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INTRODUCCION

Las infecciones representan la mayor amenaza para la salud animal y humana, por este
motivo desde tiempos antiguos, se han buscado formas de controlarlas, y en los primeros afios
del siglo XX se desarrollaron las primeras moléculas quimio-terapéuticas (sulfas) y el primer
antibiético (penicilina), que se utilizaron clinicamente en la década de los cuarenta, logrando
controlar infecciones que hasta ese momento eran de altisima morbilidad y dificil tratamiento.
Sin embargo, pocos afios después de su uso masificado surge el fendbmeno de resistencia
bacteriana, que ha demostrado la gran capacidad de adaptacion, supervivencia y evolucion de

los procariontes, las formas de vida mas exitosas del planeta.

Desde la descripcion del primer mecanismo de resistencia a penicilinas por Abraham y
Chain en 1940, distintos expertos insistieron que el uso de antimicrobianos debia obedecer
cierta racionalidad para atenuar la presion selectiva que fomenta el desarrollo de mecanismos
de resistencia, con el propésito mayor, de no hacer inefectivos los escasos recursos
terapéuticos con los que se contaba. En la actualidad, el desarrollo de la industria farmacéutica,
ha permitido la sintesis de una gran variedad de moléculas, que surgieron como una solucién a
los fenébmenos de resistencia especifica a las moléculas mas antiguas. Lamentablemente, se
subestimo la capacidad adaptativa de los procariontes, que respondieron en un lapso corto de
tiempo con mecanismos nuevos, y cada vez mas eficientes, para evadir la acciéon de estos
agentes terapéuticos, al extremo que hoy, hasta las moléculas mas novedosas como los
derivados carbapenémicos y monobactdmicos se demuestran inefectivos al momento de

combatir bacterias nosocomiales.

Las infecciones nosocomiales son aquellas adquiridas en un hospital y que se
manifiestan después de 48 a 72 horas de la admision de los pacientes. Son causadas por
bacterias ubicuas, oportunistas y altamente resistentes, que afectan preferentemente aquellos
pacientes con grados variables de compromiso inmunolégico, afectando su evolucion y
recuperacion. Los desinfectantes y antisépticos (biocidas) se utilizan en la practica médica
como parte esencial de los protocolos de bioseguridad adoptados para minimizar la
diseminacién de este tipo de infecciones entre el personal, los pacientes y recintos

hospitalarios, pero incluso a estos compuestos se ha demostrado resistencia.

Estas bacterias poseen fenotipos de multiresistencia (definida como resistencia a dos o

mas antimicrobianos) que reflejan la gran influencia del medio ambiente hospitalario en el



surgimiento de mecanismos de insensibilidad a distintos compuestos toxicos, que se
encuentran en concentraciones residuales (sub-letales) en el ambiente, ya sea por la
adquisicién de mutaciones o, por la adquisicién de casetes génicos, que a su vez, permiten la
seleccién de clones bacterianos exitosos y el intercambio de genes de resistencia incluidos en
integrones, plasmidos y/o transposones. Estos, junto a las bombas de eflujo, explican la intima

relacién entre la resistencia multiple a antimicrobianos y la observada a biocidas.

La resistencia a biocidas representa una de las mayores amenazas para la salud
publica, debido a que los mecanismos involucrados se caracterizan por ser inespecificos,
afectando a una amplia gama de sustancias no relacionadas estructuralmente. Es por esto, que
se han orientado esfuerzos en complementar la vigilancia epidemiolégica de resistencia a
antimicrobianos, pesquisando la resistencia a biocidas mediante técnicas de diagnéstico
molecular, dentro de las cuales la deteccion de los genes involucrados mediante reaccién en
cadena de la polimerasa entrega informacién atingente en el desarrollo de nuevas estrategias
de control, adaptando vigorosamente los protocolos utilizados a la realidad epidemiolégica.
Atendiendo a esta necesidad emergente, se ha focalizado este trabajo de Memoria de Titulo a
la deteccion de genes de resistencia a biocidas en aislados nosocomiales, como primer
acercamiento en la medicina veterinaria nacional, con el fin de entregar conocimiento que

permita el control de este tipo de infecciones.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES NOSOCOMIALES.
1.1 Agentes bacterianos involucrados y cuadros clinicos:

Las bacterias se caracterizan por ser ubicuas en la naturaleza. Como parte de la flora
normal de los individuos, poseen ademas una baja patogenicidad y virulencia, lo que les permite
vivir en armonia con su hospedero. Estas bacterias se transmiten constantemente entre
animales, sin constituirse en un riesgo para la salud. Sin embargo, en el ambiente
intrahospitalario se establecen poblaciones bacterianas que coexisten bajo un medioambiente
altamente variable y exigente, que las expone a diversas situaciones de estrés, que como
fuerza de presion selectiva, han sido la mayor causa del surgimiento de cepas bacterianas
altamente resistentes. Esto reviste un problema, debido a que el personal médico, los insumos
e instrumental se constituyen en los elementos de transmisién mas relevantes entre pacientes
(Noguchi et al., 2005; Vali et al., 2008). En la practica medico veterinaria, este fendbmeno
también existe, y para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), otras especies del
género (S. intermedius y S. pseudointermedius), y Escherichia coli se ha demostrado el
importante rol del personal como portador y potencial fuente diseminadora de este tipo de
patdégenos (Seguin et al., 1999; Tanner et al., 2000; van Duijkeren et al., 2004; Loeffler et al.,
2005; O’ Mahony et al., 2005; Weese et al., 2005; Strommenger et al., 2006).

