, 5 mM EDTA y 50 mM NaCl, pH 8 )
conteniendo 40 ug/ml de RNAsa pancredtica libre de DNAsa (Sigma). Se mezclé con
5 ul de mezcla colorante (0.035 mM EDTA, 0.05 mg/ml! Azul de bromofenol glicerol al
50%) y se aplicé a un gel de agarosa {0.8% p/v) para electroforesis a 80 V por 4 horas
aproximadamente, en buffer Tris-borato (89 mM Tris (pH 8.2}, 2.5 mM EDTA disédico
(pH 8) y 89 mM de 4cido bérico). Como marcador de peso molecular se aplicé el DNA
fago lambda, digerido con Hind TII. El gel se tifi6 con bromuro de etidio (0.5 ug/ml)
durante 30 min y se fotografié sobre un transiluminador de luz UV con una cimara

Polaroid con pelfcula tipo 55, con exposicién de 3 segundos.



6. RESULTADOS

6.1. PREVALENCIA Y DISTRIBUCION.

Durante el periodo de estudio se aislaron 961 cepas de estafilococo, 355 EC+ (37%) y 606

EC- (63%), de las cuales 83 (8.6%) resultaron resistentes a oxacilina por el método de

escrutinio (23 EC+ y 60 EC-). La resistencia se confirmé en 40 (4.16 %) de estas cepas
(3 EC+ y 37 EC- ) y en 13 (1.35 %) la sensibilidad results intermedia (SI) (1 EC+ y 12

EC-). En la tabla 1 se describe la relacion de la distribucién por especie de acuerdo al

resultado obtenido por microdilucién.

Solamente a tres de las 23 cepas de EC+

resistentes por el método de escrutinio se les confirmé la resistencia y una fue sensible,

TABLA

1

DISTRIBUCION DE LOS ESTAFILOCOCOQS AISLADOS EN EL INNSZ DURANTE JULIQ DE 1988
A JUNIO DE 1989,

ESPECIE NO. Resistente por el RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
Método de Escrutinio  no. % no. % no %

. aureus 355 23 (65%) 3 ©8 1 02 355 (99
ECN 605 60 (9.9%) 37 61 12 @0 557 (%)
Novo sensible 568 53 (9.3%) k'3 63 12 @) 50 (@91
Novo resistente 38 7 (184%) 1 28 - (-) 37 (2]
TOTAL 961 & (8.6%) 40 (42) 13 (1.4) %08 (54)
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6.2.  SITIO DE AISLAMIENTO:

El sitic de origen de las 83 cepas resistentes por el método de escrutinio se describe en
la tabla 2 y se agrupan de acuerdo al resultado del método de confirmacién (MIC). Las
cepas con resistencia confirmada provienieron principalmente de tejidos blandos, vias
urinarias y lfquido de diélisis, siendo en su mayorfa (92.5%) EC-; las cepas con SI se
aislaron de tejidos blandos y vias aéreas, entre otras, fueron en su mayorfa (92%) EC- y
las cepas que resultaron sensibles se recuperaron de tejidos blandos, vias aéreas, sangre

y con predominio de los EC+ (63%).

TABLA 2

GEN DE B COCO DESARRQLLARQ) G,
CON OX, ml

SITIO DE RESISTENTES (216 ug/m]) INTERMEDIAS (28 ug/ml)  SENSIBLES slug/ml)

ORIGEN coag. (+) coag. () coag. (+) coag. (-} coag. (+) omg )
SANGRE 3 3 1 - 5 2
VIAS

URINARIAS . 6 - 2 2 5
CATETERES - 3 - 2 1 -
VIAS

AEREAS - 3 - 3 7 -
SECRECIONES - 1 - . . -
BLANDOS - 1 . 4 4 [}
DIALISIS . 6 - 1 : - -
LCNE - 4 - - e e
TOTAL 3 a7 1 12 19 11
*L.CN.E.: Liquidos de cavidad Imente estéril
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Al determinar si el microrganismo fue colonizante o infectante encontramos que el 50%

de los estafilococos resistentes a oxacilina (RO) y el 53% de aquellos con SI fueron

infectantes, lo que indica un verdadero significado clinico. Todos los EC+ se

encontraron asociados a verdaderas infecciones. Estos datos se muestran en la tabla 3.

TABLA 3

PROPORCION DE ESTAFILOCOCO NO SENSIBLE A OXACILINA INFECTANTE

63.

CARACTERISITICA RESISTENTE INTERMEDIO TOTAL
coagulasa coagulasa coagulasa
SORN # + O

COLONIZANTE = - 20 - 6 - 26 .

INFECTANTE 3 17 1 6 ) : 4 2

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS:

Las caracterfsticas epidemiolégicas de los pacientes de quienes se obtuvieron los

microrganismos con resistencia confirmada y con sensibilidad intermedia se muestran

en la tabla 4. Las cepas RO correspondieron a 30 pacientes con 38 infecciones y las

cepas con SI a 10 pacientes y con 11 infecciones. El tiempo de evolucion, el tipo de
enfermedades asociadas, la administracién previa de antibi6ticos, la edad y sexo fueron

semejantes en ambos grupos.
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TABLA 4
CARA STICAS DE LOS P, N AIS 0 D
RESISTENTE A OXACILINA { CMI a2 pg/mi)
CARACTHRISITICA ESTAE.RO ESTAF.S1
Ntimero de Pacientes 30 10
Nimero de Infecciones 38 11
Edad Promedio (ranga) L2 (17-76) 40 (26-66)
Sexo F(R)M(%) 13 (#4)-17 (36) 5 (50)-5(50)
Tiempo promedio de inter-
namiento previc a deteccién 23 dias 29 dias
ENFERMEDADES ASOCIADAS (%)
Insuf. Renal Crénica 9 (22) 3 23)
Colagenopatias 7 an 1 @™
Neoplisias Hematoldgicas 4 ©n 2 (15.4)
Hepatopatfas Crénicas 6 (14.6) 1 @n
Diabetes Mellitus 4 ©on 1 @7
Cirugfa de Tubo Digestiva 3 (7.3) 2 (15.4)
Otras’ 7 (179 3@
Administracién previa de
antibiéticos (4 semanas) 68.4% %
Procedimientos invasivos
previos™(4 semanas) 40.0% 8.0%
* Otras: Fibrosis Pulmonar, Mielofibrosis, Leptopirosis, HIV(+), Pn \
Hip i6n arterial, Crypt is y Pseud cerebral con derivadén.
** Procedimi invasi lacionados al tipo de cultivo.

38

LOCK

0



6.4.  MICROBIOLOGIA:

En cuanto a la identificacién final de los estafilococos no sensibles a oxacilina, en la tabla
5 se observa que la especie mds comiin fue S. epidermidis, seguido por otros EC-
sensibles a novobiacina, como el S, hominis y el S. hagmolyticus, y en menor proporcién
se encontraron $, aureus y EC- resistentes a novobiocina (S,cohnii).

TABLA 5

CACION DE 0COCO NO SENSIBLE A OXACTLIN.