La adquisicién de patégenos multiresistentes como comensales es la primera etapa en
la patogénesis de la infeccibn nosocomial. A pesar de no contar con la maquinaria molecular de
virulencia (toxinas especializadas, sistemas de transporte tipo lll, etc.), la adquisicién de estas
infecciones ocurre principalmente en individuos inmunocomprometidos, bajo un régimen de
antimicrobianos o procedimientos invasivos con la utilizacién de antisépticos por largos periodos
de tiempo. Esto favorece la multiplicacion de aquellas bacterias infectantes con el potencial
genético-molecular de resistirlos, pudiendo generar infecciones graves que comprometen la
sobrevivencia y recuperacién de los pacientes por la naturaleza del proceso infeccioso y su no

respuesta al tratamiento (Stickler, 2002) (Cuadro 1).

En medicina este tema lleva décadas de intensa investigaciéon, y actualmente, las
bacterias con la mayor importancia clinico-epidemiolégica son S. aureus resistente a meticilina
(SARM) y enterococos resistentes a vancomicina (ERV), ambos Gram-positivos. Los Gram-
negativos como Pseudomonas aeruginosa y enterobacterias le siguen en importancia (DHQP,
2001).



Cuadro 1: Infecciones descritas segun bacteria nosocomial.

Especie Bacteriana

Infecciones y Cuadros clinicos descritos (Referencia)

Staphylococcus aureus

Bacteriemia, infeccion de heridas quirdrgicas, endocarditis,

endoftalmitis, meningitis. (Yamamoto et al., 1988).

Staphylococcus

pseudointermedius

Pioderma, endocarditis, infeccién de heridas quirdrgicas, otitis
(Sasaki et al., 2007).

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Bacteriemia, endocarditis, infecciones del tracto urinario,
infeccion de heridas quirdrgicas, peritonitis (Lee et al., 2003a;
Lee et al., 2003b; Roberts et al., 2006).

Pseudomonas

aeruginosa

Infeccion del tracto urinario asociado a catéteres, neumonias
asociadas a ventiladores respiratorios 0 maquinas de anestesia
inhalatoria, bacteriemia (Hosein et al., 2002; Sekiguchi et al.,
2005).

Escherichia coli

Infeccién del tracto urinario bajo e infeccién de heridas
quirargicas (Nolan et al., 1987; Sanchez et al., 2002)

Klebsiella pneumoniae

Neumonia, infeccién del tracto urinario, infecciéon de heridas,
bacteriemia (Fang et al., 2002; Wang et al., 2004; Ogawa et al.,
2006; Li et al., 2008).

Serratia marcescens

Bacteriemia, endocarditis, osteomielitis, meningitis infeccion de
heridas e infeccion de tractos respiratorio y urinario
(Shahcheraghi et al., 2007; Matsuo et al., 2008).

Citrobacter freundii
Citrobacter diversus

Citrobacter amalonaticus

Infecciones de tracto respiratorio y urinario, bacteriemia,
endocarditis, infeccién de heridas, peritonitis, meningitis,

enteritis, osteomielitis (Kim et al., 2003).

Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes

Bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio y urinario bajo,
infecciones de piel, endocarditis, peritonitis, infecciones de
sistema nervioso central y ojo, osteomielitis y artritis séptica
(Sanders y Sanders, 1997).

Proteus mirabilis

Infecciones del tracto urinario bajo, pielonefritis, calculos

vesicales y/o renales asociados y bacteriemia (Stickler, 2002).

Acinetobacter baumannii

Neumonias asociadas a ventiladores o0 maquinas de anestesia,
bacteriemia, infeccion de piel y tejidos blandos asociadas a
heridas o quemaduras, infeccidn del tracto urinario, meningitis,

endocarditis y queratitis (Peleg et al., 2008).




1.2.

Factores de riesgo en la transmisién intra-hospitalaria:

Existen diversas situaciones que favorecen la adquisicién y diseminacion de este tipo

de patdgenos entre las cuales se pueden mencionar (Hosein et al., 2002):

Vi.

Vii.

viii.

Escaso control del movimiento de pacientes y personal entre salas y hospitales.

Paciente inmunocomprometido o con enfermedad subyacente grave.

Procedimientos invasivos.

No adopcién de practicas de higiene y desinfeccion por parte del personal.

Admisién de pacientes bajo tratamiento antibiético inadecuado a un patdégeno de la
comunidad altamente resistente.

Inadecuada toma y procesamiento de muestras para identificar el patégeno causal de un
brote.

Instauracion de tratamiento antimicrobiano incorrecto en términos de molécula
terapéutica, dosis, ritmo horario, via de administracion y patégeno objetivo.

Uso inadecuado de biocidas considerando lugar de aplicacién, concentracion, tiempo e
interaccién con otros agentes.