ESPECIE RESISTENTES INTERMEDIOS

No. (%) No. (%)
S. aureus 3 @S 1 (77
idermi 22 (559) 12 (923)
. hominis 6 (15.0)
S _haemolyticus 6 (15.0)
S. warnerj 1 (25)
3. simulang 1 (25
§. cohnif 1 (25)
TOTAL 0 n

6.5. PRUEBAS DE SENSIBILDAD:

La sensibilidad antimicrobiana realizada por difusién en agar en las 83 cepas con
resistencia mostré que: el 100 % de las cepas fueron resistentes a penicilina, el 52 % a
eritromicina, el 46 % a gentamicina, el 40 % a cloranfenicol, el 28 % a tetraciclina y el 14
% a amikacina. Los antibidticos con mejor actividad contra estas cepas fueron:
nitrofurantofna (1.2 %) y vancomicina (24%). En la tabla 6 se muestra la sensibilidad por
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micredilucién de las mismas 83 cepas (aquf los resultados se expresan en términos de
CMI 50 y CMI 90, es decir la CMI que inhibe al 50 y al 90 % de las cepas
respectivamente). Se distribuyeron en tres grupos: las cepas RO, aquellas con SI y las
sensibles a oxacilina. Como puede observarse, las cepas RO mostraron resistencia a
otros antibidticos, ademés de la oxacilina: gentamicina 82 %, eritromicina 75 %,
cindamicina 72 %, amikacina 55 % y fueron totalmente sensibles a vancomicina.
Eritromicina mostré una MIC 50 notablemente menor frente a las cepas sensibles a
oxacilina, cotrimoxazol revel6 pobre actividad frente a las RO y SI y muy buena
susceptibilidad en las sensibles, rifampicina mostré escasa resistencia en los tres grupos,
a diferencia de clindamicina que fue pobremente activa contra los diferentes grupos,
amikacina fue mis activa que gentamicina tanto en las cepas resistentes como en las
intermedias y finalmente, observamos 27 % de resistencia a ciprofloxacina en ERO. Las
cepas sensibles solamente presentaron resistencia a penicilina y los CMI 50 y 90 se
encontraron en los limites més bajos del rango. En la figura 6.5.2 se esquematizan los

niveles de sensibilidad en los tres grupos de cepas.

TABLA 6
ENS[BILIDAD CROBIANA POR MICRODILUCION DE TRES POBLACIONES
DE AFILOCOCO I L
{CMT enpg/mh
RESISTENTES (40) INTERMEDIOS (13) SENSIBLES (30)
Rango € M | Rango C M _I Rango cC M I
50 90 50 % 50 90
PENICILINA 025216 16 16 «025x16 2 16 02516 05 8
OXACILINA 16-232 2 2 28 4 8 051 05 1
VANCOMICINA =0.5-8 1 2 0.25-2 05 1 052 10 1
ERTTROMICINA 0,12-28 8 8 0.12-28 8 8 0.12-8 012 8
COTRIMOXAZOL' 5125280 40 80 x125280 10 40 125280 125 80
RIFAMPICINA™ 05232 05 32 0516 05 2 20.5-16 05 2
CLINDAMICINA 025216 16 16 «025216 16 16 025216 025 16
AMIKACINA s1-264 8 64 sl-ab4 8 32 la2 20 32
GENTAMICINA 025216 16 16 «025al6 4 16 s025-x16 025 16
CIPROFLOXACINA  £0.06-24 025 4 «0.06-2 012 05 <006-»4 012 2
TETRACICLINA 15232 2 32 <0532 2 32 <5232 05 2

dad

* Trimetroprim-sulfametoxazol.
"cC ién minima d en sangre.
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TABLA 7
PORCENTAIE DE RESISTENCIA POR MICRODILUCION DE TRES POBLACIONES DE

ESTAFILOCOCO
ANTIBIOTICO RESISTENTE (40) INTEMEDIOS (13) SENSIBLES (30)

% % %
PENICILINA 100 100 100
VANCOMICINA 0 0 0
ERITROMICINA 75 61 27
COTRIMOXAZOL 7 8 7
RIFAMPICINA 18 8 7
CLINDAMICINA 72 5 23
AMIKACINA 55 15 10
GENTAMICINA 82 38 23
CIPROFLOXACINA 27 0 3
TETRACICLINA 20 ) 13

En la tabla 8 se muestra la actividad letal de penicilina, oxacilina y vancomicina contra
las 13 cepas con Sl, comparado con 10 cepas RO y 10 cepas sensibles, Se observé que
en las RO no existe diferencia entre la CMI y CMB para penicilina, oxacilina y
vancomicina. En las cepas sensibles a oxacilina la diferencia para penicilina fue de 2
titulos, para oxacilina de uno y para vancomicina de dos. En cambio, en el caso de las
cepas con Sl la diferencia entre CMI y CMB para penicilina fue de tres o mis ttulos,
para oxacilina de dos o méds y para vancomicina de dos titulos.

TABLA 8
ACION MINTMA (8] CMD) Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICID
A PENICILINA, OXACILINA Y VANCOMICINA

SENSIBILIDAD No C M 1 (o] M B

A de P Oum va P Oa_ Va__
OXACILINA cepas 50 9% 50 %0 50 90 50 90 50 90 5 9%
RESISTENTES 10 x16 216 232 232 1 2 =16 =216 232 232 2 4
INTERMEDIOS 13 2 zl 4 B 05 1 216 =16 232 232 1 2
SENSIBLES 10 0325 2 5 2 1 1 1 8 1 2 1 1
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El efecto sinergista del 4cido clavuldnico en la CMI y l]a CMB de oxacilina de cepas RO
y con SI se muestra en la tabla 9. En las cepas resistentes la CMI de oxacilina no se ve
afectada por el aumento en la concentracién de 4cido clavulénico y es por esto que no
hubo necesidad de realizar CMB. En las cepas con 5! al aumentar la concentracién de
dcido dlavulénico, tanto la CMI como la CMB disminuyen proporcionalmente. La figura
6.53 muestra los mecanismos de resistencia y el efecto sinergista con el 4cido
clavulédnico.

TABLA 9
SINERGISMO ACIDO VULANICO-OXACILIN.

HIPERPRODUCTORAS DE  (13) RESISTENTES (40)

CONC. DE ACIDO B-LACTAMASA
CLAVULANICO C M [ CMEB cCMB CMGB
{pg/ml) 50 %0 5 % 50 % 50 90
0.0 4 8 64 128 x128 =128 - -
0.25 2 8 16 128 2128 =128 - -
0.50 05 4 16 64 2128 2128 - -
1.00 025 2 16 32 128 2128 - -
200 =006 012 2 2 x128 2128 - -
400 =006 0.06 <0.06 16 =128 =128 - -

Un fenémeno semejante a la tolerancia se observé, solamente, en las cepas con Sy se
vio afectado por la adicién de 4cido davuldnico de la siguiente manera; la tolerancia
aument6 de un 15% en aquellas pruebas sin 4cido clavuldnico a un 30% en aquellas con
.0.5 ug/ml y finalmente a 46% en pruebas con 4 ug/ml.
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Niveles de Sensibilidad por microdilucién

con SI

Cepas ESO

FIGURA 6.5.2. Niveles de sensibilidad de cepas ERO, con Sy sensibles.

Pe: peniciling; Va: E: icina; SXT: colri I; Rifa: ril:

Cepas de estafilococo

ina; Clind: elindamicis

An: ina; Ge: g icina; Cipro: cip ina y Te:
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MECANISMOS DE RESISTENCIA
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FIGURA 6.5.3, Esquema de lo mecanismos de reaccidn de fas cepas resistontes (R), [Ij 8-lactamasa
unnblu (S) y eon Si(J) freate » oxaciting y de lascepas con S freateata
ilina y icide clavutinica. PFP: Prateina fijadora de Penicilina, I:::] fcido
clavulinico
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TABLA 10
RELACION CMI/CMB DE OXACILINA EN 13 CEPAS DE ESTAFILOCOCO CON
SENSIBILIDAD INTERMEDIA

CONC. DE ACIDO Nam, de cepas con % de Tolerantes
CLAVULANICO(ug/ml) CMI/CMB 232

0.0 2 15
0.25 2 15
0.50 4 30
1.00 6 46
2.00 5 38
4.00 6 46

6.6, ANALISIS DE PLASMIDOS.

En el andlisis de pldsmidos se observé una gran variedad de estos fragmentos de DNA
no cromosémico tanto en las cepas RO como con SI, destacaron los siguientes hallazgos:
se encontraron 140 plismidos en las 37 cepas RO que se analizaron ( 3.7 pldsmidos por
cepa en promedio ) a diferencia de 31 pldsmidos en 10 cepas con SI ( 3.1 pldmidos por
cepa ) (P=0.26, T student); en la tabla 11 se observa que el 28% de las cepas resistentes
tuvieron seis 0 més plésmidos, en tanto que, s6lo en el 10% de aquellas con SI se
observé este mismo patrén.

TABLA T
Q EL NUMERQ DE PLASMIDOS CON LA RESITENCIA Y SENSIBILIDAD I
A OXACILINA EN ERO.

No. de Plismidos No. de Cepas No. de Cepas
Resistentes Intermedias
1 10 3
2 7 2
3 4 2
4 5 1
5 1 1
66 mis 10 1
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En las cepas RO y con Sl existen tres grupos de plismidos, de acuerdo a su peso
molecular ( ver tabla 12 ). El primer grupo, compuesto por plismidos de 1 a 2 Mdal,
lo poseen 19 cepas RO y 4 con SL; el segundo, con plismidos de 2.10 a 15.0 Mdal, lo
tienen 18 cepas RO y 7 con S1 y el tercero por pldsmidos de més de 15 Mdal, 37 cepas
RO y 7 con SI.( Ver figuras 6.6.1, 66.2, 6.63 y 6.6.4 ). En las cepas con sensibilidad
intermedia no se encontraron plasmidos con pesos moleculares menores de 1.10, de 1.4
a 2.00 y de 15.5 a 25.0 Mdal.

TABLA 12

PESOS MOLECULARES DE LAS CEPAS ERO Y CON ST A OXACILINA

RESISTENTES INTERMEDIAS
Mdal No. de cepas No, de cepas

1.00-1.10 6 -

125-1.35 10 5

140200 2 B

210250 7 3

2.60-3.00 10 3

325440 ] 'y

5.00-7.00 5 1
7.50-150 7 2

155200 6 -

225250 7 SR

280-330 12 S

>33 7 . 7
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Figura 6.6.1 Electroforesis en gel de agarosa de DNA pldsmido extraido de cepas de
ERO. En el primer canal se encuentran los fragmentos del fago lambda digerido con
Hind III (Jos valores de peso molecular de cada uno de los fragmentos se sefialan del
lado izquierdo). En el segundo canal se encuentra el mismo fago lambda pero sin
digestién. En los canales 3 a 14 se encuentra el perfil plismido de 12 cepas de ERO. El
DNA cromosémico y el RNA remanentes de la extraccién se seialan del lado derecho.
Se observan pliasmidos de pesos moleculares muy variados.
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Figura 6.6.2 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plasmido extraido de cepas de
ERO. En los canales 4 a 13 se encuentra el perfil plismido de 10 cepas de ERO.
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Figura 6.6.3 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plismido extraido de cepas de
ERO. En los canales 3 a 14 se encuentra el perfil plismido de 12 cepas de ERO,
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Figura 6.6.4 Electroforesis en gel de agarosa de DNA pldsmido extraido de cepas de ERO
y de estafilcoco con SI. En los canales 10 y 14 se encuentran dos cepas de ERO y en los
canales 3 a 9 y 11 a 13 cepas de estafilococo con SI. Se observa un menor nimero de
plasmidos en las cepas de estafilcoco con SI.
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7. DISCUSION

La resistencia a meticilina existe en el INNSZ, aunque su prevalencia es baja y ocurre
sobre todo en S. epidermidis. El sistema de escrutinio utilizado parece ser més sensible
que los que se han empleado, y permiti6 detectar ademds de las cepas resistentes, otras
cepas con sensibilidad intermedia, las cuales en realidad deben considerarse como
resistentes a expensas de la hiperproduccién de B-lactamasas y de la tolerancia a 8-

lactdmicos que presentan jn_vitro. Los microorganismos que resultaron resistentes a

oxacilina mostraron también un patrén de multirresistencia @ aminoglucésidos y
macrélidos. Los estafilcocos resistentes contuvieren mayor nimero de plismidos que
aquellos con sensibilidad intermedia.

En el INNSZ, la incidencia de ERO esbaja comparada con los resultados reportados por
Alpuche-Aranda (24% en infecciones nosocomiales del Hospital Infanti! de México entre
1986-1989 ) (1). Encontrdndose las siguientes diferencias: utilizacidn del método de
dilucién en agar, empleo de meticilina como antibiético de escrutinio y poblacién
pedidtrica. Giraud y col. ( 16% para S. aureus y 19% para EC- en el INNSZ entre 1983-
1984 ) (28) y Guiscafré y col.( 0-20% para S_aureus y 12-14% para EC- en el Hospital
Pedistrico del CMN del IMSS entre 1979-1985 ) (32). Esto pudo deberse a que el
antibigtico utilizado en esos casos fue la dicloxacilina, un antibiético que se sabe falla en
la deteccién del ERM (45).

Es importante mencionar que en las cepas de S. aureus se observé un mayor ntimero de
falsos positivos en el método de escrutinio que en las de EC-, dado que sélo en el 18%
de los S. aureus se confirmé la resistencia. Este fen6meno puede explicarse por el hecho
de que, en estos organismos se favorece la produccién de B-lactamasas, después de
incubacién a 30°C por 24 h, de esta manera el exceso de B-lactamasa puede hidrolizar
ligeramente a las penicilinas penicilinasa-resistentes (22,13) utilizadas en el
procedimiento de escrutinio, es por esto que al realizar el antibiograma por
microdilucién estos organismos resultan sensibles.

Los resultados de este estudio concuerdan con los de otros trabajos en el sentido de que
los ERO provienen predominantemente de infecciones de tejidos blandos ( biopsias,

51



secreciones de heridas, absesos y post-mortem ) (63,76). For otro lado, se encontré un
nimero considerable de ERO proveniente de vias urinarias y liquido de didlisis
peritoneal, predominantemente EC-, lo que indica una posible relacién con catéteres
urinarios o de didlisis infectados, Todos los S. aureus resistentes fueron aislados de
hemocultivos, esto es de gran importancia porque las bacteremias son las infecciones
més graves, y el mariejo de estas infecciones se complica cuando el germen infectante
es resistente a los antibiéticos de uso habitual.

Los factores de riesgo que se han asociado con la adquisicién del ERO en estudios de
casos y controles son: estancia hospitalaria mayor de dos semanas (19,8); administracién
previa de uno o més antibitticos (19,76) e infeccién de herida quirirgica. En los
pacientes con ERO y con estafilococo SI se observé un tiempo de internamiento previo
a la detecci6n de 23 y 29 dias respectivamente, los pacientes recibieron antibiticos en
un 684 % y 77 % respectivamente y el 40 % de aquellos con cepas resistentes tuvieron
procedimientos invasivos durante las cuatro semanas anteriores a la deteccién del
estafilococo, lo cual concuerda con los resultados reportados. Sin embargo, en los
pacientes con aislamieto de estafilococo SI solamente el 8 % tuvo procedimientos
invasivos. Se desconoce el significado de este fenémeno y conviene realizar mayor
investigacién para definir el valor de ello.

Generalmente los EC- han sido considerados como colonizantes o contaminantes, pero
los resultados de este estudio muestran que mds del 40 % de estos microorganismos
estuvieron asociados a verdaderas infecciones.