Omision de medidas minimas de desinfeccibn de alto nivel y esterilizacion en el

instrumental médico y quirargico.

Considerando estos antecedentes queda de manifiesto el importante papel que juegan

el personal, los pacientes, el instrumental y el medio ambiente en las complejas interacciones

que determinan la presentacién de este tipo de infecciones.



2.- ESTRATEGIAS DE PREVENCION DE INFECCIONES NOSOCOMIALES.

2.1. Biocidas: tipos de antisépticos y desinfectantes:

Biocida es todo aquel compuesto quimico utilizado para destruir formas de vida; sin
embargo, esta definicion es bastante general y algunos autores prefieren denominar germicida
a todo aquel utilizado para destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos. Segun su
efectividad se denominan esterilizantes (destruyen todas las formas vegetativas y esporas),
desinfectantes (disminuyen la carga bacteriana, por su mayor toxicidad deben utilizarse sobre
superficies inertes) y antisépticos (aplicados sobre tejido vivo). En el contexto de la practica
medica, los dos Ultimos grupos son los utilizados con mayor frecuencia, motivo por el cual se
les prestara especial atencion (Fraise, 2002; Russell, 2002a).

Los germicidas a altas concentraciones producen un dafio generalizado a la ultra-
estructura bacteriana, tanto a nivel de la membrana celular como en componentes
intracelulares, diferencidndose de esta manera de la accion especifica de los antimicrobianos
(que reconocen moléculas objetivo especificas). Ademas, son utilizados a concentraciones
mucho mayores, generalmente letales para células eucariontes, mientras que los
antimicrobianos poseen una toxicidad selectiva. Pese a esto, se ha descrito que bajas
concentraciones de triclosan actian especificamente inhibiendo la enzima enoyl reductasa,
encargada de la sintesis de acidos grasos esenciales, mecanismo que ejerce un efecto
bacteriostatico (Silver y Went, 1967; McMurry et al., 1998; McMurry et al., 1999; Russell,
2002b).

La actividad biocida de un compuesto varia notablemente entre los diferentes tipos de
microorganismos e incluso entre distintas cepas de una misma especie. Entre las formas
vegetativas, las mas resistentes son las micobacterias, luego las Gram negativas, siendo mas
sensibles las Gram positivas y micoplasmas. Esto se debe en parte, a diferencias en la

composicién de la pared celular (Maillard, 2002).

Los biocidas varian ampliamente en sus estructuras quimicas y aunque el mecanismo
preciso de accion refleja esta caracteristica, cuando se usan en altas concentraciones muestran

una similitud considerable (Cuadro 2).



Cuadro 2: tipos de biocidas y sus mecanismos de accion (Maillard, 2002; Russell, 2002b).

Compuesto Efecto en los componentes celulares
Dafian la pared celular y la membrana citoplasmatica promoviendo su ingreso
ala célula.
1. Disrupciéon de la membrana citoplasmatica, interaccion con fosfolipidos de
Agentes membrana (Compuestos de amonio cuaternario (CAC)).
catiénicos 2. Ademas de lo anterior, coagulan el citoplasma. (Biguanidinas. Incluye
Clorhexidina y Alexidina)
3. Interaccién con grupos fosfato de acidos nucleicos, inhibe sintesis de ADN, ARN
y traduccion. (Colorantes. Incluye acridinas, azul de metileno, cristal violeta, etc.)
Dafian la membrana citoplasmética con pérdida generalizada de sus
Alcoholes funciones.
Penetracion del solvente en la bicapa lipidica, coagulaciébn e inactivacion de
enzimas de superficie. Inhiben sintesis de ADN, ARN, proteinas y peptidoglicano.
Esterilizantes, producen alquilacién y formacion de uniones irreversibles
. entre proteinas y acidos nucleicos.
Aldehidos Agentes altamente reactivos, interactiian con grupos amino, carboxilo, hidroxilo y
sulfhidrilo de aminoacidos. Incluye glutaraldehido, formaldehido y succinaldehido.
Dafian la pared celular y la membrana citoplasmatica, afectando su
Detergentes permeabilidad.
anionicos Monoacetato de dodecilguanidina produce ademéas degradacién del RNA y
coagulacion del citoplasma.
A baja concentracién inhiben enzimas especificas.
Fenoles Hexaclorofeno inhibe la cadena transportadora de electrones y Triclosan inhibe la
enzima enoyl reductasa.
Hal6genos Oxidan fosfolipidos e interactGan con grupos tiol.

Incluye derivados del cloro y iod6foros.

Peroxigenos

Oxidan fosfolipidos con acumulacién de radicales libres de oxigeno.
Radicales hidroxilo oxidan grupos tiol de proteinas y enzimas.

Metales

Interactdan con grupos tiol de residuos cisteina de enzimas y ribosomas.
Incluye compuestos organomercuriales, plata y cobre.




2.2.- Prevencion de las infecciones nosocomiales:

La medidas instauradas como parte de un programa de control buscan limitar la
transmision de microorganismos entre los pacientes por medio de: 1) practicas adecuadas de
lavado de manos, uso de guantes y mascarillas; 2) estrategias de aislamiento; 3) limitar el
riesgo de infecciones endodgenas reduciendo al minimo los procedimientos invasivos
duraderos y fomentando el uso apropiado de antimicrobianos; 4) evitar la infeccién de los
miembros del personal y 5) vigilar las infecciones, identificando los brotes y controlando al (o
los) agente (s) patdégeno (s) responsable (s) (DHQP, 2001; Ducel et al., 2003).

El uso estratégico de antisépticos y desinfectantes se incluye como pilar fundamental en
las normas de bioseguridad. Sin embargo, utilizarlos exige considerar los fenbmenos que
determinan su efectividad, tanto fisico-quimicos (tiempo de exposicién, temperatura, pH y
concentracién), como la presencia de materia organica (Ducel et al., 2003). La concentracién y
pH son los factores mas importantes, es asi como, los agentes aniénicos son mas eficaces a pH

acido mientras que los catiénicos lo son a pH alcalino (Maillard, 2002).

Para la desinfeccion del medio ambiente es necesario eliminar al maximo posible la
cantidad de materia organica, utilizando aspersibn de soluciones de tensoactivos vy
desinfectantes para limitar la producciéon de material en suspension, ya que el proceso de
limpieza depende fundamentalmente de la accibn mecanica. Para su uso racional es
recomendable dividir las instalaciones en cuatro zonas segun el riesgo de contaminacion : zona
A: nulo, sin contacto con pacientes; zona B: minimo, cuidado de pacientes no infectados ni
inmunocomprometidos; zona C: intermedio-alto, cuidado de pacientes infecciosos y zona D:
critico, pacientes de cuidado intensivo. En las Ultimas dos éareas debe utilizarse equipo

separado de limpieza para cada habitacion (Ducel et al., 2003).

Es necesario estratificar a los pacientes segun riesgo de infeccién y determinar el nivel
de desinfecciéon necesarios en el personal e instrumental (Cuadro 3). Se define como riesgo
alto cuando se exponen cavidades y tejidos estériles o manipulan pacientes con
inmunodeficiencia grave; riesgo intermedio cuando se utilizan dispositivos que contactan
membranas mucosas o piel dafiada en pacientes infectados o con algun factor de riesgo —
enfermedades subyacentes, edades extremas, etc.- y riesgo bajo en condiciones de contacto

sobre piel intacta en paciente sano (Ducel et al., 2003).



Cuadro 3: Nivel de desinfeccidn y asepsia segun tipo de procedimiento, riesgo de infeccién y

compuestos utilizables (Ducel et al., 2003).

. Tipo de . . Nivel de | Ingredientes Espectro de
Riesgo . Nivel de asepsia ; - . =
procedimiento desinfeccién activos accion
Anidnicos (D)
CAC (D) Bactericida.
No invasivo. . -
i . Baja. Clorhexidina (4) | Fungicida.
Minimo . s Lavado simple.
Sin._exposicion No critica Virucida
a fluidos. ’ Yoddforos (A) X
(virus con
Peroxido de envoltura).
hidrégeno (A, D)
Alcohol etilico e Bactericida.
Invasivo I . SSDVODINCO . Fungicida.
Lavado aséptico. Intermedia. ’
Intermedio Exposicion a ~ s Alcohol yodado \/_|ru0|da (virus
) Manos y mufieca. Semicritica. sin envoltura).
fluidos. (D).
Mico-
Fenoles (A, D). bactericida.
Diéxido de cloro Bactericida.
(D).
Alta Hipoclorito de Fungicida.
Quirdrgico de | Lavado quirargico sodio 1000 - -
1 Virucida.
Alto alto riesgo Critica 5000 ppm (D).
(endoscopia). Manos y antebrazo. S .
Esterilizacion. < . Mico-
Acido peracético .
bactericida.
(D).
Esporicida.

Aldehidos (E).

E: esterilizante, D: desinfectante y A: antiséptico.




3.- RESISTENCIA BACTERIANA: UNA MANIFESTACION DE LA CAPACIDAD
ADAPTATIVA DE LOS PROCARIONTES.

3.1 Medio ambiente como fuente de presion selectiva:

Los primeros organismos en ser capaces de colonizar, sobrevivir y crear las
condiciones atmosféricas 6ptimas para el surgimiento de nuevas formas de vida fueron las
bacterias. Desde ese procarionte ancestral han derivado todas las formas bacterianas actuales,
las que pese a las diversas exigencias que representa el medio ambiente fluctuante en el que
habitan, han logrado adaptarse progresivamente, convirtiéndose en las formas de vida
predominantes sobre la faz de la tierra (Jenkinson, 1996).