La resistencia a oxacilina no se encontré asociada a una especie de estafilcoco en
particular, es decir, que su distribucién es consecuencia del predominio de EC-.

Los resultados del antibiograma por microdilucién mostraron multirresistencia a
aminoglucsidos y macrflidos, seguramente en relacion a la existencia de numerosos
pldsmidos en estos organismos, como lo han informado otros autores {54,62). Es
interesante el hecho de que cotrimoxazol y rifampicina, que han sido reportados
previamente como opciones de tratamiento contra ERO (71,52), en este estudio
presentaron una resistencia del 37 %, y del 18 % respectivamente, esto sugiere que
cotrimoxazol no es en realidad una buena alternativa en las infecciones por ERO en el
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INNSZ., Se abservd sensibilidad del 100 % a vancomicina, y se midié su CMB sin
observar tolerancia por lo que éste evidentemente es el antibiético de primera eleccién
(47) a pesar de que se asocia con toxicidad renal y un alto costo.

Se observaron diferencias entre Ia CMI 50 y CMB 50 ( dos o mds titulos) de: penicilina
en las cepas sensibles a oxacilina y en aquellas con SI; oxacilina séfo en las cepas con SI
y vancomicina en ninguno de Jos grupos. De los estafilococos con SI solamente dos
presentaron tolerancia a oxacilina { CMI/CMB 232 ). Es por esto que, ante 1a duda, este
tipo de organismos deben considerarse como resistentes, aiin cuando no presenten una
CMI elevada.

En las pruebas de sinergismo entre 4cido clavuldnico y oxacilina en el grupo de
estafilococo con SI fue claro que conforme se aumentd la concentracién del inhibidor de
B-lactamasas, 1a CMI a oxacilina disminuyd, no obstante, 1a CMB a bajas concentraciones
de 4c. clavulénico no se vie afectada, lo cual semeja el fendmeno de tolerancia, Sin
embargo, con una concentracién =2 ug/ml de Acido clavulénico hubo una disminucién
importante {(de 16 a 2 pg/ml)en la CMB. Esto puede deberse a que a mayor
concentracién de dcido clavulénico, mayorinhibicién de R-lactamasa, por lo tanto la CM1
disminuye, acentuando la diferencia. Al emplear bajas concentraciones de &cido
clavulénico, las B-lactamasas logran inactivar parcialmente a la oxacilina, deteniendo el
crecimiento celular, sin muerte, resultando una CMI baja y una CMB alta. A
concentraciones mas altas de dcido clavulénico se bloquea totalmente la actividad de las
B-lactamasas y de esta forma se hace aparente un microrganismo "sensible”.

Como previamente se ha descrito, mientras més multirresistencia, mayor nimero de
plasmidos. Al comparar las cepas RO y con SI encontramos que en las primeras se
observaron un gran nidmero de pldsmicos con pesos moleculares muy variades, mientras
que en las segundas, los pldsmidos estdn mejor distribufdos en tres grupos, es decir, que
contienen plismidos de bajo, mediano y gran peso molecular, y que existen muchos
plasmidos presentes en las cepas RO que no aparecen el las cepas con SI.  Este es un
fendmeno que se describe por primera ocasion, dado que previamente, se ha descrito la
diferencia en el contenido de pldsmidos entre las cepas resistentes y sensibles a oxacilina
(54,62).
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No se encontré una distribucién uniforme de plasmidos que nos revelara la posibilidad
de un brote, atin cuando, por los procedimientos de identificacién, pudimos deducir que
en un hospital de baja prevalencia de ERO el germen predominante es $. epidermidis,
lo que en un momento dado podria confundirse con un brote, sin embargo, se ha
informado un aumento en el aislamiento de este germen como agente causal de
infecciones estafilocdecicas (48,51,65).

Se intent6 encontrar una relacién entre el ndmero de pldsmidos y la resistencia hacia
algunos antibidticos, sobre todo aminoglucésidos, macrélidos, cotrimoxazol y en el caso
de los organismos hiperproductores de 8-lactamasas, hacia penicilina, sin embargo, todos
las cepas tuvieron un patrén de pladsmidos heterogéneo, sin relaci6n con la resistencia.
Estos resultados son dificiles de interpretar ya que un mismo pldsmido puede presentar
diferentes formas topoisométricas con diferente movilidad cada uno, produciendo
bandas distintas (83). Adems&s, los procedimientos de concentracién de DNA, las
condiciones de la electroforesis y su interpretacién son factores difcfciles de estandarizar
para poder comparar los resultados con los de otros estudios. La digestién por
endonucleasas ( enzimas de restriccién ) y las pruebas de conjugacién podrfan ayudar
a diferenciar entre formas topoisométricas de un mismo plismido (54).
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8.1.

8.2,

8.3.

8.5.

8.6.

CONCLUSIONES

La prevalencia de ERO es baja en el INNSZ comparada con aquella informada
por otros hospitales de tercer nivel de atencién médica en México.

EI método utilizado como escrutinio fue més sensible para la deteccién de ERO
que el método que se utilizaba previamente. Aunque ocurrieron un ndmero
importante de falsos positivos de S. aureus .

EI ERO més importante en el INNSZ fue S, epidermidis y se aislé principalmente
de infecciones de tejidos blandos, seguido de infecciones de las vfas urinarias y

de didlisis peritoneal.

Los ERO aislados de los pacientes hospitalizados en el INNSZ fueron
heterorresistentes y presentaron multirresistencia cruzada con aminoglucésidos
y macrélidos. A diferencia de lo que se esperaba, trimetroprim-sulfametoxazol,
ciprofloxacina y rifampicina no parecen ser buenas alternativas terapéuticas en las
infecciones por este germen, por lo que vancomicina sigue siendo la mejor opcién
de tratamiento.

Se encontraron cepas de estafilococo con sensibilidad intermedia debida a
tolerancia e hiperproduccién de £-lactamasas, que en realidad son resistentes a
la acci6n de las penicilinas penicilinasa-resistentes, y su prevalencia fue

notablemente mis baja que la de ERO.
Los pacientes con infeccién o colonizacién por ERO y por estafilococo con SI

tuvieron los mismos factores de riesgo: administraci6n de antimicrobianos,
hospitalizacién previa y procedimientos invasivos previos,
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8.7.

No se encontré un patrén uniforme de plismidos en ERO ni en los estafilococos
con §!, que indicara la existencia de una epidémia. Se encontré relaci6n entre el
nimero de plésmidos existentes y la multirresistencia a aminoglucésidos,
macrélidos y  trimetroprim-sulfametoxazol, en aquellos estafilococos

completamente resistentes a oxacilina.



9. APENDICES
91, APENDICE 1

METODO PARA DETERMINAR SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN AGAR
{KIRBY-BAUER)

9.1.1.  PRINCIPIO: El método de difusién en agar se llevé a cabo agregando una
cantidad conocida de agente antimicrobiano a un disco de papel absorbente de 6 mm
de didmetro, Se colocS el disco sobre agar previamente inoculado con el
microotganismo y se observa una zona de crecimiento inhibido alrededor del disco en
los microrganismos sensibles. Este zona debe terer una relacién lineal demostrada con
Ia CMI para Ia mayoria de los antibitticos, medida por pruebas de sensibilidad por
microdifucién. La NCCLS realiza una evaluacién continua al procedimiento, lo que
permite mantener esta correfacién °.

9.12. MEDIOS Y REACTIVOS: El medio de cultivo empleado fue agar MUeller
Hinton 2 pH de 7.2 a 7.4 (25), discos con los antibiéticos a probar, hisopos estériles y
pinzas o aparato aplicador de discos.