Desde tiempos remotos el ser humano ha debido enfrentarse al desafio de controlar y
tratar las infecciones, pero con el desarrollo de la medicina y el descubrimiento de los
antibiéticos y agentes quimioterapéuticos sintéticos (englobados bajo el término
antimicrobianos) se logré aumentar las expectativas de vida y disminuir el tiempo de
recuperacién de aquellos pacientes infectados. Sin embargo, poco tiempo después de su
descubrimiento, se describia el primer mecanismo enzimético capaz de inactivar a las
penicilinas (Abraham y Chain, 1940). En respuesta a esta amenaza latente comenzo la
busqueda exhaustiva de nuevas moléculas terapéuticas, pese a esto, el fendmeno sigue en
aumento a tal magnitud que cada vez que se comienza a utilizar un nuevo antimicrobiano (como
tratamiento de infecciones altamente resistentes) su uso masificado, irracional vy
verdaderamente injustificado, permite que poco tiempo después surjan cepas resistentes de
varias especies bacterianas (Poole, 2005; Cabrera et al., 2007). Esto Ultimo pone de manifiesto
la necesidad de utilizar los antimicrobianos con un criterio mas que la simple experiencia
médica y el marco tedrico que engloba cada alternativa terapéutica, pues en la actualidad
moléculas tan novedosas como el moxifloxacino, las cefalosporinas de espectro extendido, los
derivados carbapenémicos y monobactamicos se muestran inefectivos al momento de tratar
infecciones bacterianas, especialmente las nosocomiales (DHQP, 2001). De hecho se ha
demostrado que el uso de cefalosporinas, carbapenémicos y fluoroquinolonas es un factor de
riesgo bien conocido para la adquisicion de SARM en humanos, sugiriendo que la presion
selectiva generada por los antibidticos ha contribuido a la prevalencia de estas infecciones
(Westh et al., 2004; Sasaki et al., 2007).

La resistencia bacteriana es un fenébmeno complejo que involucra la interacciéon del

agente patégeno, el sistema inmune del hospedero y el medio ambiente. Este Ultimo como

escenario de la resistencia bacteriana in vivo, es uno de los factores méas importantes, y dentro
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de este; la presencia de agentes toxicos en concentraciones sub-letales, el establecimiento de
nichos microambientales y la interaccién simbidtica con otras bacterias aparecen como los
principales eventos que intervienen en la génesis de la resistencia (Costerton et al., 1987;
Watnick y Kolter, 2000; Bloomfield, 2002).

Por otra parte, el sistema inmune del hospedero posee un rol esencial, pues las
bacterias no solo deben utilizar su energia en resistir la accion de los antimicrobianos y biocidas

sino que ademas moléculas propias del hospedero (DHQP, 2001).

3.2.- Biofilms, una estrategia de supervivencia:

En la mayoria de los habitats naturales los microorganismos crecen y sobreviven como
biofilms adheridos a superficies organicas o inorganicas, segun la disponibilidad de nutrientes
del medio (Watnick y Kolter, 2000; Gilbert et al., 2002). “Biofilm” corresponde a una
organizacion biologica que involucra a una o mas especies bacterianas, asocidndose en
medicina a muchas infecciones cronicas y oportunistas (Costerton et al., 1987; Stickler, 2002).
Este consorcio bacteriano requiere la modificacion del patron de expresion génica y la
adquisicién de fenotipos especializados capaces de sintetizar una matriz de exopolisacaridos
(EPS), principal elemento involucrado en la ventaja adaptativa que envuelve y protege a las

células a modo de barrera fisico-quimica (Davey y O’toole, 2000; Gilbert et al., 2002).

El establecimiento de un “biofilm” implica una serie de etapas. Primero, frente a
condiciones medioambientales adversas una célula mévil denominada colonizadora, busca y se
ancla a una superficie, creando condiciones favorables para que lleguen otras células, las que
se van asociando progresivamente hasta establecer una microcolonia, con variadas condiciones
ambientales aprovechadas por distintos grupos de bacterias adaptadas a sus exigencias,
creando de esta forma, nichos microambientales. La organizacion en mdltiples capas celulares
establece un medio ambiente quimicamente heterogéneo con gradientes de gases, nutrientes y
potenciales oxido-reduccion, determinando la gran variedad de fenotipos relacionados a los
distintos microambientes (Gilbert et al., 2002). Un “biofilm” maduro posee una modificacion a
nivel de la expresién génica, con sobre-expresion de genes benéficos (por Ej.: rpoS: regulon
maestro de respuesta al estrés, genes de EPS y genes de bombas de eflujo) y la inhibicion de
los genes perjudiciales para la integridad de la matriz (Foley et al., 1999; Watnick y Kolter,
2000).
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En el medio ambiente hospitalario los “biofilms” pueden colonizar préacticamente todas
las superficies (acero inoxidable, catéteres endovenosos, sondas uretrales y epitelios) siendo
fuente continua de infeccién, debido a que las bacterias resguardadas en ellos son
intrinsecamente mas resistentes que las formas de vida libre (Costerton et al., 1987; Bloomfield,
2002; Stickler; 2002). Esto es explicado por los siguientes fenédmenos: 1) como estrategia de
supervivencia, implica la adquisiciéon de fenotipos de respuesta al estrés caracterizados por su
baja tasa crecimiento y la sobre-expresion del reguldén rpoS y de operones de eflujo con
sobre-actividad de sus sistemas de eliminacion de sustancias toxicas ; 2) el gradiente quimico
actla inhibiendo in situ algunos biocidas, mientras que la matriz retiene enzimas y metabolitos,
que junto al EPS —como resina anidnica- actlan inactivando directamente compuestos
catiénicos y apolares; 3) las células superficiales (mas sensibles) al entrar en contacto con el
biocida, lo inactivan de manera consuntiva, ofreciendo una gran cantidad de nutrientes
derivados de la lisis bacteriana, para que las células persistentes (mas profundas) restablezcan
rapidamente el “biofilm”; 4) el estrecho contacto celular facilita un gran flujo de informacion
genética, con altas tasas de recombinacion e intercambio de genes de resistencia; y de esta
forma, 5) la concentracion de compuesto activo que alcanza a las células es minima,
favoreciendo la sobre-expresién y seleccién de los elementos genéticos de resistencia, con
expansion de los clones mas resistentes (Miller y Sulavick, 1996; Watnick y Kolter, 2000;
Gilbert et al., 2002).