9.1.3. CEPAS CONTROL: Deben usarse cepas control como el §, aureus (ATCC 25923).
E. coli (ATCC 25922), y Ps. aeruginosa (ATCC 27853).

9.14. PROCEDIMIENTOS (345):

9.1.4.1. Con una asa se tomaron 4 o 5 colonias aisiadas™, del mismo tipo morfol6gico y
se inoculan en un tubo con caldo MUeller-Hinton.

9.1.4.2. Se incubb a 37°C, hasta que aparecié una leve turbidez ( 2 a 5 horas).

9.1.4.3. Se ajusts la concentracién bacteriana, a una turbidez comparada con el 0.5 de Ia
escala de McFarland. El ajuste se puede hacer directamente sin necesidad de incubar,
aungue no €5 muy recomendable.

9.1.44. Se inoculé el agar MH con un hisapo humedecido con la suspensién bacteriana

" Esta técnica ha sido disefiada para practicarse 5610 con bacterias de crecimiento répido.
“Es necesario tener la cepa problema alslada, {dentificada y en estado de pureza.
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quitando el exceso de caldo presiondndolo y girdndolo sobre la pared interna del tubo

y se inocul$ en forma masiva la placa en tres direcciones para

obtener un sembrado uniforme que abarque toda la superficie del medio.

9.1.4.5. La caja inoculada se dej6é reposar por 3 a 5 minutos, para que el indculo seque.

9.1.4.6. Colocacién de los discos.

a) De 6 a 7 discos pueden distribuirse uniformemente en la caja de tal manera

que se pueda prevenir una superposicién de las zonas de inhibicién y separdos

del borde de la caja por unos 15 mm.

b) Colocar los discos y presionarlos ligeramente sobre el agar para asegurar un

contacto completo con la superficie.

) Dejar reposar la placa durante 15 minutos.
9.1.4,7. Invertir Ja caja e incubar en estufa a 37°C durante 16-20 h.
9.1.4.8. Medir los halos de inhibicién con vernier, regla o plantilla por el fondo de la caja.

9.15. INTERPRETACION: Los halos de inhibicién en mm son comparados con los

didmetros de inhibicién de estdndares interpretativos:

Dlimetros de 1a zona de inhibidén de estindares interpretativos y correlacién aproxdmada

CMLI por Microdilucién
Correlad6n aproximada

Zona de inhibidén en mm con MIC (ug/ml)
ANTIBIOTICO(Carga del disco} R 1 S R S
Nitrofurantolna { 300 pg) <14 1516 >17 >10 25

- Gentamicina (104 ) Q2 B SIS >8 <6

Amikadina (Wpg) <14 1516 517 >3 <12
Vancomicina (30 pug) <9 10-11 >12 - <5
Ertromicina {15pg) <13 1417 >18 »8 <2
Tetraciclina (30 ug ) <14 1518 >19 >16 <4
Cloranfenicol (30 ug ) <12 1317 >18 »25 <125
Penicilina (10U) <8 - - - <01

Del NNCLS de 1989,

con

9.1.6. CONTROL DE CALIDAD: Los didgmetros de la zona de inhibicién para el control
de calidad de las pruebas de sensibilidad por difusién de discos en agar MUeller-Hinton
sin sangre u otros suplementos para las cepas control: S. aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922 y P. aerugingsa ATCC 27853 son los siguientes: '
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Zona didmetco Umite {mm)
ANTIBIOTICO {Carga del disco) S. aureys ATCC 25923 E. coll ATCC 25922 P. aeryginosa ATCC 27853

Nitrofurantofra ( 300 ug ) 18-22 20-25 .
Gentamicina  { 10ug) 19-27 19-26 16-21
Amikacina { 30ug) 20-26 19-26 1826
Vancomicina  { 30ug) 15-19 - .
Ertromicina ~ { 15ug) 230 - -
Tetracielina ~ { 30 ug) 19.28 1825 -
Cloranfenicol { 30 ug) 19-28 2127 -
Penicilina (loU) 26-37 - -
Oxacitina ( 1ug) 1824 - -
Cotrimoxazol ~ {1.25/23.75 pug) 24-32 24-32 -

9.1.7. MANEJO DE LOS DISCOS: Los discos se deben mantener en congelacién (~20°C)
para guardado de varias semanas 0 meses y en refrigeracién (4-8°C) para guardado de
dfas y ponerlos a temperatura ambiente durante 1 6 2 horas antes de utilizarlos.
Descartar los discos vencidos.
Las causas mds comunes de error en los resultados son:
9.1.7.1. Preparacién defectuosa del medio de MUeller-Hinton suplementada con calcio
y magnesio o uso de otros medios de cultivo.
9.1.7.2. Inadecuada conservacién de los medios de cultivo y sensidiscos.
9.1.7.3. Inéculo bacteriano incorrecto,
9.1.7.4. Exceso de bacterias en el hisopo al aplicar la suspencién bacteriana.
9.1.7.5. No respetar los tiempos de inoculacién.
9.1.7.6. Exceso de incubacién antes de aplicar los sensidiscos.
9.1.7.7. Alteracién de los antibiéticos:
a) Inactivacion
b) Concentracién
¢) Difusién
9.1.7.8. Cambio en la temperatura de la estufa de incubacién.
9.1.7.9. Empleo de cultivos con mezclas de bacterias. )
9.1.7.10. Lectura del resultado antes de las 16 horas o después de las 18 horas de
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incubacién.
9,1.7.11, Error en las medidas de las zonas de inhibicién.
9.1.7.12. Falta de cepas control.



92. APENDICE II
METODO PARA DETERMINAR SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION (NCCLS)

9.2.1. PRINCIPIO: Los cultivos bacterianos se exponen a diluciones seriadas de cada
agente antimicrobiano a probar, después de lo cual, la concentracidn de droga que inhibe
el crecimiento se determina por inspeccién visual.

9.22. EQUIPO E INSTRUMENTAL: Se emplearon placas de pléstico moldeado con 8
hileras de 12 pocillos pequefios (0.2 ml) de fondo en forma de U y esterilizadas con
éxido de etileno, micropipetas y microdilutores calibrados a 50 p] y espejo de lectura,
9.2.3. MEDIO DE CULTIVO: Se emple6 caldo Miieller-Hinton suplementado con 100
ug/ml de jones Ca'?, 50 ug/ml de Mg'? y 4% de NaCl. Para determinar la CMI de
trimetroprim-sulfametoxaxol, el caldo Mueller-Hinton se complementé con sangre
hemolizada de caballo (80).

9.24. CEPAS CONTROL: Se utilizaron como cepas control: §. aureus ATCC 29213 y
$treptocaccus faecalis ATCC 29212, Cuyos valores de concentracién minima inhibitoria
{CMI) frente a algunos antibidticos se muestran en la siguiente tabla:

Rangos aceptables de Control de Calidad de CMI (ug/ml) para cepas de referencia.

C M1 {ug/ml)

ANTIBIOTICO 5. ayreus . feacalis
ATCC 29213  ATCC 29212

Penicilina 0.25-1.0 1048
Qxacilina 0.12-0.5 8.0-32
Vancomicina 035-2.0 1040
Esitromicina 01205 1.04.0
Cotrimoxazol {T/5) 0.5/9.5 0.5/9.5
Rifampicina 0.008-0.03 1040
Clindamlcina 0.06-025 4.0-16
Amikacina 1.04.0 64-256
Gentamicina 0.12-1.0 4016
Ciprofioxacina - -
Tetraciclina 02510 8.0-32
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9.2.5. SOLUCION DE ANTIMICROBIANOS: La cantidad a pesar de cada uno de los
antibidticos para preparar las soluciones stock, depende de la potencia de la sal y de la
concentracién absorbida en sangre de cada uno de los antibiéticos. En la siguiente tabla
se muestran los disolventes, diluyentes, concentracidn y potencia de los antibi6ticos
empleados:

ANTIBIOTICO LABORATORIO POTENCIA CONCENTRACION  DISOLVENTE DILUYENTE

Penidlina Bristol 1855 32 ug/ml Agua Detlon.  Agua Desion.

Oxadlina Bristo! 857 64 pg/ml Agua Desion.  Agua Desion.
Vancomicina  Lilly 985 64 pg/ml Agua Desion.  Agua Desion.
Eritromicdna  Abboit 685 16 pg/mi Etanol 95% Agua Desion.
Cotsimoxazol  Roche 1000/100 16/300 pgfed HCO0SN/NaOHO5N Agua Desion,
Rifampidna®  Bristo} 993 64 pug/mi Metanol Agua Deslon.
Clindamidna  Up John 847 32 ug/ml Metanal Agua Desion,
Amikacina Bristo} 905 128 ug/ml Agua Desion.  Agua Desion.
Gentamicina  Sheramex 643 32 ug/md Agua Desion.  Agua Deslon.
Ciprofloxacina  Miles 858 8 pg/ml Agua Desion.  Agua Deslon,
Tetradclina Bristol 995 64 pg/ml Agua Desion.  Agua Desion.

" La soluddén de rifampidna debe cubrirse para evitar su oxidacién.

P

La f6rmula para determinar el peso es la siguiente:

Peso= Congcentracién x Volumen x 1000

Potencia

Las soluciones stock se prepararon y congelaron en alfcuotas, de tal manera que se
descongeld solamente la cantidad a utilizarse cada vez. Estas se mantuvieron congeladas
aproximadamente un mes y una vez descongeladas no volvieron a congelarse.

9.2.6. PREFARACION DE MICROPLACAS: Las placas estin formadas por 8 columnas
(de ta A a la H) de 12 hileras cada una {del 1 al 12). Se colocaron 50 pu! de medio de
cultivo de la columna B hacia abajo A continuacion se colocaron 50 4l de la solucitn
stock de antibiético en las columnas A y B, se procedié a dilufr con el microdilutor
desde la columna B, hasta la G, agitando petfectamente cada columna (1a H no se toca)
y se desecharon los 50 ul sobrantes. El microdilutor se favé perfectamente después de
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cada dilucién, para evitar que el antibidtico cristalizara en él, se esterilizd a la flama y
se dejé enfriar para volverlo a usar. La columna H debe contener la bacteria sin
antibi6tico como control de calidad de crecimiento.

9.2.7. PREPARACION DEL INOCULO: Se hizo una suspensién en caldo BHI con un
cultivo fresco de las cepas (18-24 h de incubacién) hasta obtener una turbidez del 0.5 de
McFarland. De esta suspensitn se tomaron 10 ul y se transfirieron a un tubo con 10 mi
de PBS (NaC! 0.8%, KH,PO, 0.02%, Na,HPO, 0.3% y KCl 0.02%), para lograr una
concentracién final de 1.5 x 10° UFC/ml.

9.2.8. INOCULACION E INCUBACION DE LAS PLACAS: Las placas se inocularon
en todos los podiltos con 50 il de la suspensi6n. En cada una de las placas debe ir la
cepa control. Una vez inoculadas se incubaron a 37°C por 16-18 h y s¢ cubrieron con
papel estano para evitar contaminaciones y/o evaporacitn del medio de cultivo.

9.2.9. INTERPRETACION: Después de la incubaci6n se procedié a la lectura de las
placas, con ayuda del espejo. La CMI se tomé como la menor concentracién sin tusbidez
visible 0 un botén de células en el fondo del pocillo. El valor de CMI de corte para
determinar a las cepas resistentes se tomé de las tablas del NCCLS (1989).
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3. APENDICE 1

METQODO PARA DETERMINAR CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA
(CMB) A PARTIR DE MICRODILUCION (46).

9.3.1, INTRODUCCION: La CMB de un antibi6tico es la concentracién que es letal
cuando menos para el 99.9% de un in6eulo bacteriano estandarizado.

9.3.2. PRINCIPIO: Pocos antibitticos inhiben el crecimiento bacteriano sin matar a los
microrganismos, pero la mayoria de los antibiéticos modermnos exhiben una actividad
letal menor. La concentracién de droga que inhibe el crecimiento es muy cercana a la
concentracién que produce la muerte de la bacteria ( con diferencia de 1 6 2 diluciones
). En algunas situaciones, existe gran diferencia entre las concentraciones inhibitorias y
letales, lo que sugiere tolerancia al antibiético, La tolerancia ha sido operacionalmente
definida como una diferencia de al menos 1:32.

2.3.3. MATERIALES Y REACTIVOS: Ademds de los mismos reactivos y materiales
que se utilizan en la determinacién de MIC se necesitaron:

- Placas de agar sangre de carnero

- Pipetas calibradas a 10 ul y puntas estériles.

934. SUBCULTIVO DE LAS PLACAS DEL MIC: Cada una de las placas de agar
sangre de camnero se dividi6 en 8 partes y en ellas se subcultivaron 10u! de las diluciones
del antibiético. Las placas se incubaron a 35°C por 1§ horas.

9.3.5. LECTURA: Las placas se leen tomando como CMB la dilucién anterior a la que
se observe el crecimiento de al menos dos colonias.

9.3.6. INTERPRETACION: El nimero de células en el indculo para el MIC fue de 1.5
x 10° URC/ml. En 10 ul entonces hay 1500 colonias. Si el antibi6tico destruys al 99.9%

de éstas, la CMB sers aquella en la que se observe crecimiento de al menos una colonia,



94. APENDICE IV

METODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMl)l Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL
SINERGISMO ENTRE ACIDO CLAVULANICO Y OXACILINA POR
MICRODILUCION (3).

94.1. PRINCIPIO: Existen cepas con sensibilidad intermedia, el mecanismo de
resistencia de estas cepas no es el mismo que el de las cepas verdaderamente resistentes,
y se cree que consiste en la hiperproduccién de f-lactamasas. La manera mds sencilla
de confirmarlo, es observando el efecto en Ja CMI y CMB de oxacilina frente a diferentes
cantidades de un inhibidor de B8-lactamasas como el 4cido clavulanico.

El equipo, intrumental, medio de cultivo y cepas control son los mismos utilizados en
microdilucién.

9.4.2. SOLUCIONES DE ANTIMICROBIANOS: Se necesitan 150 ml de medio de
cultivo para oxacilina ( caldo Miieller-Hinton suplementado con 100 ug de Ca*? 50 ug
de Mg y 4% de NaCl), 20 ml de solucién stock (16pg/ml) de 4cido clavulénico
(Boecham), disuelto en el MH y 10 ml de solucién stock (256ug/ml) de oxacilina
(Bristol).

9.4.3. PREPARACION DE LAS PLACAS: Se colocan las placas en posicién vertical, s6lo
son necesarias 7 columnas (de la A ala G). Las diluciones de 4cido clavulénico serdn de
4 a 0.25 ug/ml, una hilera para oxacilina sin inhibidor y la otra para el control. Las
diluciones de oxacilina serdn de 128 a 0.12 ug/ml. Ambos antimicrobianos se diluirén
1:2 cada vez. El procedimiento es el siguiente:

a) Se colocan 50 ul de medio de cultivo (sin 4c. clavuldnico) de las columnasBala G
(menos en la hilera 1).

b) Se agregan 50 ul de la solucién stock de 4c. clavuldnico en la columna A y B (menos
en 1),

¢} Se procede a diluir de la columna B a la E (F y G no se tocan), eliminando los 50 u!

sobrantes.
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d) Se colocan 50 gl de la solucién stock de oxacilina en la hilera 1y 2.

e) Se procede a diluir de la hilera 2 a la 11 (la 12 no se toca), eliminando los 50 ul
sobrantes.