3.3.- Mecanismos de transferencia de informacién genética entre bacterias:

Los fendbmenos de resistencia bacteriana no sélo amenazan el éxito de nuevos
tratamientos antibiéticos y la efectividad de las medidas de desinfeccion y antisepsia aplicadas
en protocolos de bioseguridad, también lo hacen afectando directamente la inocuidad de
diversos productos de origen animal. Se han descrito casos de transmision hacia la especie
humana de bacterias potencialmente peligrosas a través de alimentos y por contacto directo
(Teale, 2002; Duquette y Nuttall, 2004). Considerando estos antecedentes, toma gran
relevancia el intercambio de determinantes de resistencia entre especies bacterianas, en
especial, de los elementos méviles como integrones, plasmidos y transposones conjugativos.
Comprender el potencial impacto de estos procesos evolutivos en el fendmeno de resistencia

requiere un analisis méas detallado de los eventos involucrados.

En poblaciones naturales la transferencia de material genético potencia el origen,

adaptacion y rapida evolucién de nuevos clones entregandole genes ventajosos, provenientes
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de distintas lineas, a una misma célula. Se describen tres mecanismos de transmision
horizontal: conjugacion, transducciéon y transformacién. A diferencia de las dos Ultimas, la
primera posee la mayor relevancia epidemiolégica debido a que involucra la transmision de
segmentos especificos de material genético entre bacterias no emparentadas. De esta manera,
el proceso facilita el intercambio de genes de resistencia entre bacterias de distinto origen frente

a determinada presion selectiva (Wilkins y Frost, 2002).

La Conjugacion es un sistema de transferencia trascendental en la evolucién y
ecologia de los procariontes, que permite la transferencia de elementos conjugativos como
plasmidos y transposones. Estos requieren grupos complejos de genes que codifican el sistema
de transferencia y subsiguiente establecimiento en la célula receptora de dichos elementos.
Este fendmeno se sustenta en el reconocimiento celular y establecimiento de un apareamiento
estable, facilitado por elementos especializados, dentro de los que se describe un pili sexual
para bacterias Gram negativas y una sustancia agregante (SA) de naturaleza proteica en
Gram positivas. Una vez conseguido este apareamiento, se forma un poro conjugativo, a través
del cual se transfiere DNA de hebra simple s6lo o como un complejo nucleoproteico
(relaxosoma). El proceso finaliza con la sintesis de hebras complementarias a la hebra simple
en el donante y receptor (Wilkins y Frost, 2002).

Los pilis reconocen a la célula receptora y establecen el contacto por retraccion,
existiendo sistemas sin esta propiedad, y al igual que Gram positivas necesitan colisionar para
aparearse de forma estable. La SA reconoce el &cido lipoteicoico del receptor gracias a que
forma una pelicula en la superficie del donante (Wilkins y Frost, 2002). Es interesante
mencionar que en enterococos la produccién de SA es inducida en respuesta a péptidos
hidrofébicos sintetizados por la bacteria receptora frente a condiciones medioambientales y en
este contexto, se ha descrito agregacién en ausencia de feromonas como respuesta a

concentraciones sub-inhibitorias de antimicrobianos (Wu et al., 1999).

El proceso puede transferir una variedad de entidades genéticas como transposones
conjugativos e integrones (incluidos en plasmidos conjugativos o movilizables) e incluso la

transferencia de grandes segmentos genéticos (Wilkins y Frost, 2002).
Los movilizables sélo codifican los genes del relaxosoma y no los correspondientes al

poro conjugativo (transferosoma), en consecuencia, deben movilizarse junto a otros elementos

conjugativos en un mismo evento, aprovechando el puente intercelular generado por éstos
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(Salyers et al., 1995; Wilkins y Frost, 2002). Los transposones conjugativos son elementos
auto-transmisibles incorporados en el genoma con caracteristicas Gnicas en sus mecanismos
de escisién e integracion, esenciales para su transferencia. Su escisionasa (Xis) corta cada
extremo del elemento dejando secuencias de acoplamiento, que se unen covalentemente para
formar un intermediario circular (transferible intacto o como una estructura monocatenaria),
mientras que la integrasa (Int) corta e incorpora las secuencias de acoplamiento al sitio blanco.
Estos elementos a diferencia de los plasmidos no muestran incompatibilidad, sino que poseen

un nuamero limitado de sitios blanco (Salyers et al., 1995; Wilkins y Frost, 2002).