La concentracién de 4c. clavuldnico en la columna A sers de 4 ug/ml y la de oxacilina
en Ja hilera 1 de 168 ng/ml, ambas antes de inocular. En este momento las placas estdn
listas para inocularse o congelarse a -40°C al igual que las soluciones de antimicrobianos
sobrantes.

9.4.4. INOCULACION: De la misma manera que para microdilucién.

9.4.5. LECTURA: Las lecturas deben realizarse a las 24 y 48 horas, registrando la CMI
de oxacilina (comenzando a contar por 168 ug/ml) en presencia de 4, 2,1,0.5,025y 0
pg/ml de 4c. clavuldnico. La CMI de 4c. clavuldnico se lee en la linea 12.

NOTA: Para que las lecturas sean vélidas, el contro) debe tener una CMI entre 0.12 y 0.5
ug/ml de oxacilina.

9.4.6. DETERMINACION DE CMB: Para determinar la CMB a partir del método de
Microdilucién, se divide una caja de petri de gelosa sangre de camero en 8 partes.
Después de leer Ia CMI a las 48 horas, se toman 10 ul de cada pozo y se siembran en
cada una de las partes de la caja. Sélo se siembran 7 diluciones arriba del primer pozo
con crecimiento. Se necesita una caja para cada una de las concentraciones de 4c.
clavulénico. Las cajas se incuban a 37°C por 24 horas y se leen de la misma forma que
en microdiludién.



95. APENDICE V

METODO PARA LA EXTRACCION ALCALINA DE DNA PLASMIDO DE
ESTAFILOCOCO Y ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

9.5.1. INTRODUCCION.

Los plismidos son moléculas circulares de DNA con doble cadena, covalentemente
cerrada, las cuales se encuentran en el citoplasma de los procariotes. Su organizacién
es parecida a la del cromosoma bacteriano, con genes que aseguran su replicaci6n,
mantenimiento y distribucién a células hijas durante la divisién celular (43). Son
elementos de DNA con autonomia replicativa, es decir, pierden el marcador esponténea
y frecuentemente, sobre todo después de la accién de agentes fisicos o quimicos. Esta
pérdida es irreversible, perdiéndose dos o més caracteres simultineamente (21).
Algunos pldsmidos, generalmente los de bajo peso molecular, pueden encontrarse en
miiltiples copias en una célula bacteriana simple, mientras que los plismidos més
grandes generalmente tienen una replicaci6n restrictiva y existen en pocas copias. Puede
haber genes codificados en pldsmidos no esenciales, los cuales promueven la
conjugacién, y la transferencia de plasmidos a una célula receptora. Los plismidos
grandes son los que con mayor frecuencia contienen estos determinantes de conjugacién.
Los plasmidos més pequefios pueden ser transferidos o movilizados por un plésmido
conjugativo (43) entre bacterias del mismo o de diferentes géneros. Generalmente todas
las funciones requeridas para la transferencia, incluyendo la sintesis del pili, estdn
codificadas en genes del mismo plismido. Entonces, después de transferirse a un
segundo huésped, estos genes pueden capacitar al receptor (transconjugante) para
convertirse en donador en otra ronda de conjugacién. Este proceso puede ser repetido
varias veces (43).

Los plasmidos pueden transportar genes que codifican para otras funciones ademés de
la transferencia y replicacién, como la resistencia a antibi6ticos y la produccién de

toxinas, adhesinas, enzimas metabélicas, etc. Los plasmidos que contienen secuencias
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que codifican para la resistencia a antibidticos son conocidos como factores R o R
pldsmidos. Recientemente se ha descubierto que la resistencia a antibidticos mediada
por pldsmidos es frecuentemente portada en transposones, que son segmentos de DNA
que pueden insertarse por si mismos en varios sitios del genoma, independientemente
del proceso de recombinacién ordinario. Dentro del transposon se encuentran genes
relativos a funciones de insercién. Los transposones pueden contener también genes que
codifican para la produccién de toxinas. La promiscuidad de los transposones brincando
de un DNA a otro, ya sea a un pldsmido, cromosoma o fago, es el factor principal en la
diseminacién de la resistencia a antibisticos (43).

La mayorfa de los plésmidos que se encuentran en aislados clfnicos se denominan
"eripticos”, por que los productos de sus genes no han sido aiin determinados. La
distribucién de los pldsmidos cripticos en casi todos los géneros de bacterias de
importancia clfnica, sirven como una especie de marcadores de la cepa. La técnica de
la "huella digital" de plésmidos explota la propiedad de muchas especies bacterianas de
transportar un "exceso de equipaje” y se ha convertido en un arma poderosa para
investigar epidemias. El principio de esta técnica es que los aislados de Ia misma cepa
contienen el mismo niimero de pldsmidos, con los mismos pesos moleculares, y tienden
a tener fenotipos similares, mientras que aquellos aislados fenotipicamente distintos
también tienen diferentes "huellas digitales” (43,21},

El procedimiento de extracién alcalina se basa en la estructura del DNA pldsmido,
cadenas supercoloidales covalentemente cerradas que no se desnaturalizan bajo la

exposicién a un pH alcalino(22).
9.5.2. MATRIALES Y EQUIPO.

Fueron necesarios tubas de polipropileno tipo Eppendorf (1.5 ml), microcentrifuga capaz
de generar 8-10 000 x g, micropipetas de 2-10, 10-100 y 100-1000 1, puntas estériles, una
unidad para electroforesis horizontal submarina (Maxiphor, LKB), una fuente de poder
(EPS 500/400, Pharmacia), un transiluminador de Juz UV (UVP, INC), una cdmara
Polaroid MD4 con pelicula tipo 55 (43) y los siguientes reactivos:
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SOLUCION 1.

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 0.2 mi

Tris (1 M Tris hidrochloride, pH 8.0) 025 ml

Glucosa (20% p/v) 0.45 ml

Agua destilada 9.5 ml
SOLUCION 2.

NaOH (10 N} 0.2 ml

Dodecil sulfato de sodio (20% p/v

en agua) 0.5 ml

Agua destilada 9.3 ml
SOLUCION 3.

Acetato de sodio, 3 M, pH 4.8. Para 100 m), 0.3 moles de acetato de sodio
(rehidratado) y 50 m] de agua destilada. Se  ajusta el pH a 4.8 con dcido acético
glacial. El volumen final de 100 mi se alcanza con agua destilada.

BUFFER TE.
10 mM Trs pH 7
0.1 mM EDTA

BUFFER TES.
30 mM Tris, pH 8.0
5 mM EDTA
50 mM NaCl

MEZCLA COLORANTE.
Glicerol 50 ml
EDTA(0.5 M) 7 mt
Azul de Bromofenol 5mg
Llevar a 100 ml con agua destilada.

ETANOL AL 95%, - 20°C.

AGAROSA (SIGMA).
0.8% (p/v) en buffer Tris-borato, calentada a fuego directo y enfriada a 60°C (54).

BUFFER TRIS-BORATO (1x hecha de una solucién stock 10x)
89 mM Tris, pH 82
2.5 mM Na,EDTA, pH 8
89 mM de Acido Bérico.
BROMURO DE ETIDIO.
Solucién stock de 10'mg/ml; concentracién final aproximadamente de 0.5 a
1 pg/ml en agua destilada.
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CALDO L.
Bacto-Tripton (peptona) 1
Extracto de Levadura 0.
NaCl 0.
Ajustar pH a 7.3

SOLUCION CONCENTRADA DE RNAsa,
1 mg/ml (Sigma) en buffer TES, calentar a ebullicién durante 15 min.hacer
alfcuotas de 50 ! y congelar a -20°C hasta su utilizacién.