Los integrones son unidades genéticas moviles que poseen en sus extremos
secuencias altamente conservadas que abrazan una regién variable en la que se insertan
casetes génicos. En el extremo 5 se encuentra codificada la DNA integrasa, enzima
responsable de la integracion sitio-especifica de este elemento en el DNA bacteriano,
determinando segln sus caracteristicas cuatro clases de integrones (I-1V). En el extremo 3" se
encuentra codificado el gen gacE o su variante defectuosa qacEAl. Estos elementos son
capaces de incorporar varias unidades génicas e inducir su expresion conjunta a modo de
unidad transcripcional (operén). Esto ultimo determina que el elemento posea distintas
longitudes y codifique distintos fenotipos, segln el nimero y naturaleza de los genes insertados
(Stokes y Hall, 1989; Paulsen et al., 1993).

3.4. Mecanismos de resistencia a toxicos exdgenos:

Se describen diversos mecanismos responsables de la resistencia observada en
bacterias, siendo elementos inherentes de una especie bacteriana, o bien, adquiridos durante
su adaptacion al medio en el que viven. Esto Ultimo, se asocia principalmente a la seleccion y

expansion de clones portadores de mutaciones ventajosas.

Impermeabilidad o exclusién intrinseca: La pared celular y la membrana citoplasmatica
actian como barreras de permeabilidad reducida, afectando el ingreso de una gran variedad de
compuestos gracias a sus caracteristicas fisico-quimicas, por ejemplo, la elevada lipofilicidad de
la pared celular del género Mycobacterium y la presencia de porinas pequefias en P.

Aeruginosa (Jenkinson, 1996).
Modificacién o sobreproduccién de la molécula objetivo: Mutaciones en genes

codificadores, promotores o supresores entregan un fenotipo de resistencia. Esto se ha

observado para tetraciclinas, quinolonas, meticilina, macrélidos, vancomicina, isoniazida y
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triclosan -por objetivos moleculares modificados- y resistencia a p-lactamicos -por

sobreproduccion de B-lactamasas (gen blatey)- (Poole, 2002; Cabrera et al., 2007).

Inactivacion enzimatica: Actualmente existen cinco clases de B-lactamasas (A-D y de espectro
extendido (BLEE)) y tres clases de aminoglicosidasas (O-fosfo, O-/3"-adenil y 6 -N-acetil

transferasas) (Sekiguchi et al., 2005).

Vias alternativas de metabolismo: Se ha descrito en cepas resistentes a sulfas y trimetropim,
la utilizacion de una via alternativa de metabolismo intermediario para continuar la produccion

de acido félico a partir del acido paraaminobenzdéico (PABA) (Cabrera et al., 2007).

Eflujo activo: Es un mecanismo comun de resistencia a antibidticos y biocidas en la que
participan proteinas que realizan la extrusion de compuestos nocivos -que ya han ingresado a la
célula- utilizando energia obtenida de la “fuerza protén motriz” (FPM) -derivada de la gradiente
transmembrana de protones-, y de la hidrolisis del ATP (adenosina tri-fosfato) (Levy, 2002;
Poole, 2005).
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3.5.- Bombas de eflujo y suimpacto en el control de infecciones nosocomiales:

Corresponden al mecanismo mas importante de resistencia a antisépticos y
desinfectantes. Las bombas de eflujo se caracterizan por acomodar y expulsar una gran
variedad de sustancias quimicas (Cuadros 4 y 5). Sin embargo, existen excepciones
representadas por bombas especificas para un grupo de antimicrobianos (macrélidos,
tetraciclinas y cloranfenicol) (Putman et al., 2000).

La gran mayoria de los sistemas de eflujo identificados y caracterizados son
trasportadores secundarios, es decir, utilizan la FPM para mecanizar la expulsion, vy
dependiendo de su tamafio, similitud en secuencia de aminoécidos y estructura se clasifican en
cuatro familias; la MFS (“major facilitator superfamily”) y las familias SMR (“small multidrug
resistance”), RND (“resistance/nodulation/cell division”) y MATE (“multidrug and toxic compound
extrusion”). De ellas, las dos primeras son las mas importantes epidemiologicamente, pues son
codificadas en elementos genéticos moéviles. En cambio, las dos Ultimas lo hacen en el
cromosoma, siendo dificilmente transferibles (Jenkinson, 1996; Davidson et al., 2008).

Existe una quinta familia que, a diferencia de las anteriores, acopla la energia obtenida
de la hidrélisis del ATP al proceso de expulsion (transportadores primarios), motivo por el cual
es denominada superfamilia de sistemas ABC (“ATP binding cassettes”) codificadas

principalmente en el cromosoma (Lubelski et al., 2007; Davidson et al., 2008).
Las caracteristicas mas importantes se resumen a continuacion:

Superfamilia MF: funcionan como sistema de contra-transporte, en el que la proteina toma un
protén (H+) desde el medio extracelular, mientras expele un complejo formado por la droga y un
catibn. Su conformacién primaria consta de alrededor de 400 residuos aminoacidicos,
determinando dos grupos, de 12 y 14 a-hélices como dominios transmembrana (DTM). A
menudo se ubican en plasmidos grandes (de longitudes mayores a 20 kb.), otorgando
resistencia a agentes cationicos (Jenkinson, 1996; Paulsen et al., 1998; Vali et al. 2008).