SOLUCION STOCK DE LISOSTAFINA.
1 mg/mi ( Sigma) en buffer TE.

ESTANDARES DE PESO MOLECULAR.
Fago Lambda digerido con Hind IIT

9.53. PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR DNA PLASMIDO.(Modificado del
método de Birnbom and Doly (22).

9.53.1, Se cultivaron las cepas durante 16-18 h (a la zona estacionaria del crecimiento
celular) en 5 ml de caldo L (medio de cultivo mfnimo suplementado con antibi6ticos y
requerimientes nutricionales apropiados). Se transfirié el cultivo a un tubo de
microcentrifuga y se centrifugs por 10 min (10 000 x g). Se decant6 el sobrenadante y
se lav6 una vez con buffer TE decantando y eliminando las ltimas gotas con papel
secante (60).

9.5.3.2. Se diluy$ la solucién stock de lisostafina a una concentracién final de 130 ug/ml
en la solucién 1. Se suspendié el precipitado celular en 100 ul de la solucién 1 con
lisostafina mezcldndose por inversién o con un vortex. Se congel6 a -70°C durante 10
min y se dej6 a temperatura ambiente hasta descongelacidn (18) introduciéndose en un
bafio o estufa a 37°C, por 30 min. En esta etapa la pared celular se debilita por la accién
de la enzima en los enlaces que la constituyen,

9.5.3.3. Se afiadieron 200 ul de la solucién 2, y se mezclé muy suavemente por inversién
solamente, dejando en hielo por 5 min. La solucién se volvi6 clara y viscosa, como

resultado de la lisis celular y desnaturalizacién de los dcidos nucléicos, debida a la
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elevacién del pH hasta valores de 12-12.5 (21).

9.5.3.4. Se afiadieron 150 ul de la soluci6n 3, mezclando por inversién, y manteniendo
durante 1 h en hielo. En esta etapa de neutralizacién precipitan con el SDS las proteinas,
el RNA de alto peso molecular y el DNA cromosomal, que al renaturalizarse lo hace en
forma desordenada dando lugar a agregados que arrastran a las demdés macromoléculas.
9.5.3.5. Se centrifugan los tubos por 5 min y se transfieren 400 | del sobrenadante en
un tubo de microcentrifuga limpio. Se afiade 1.0 ml de etanol enfriado a -20°C
mezclando por inversién y dejando a -20°C por 30 min. En este lapso precipitan las
moléculas de DNA y de RNA y proteinas que no hayan precipitado con la solucién 3.
9.5.3.6. Se centrifugaron los tubos congelados, con los tubos orientados en la centrifuga
de tal manera que el precipitado se deposité en el mismo lugar en cada tubo. Se
decanté el sobrenadante, teniendo cuidado de no dislocar la pequefia cantidad de DNA
precipitado en la pared del tubo. Se lavé el precipitado afiadiendo de 1 a 2 ml de etanol
al 95% a -20°C a cada tubo, sin dislocar el precipitado. El tubo se invirti6 y se dren6
inmediatamente sin permitir que el precipitado se resuspendiera.

9.5.3.7. Se secaron los tubos perfectamente al vacio para eliminar el alcohol residual,
utilizando un desecador al vacfo {si no se dispone de uno, pueden ser secados al aire
a temperatura ambiente durante varias horas).

9.5.3.8. El precipitado se suspendié en 50 ! de buffer TES, con 40 ug/ml de RNAsa
pancredtica libre de DNAsa e incub6 a 37°C por 30 min.

9.5.3.9. Se tomaron 10 ul de la preparacién de DNA y se afadieron 5 gl de la mezcla

colorante, aplicando al gel como se explica a continuacién.
9.5.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

9.54.1. PRINCIPIO:; Las moléculas de DNA y RNA son capaces de migrar en un gel
de agarosa empujadas por corriente eléctrica. El grado de migracién es inversamente
proporcional al peso molecular, por lo tanto moléculas de diferente tamafio aparecen
como bandas diferentes en et gel. El peso molecular de un plismido se puede extrapolar

de una curva obtenida trazando la distancia migrada desde el origen contra el logaritmo
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del peso molecular de los plismidos de tamariio conocido, los cuales deben correrse
simulténeamente en el mismo gel (50). El grado de migracién depende ademés de Ja
corriente aplicada, al sistema buffer en que se corre y del tamaiio de poro del gel.

9.5.4.2. PROCEDIMIENTO:

9.5.4.2.1. Se unieron las placas de vidrio con los espaciadores, manteniéndolas unidas
firmemente con sujetadores. Se pipetearon 2 ml de agarosa fundida entre las placas para
sellar el fondo del molde y se dejo solidificar a temperatura ambiente por 10 minutos.
9.5.4.2.2. Se coloct el peine, evitando que éste llegara al fondo del molde, fijsndolo con
los sujetadores. Se virtié la agarosa remanente con cuidado en el molde, evitando la
formacién de burbujas. El gel se dej6 solidificar a temperatura ambiente.

9.5.4.2.3. Se quitaron los sujetadores, las placas, espaciadores y peine con mucho cuidado
para no romper el gel. El exceso de agarosa se elimind con un hisopo empapado de
buffer Tris-borato.

9.5.4.2.4. Los electrodos se colocaron en ambos extremos de la cdmara, sujetdndolos con
tela adhesiva. La corriente migra del polo negativo al positivo. Ambos extremos de la
cdmara fueron llenados con buffer Tris-borato,

9.54.2.5. Las muestras de DNA4, incluyendo el estdndar, se colocaron con pipetas
delgadas o tubos capilares.

9.5.4.2.6. Se conectaron los electrodos a la fuente de poder y se corrié a 80 V
(aproximadamente a 100 Amp) por 4 a 5 horas. La extensién de la migracién fue
seguida observando el recorrido del colorante, La fuente de poder se apag6 cuando el
colorante alcanzé el final del gel.

9.5.4.2.7. Se transfiri¢ el gel a una bandeja que con 200 m! de agua mezclada con
bromuro de etidio (0.5 zg/ml). Se utilizaron guantes cuando el gel tefiido se manipulé

con este potente mutagénico,
9.5.4.2.8. Después de tehir por 30 minutos, el gel se transfirié a una bandeja con agua

por 5§ min. para destefir. En ese momento el gel est4 listo para ser visto y fotografiado
a través de un transiluminador de luz UV y la cdmara Polaroid, manteniendo el
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obturador abierto por 5 segundos. Se utilizaron siempre gogles o lentes especiales

o | se_observé a_través del transiluminador para prevenir quemaduras d

cbrnea,
9.54.2.9. Una vez tomada la fotografia, el gel y la solucitn de tenide y desterido se
neutralizaron con hipoclorito de sodio al 10% y se desecharon.

* Digestién de fago lambda por Hind {1

1. Totnaz 20 ul de fago lambda (1B}

2. Agreger 5 pl de buffer de Hind {11 10 x {10 mM Tris-HCI pH 2.5, 68 mM de NaCl, 7 mM de MgCly)

3. Agregar 20 U de la enzima de restyiceién Hind Il (aproximadamente de 1 a 2 ul).

4. Mantener 1 b a 37°C, y después 10 min a 60-70°C, paca inactivar la enzima. Se congela a -20°C.

5. Para correr, se toman 5 ul de lambda/Hind 1T, a2 agregan § p1 de mezcla colorante y se Heva a 20 ul con
buffer TES.
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