Familia SMR: corresponde a la familia de proteinas de eflujo mas pequefas que existe,
constituidas por aproximadamente 100 residuos aminoacidicos y 4 a-hélices DTM. Dentro de
los determinantes mas importantes podemos mencionar los genes gac C-J, algunos de los
cuales se ubican en integrones clase | (qacE/EAT), lo que les ha permitido diseminarse

ampliamente entre bacterias Gram negativas. Generalmente se localizan en plasmidos de
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tamafio inferior a 3 kb.) (Paulsen et al., 1993; Jenkinson, 1996; Bjorland et al., 2001; Noguchi et
al., 2005 ; Vali et al., 2008). Debido a su pequefio tamafio, se ha propuesto que funcionan como

complejos homo-oligoméricos (Putman et al., 2000).

Familia MATE: se caracterizan por utilizar iones Na™ en el contra-transporte. Su estructura
terciaria esta compuesta por 12 a-hélices como DTM. Entregan resistencia principalmente frente
a colorantes, fluoroquinolonas hidrofilicas y aminoglicésidos (Putman et al., 2000).

Familia RND: posee una proteina tipo con funcién acopladora-adaptadora constituida por
aproximadamente 900 aminoacidos y 12 DTM, que se asocia a una proteina de la familia MF
(primer componente) y una porina de membrana externa (tercer componente), dando origen a
un sistema tripartito constitutivo, que se organiza desde la membrana citoplasmatica,
atravesando el espacio periplasmico, hasta la membrana externa. Los tres componentes se
encuentran codificados en su operdon respectivo, siendo los mayores responsables de la
resistencia intrinseca y adquirida de bacterias Gram negativas (Cuadros 4 y 5) (Jenkinson,
1996; Putman et al., 2000; Poole, 2005).

Superfamilia de sistemas tipo ABC: corresponden a sistemas que comparten un dominio de
hidrélisis de ATP altamente conservado —casete de union-. Acoplan la energia derivada de la
hidrélisis del ATP a una gran variedad de procesos fisiolégicos esenciales, describiéndose tres
categorias funcionales; los exportadores (clase 1), los no involucrados en transporte (clase Il) y
los importadores (clase lll). Los importadores y exportadores comparten su organizacion
estructural, compuesta de 2 DTM (de seis a-hélices) y 2 dominios hidrofilicos de unién a
nucleétidos (DBN) que portan el casete de unién a ATP responsable de la hidrélisis del ATP
(Lubelski et al., 2007; Davidson et al., 2008). Las bombas se disponen como un homodimero o

heterodimero segun la semejanza en la estructura primaria de sus subunidades (Poole, 2005).

Se describe un dominio de unién a sustratos conservado en transportadores de las familias
ABC y RND, indicando que estos transportadores posiblemente han surgido como un
mecanismo de defensa natural a compuestos téxicos presentes en el medio ambiente, y la
presion ambiental, conduce a la seleccién de clones favorecidos en su expresion, apoyando la
hipétesis de que estas bombas asociadas ahora a resistencia a agentes terapéuticos se
originaron a partir de mecanismos primitivos de supervivencia que les permitia a las bacterias
eliminar compuestos téxicos derivados de su metabolismo o del ambiente extremo en el que

vivian (Miller y Sulavick, 1996; Bloomfield, 2002; Poole, 2005). Efectivamente, al considerarla
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como una respuesta general a condiciones ambientales adversas, es importante mencionar que
otras situaciones, y no solo la exposicion a biocidas, promueven su sobre-expresion (McMurry
et al., 1998; Bloomfield, 2002).

La gran cantidad de genes codificados constitutivamente en el cromosoma explica la
resistencia intrinseca observada en estas especies, por mutaciones en regiones promotoras o
supresoras, que conducen a la sobre-expresion y adquisicién de resistencia mdltiple, que en
este caso particular, es dificilmente transferible (cuadro 4 y 5). La exposicidon sostenida a
concentraciones sub-letales de compuestos toxicos se ha propuesto como el factor mas
importante en la induccibn de mutaciones, la selecciébn y expansion clonal de genotipos
resistentes (Bloomfield, 2002; Gilbert et al., 2002; Stickler, 2002). Algunos biocidas tendrian la
capacidad de seleccionar mutantes de sensibilidad reducida a antimicrobianos que comparten
su molécula objetivo (Silver y Wendt, 1967; Cookson et al., 1991; McMurry y Levy, 1998;
McMurry et al., 1999; Bloomfield, 2002).

18



Cuadro 4: Genes de resistencia a biocidas en bacterias nosocomiales, sistemas proteicos y
sustratos involucrados (actualizado de Poole, 2005).

Familia

Bacteria Gen, Localizacion . Sustratos Inductor! Ref
Proteica
smr (qac C/D) | P SMR QAC, ACR, CTM. 8,17, 29
gac EA1 IC1 | SMR QAC. SUL 3
gac G P SMR QAC. 16
gac H P SMR QAC.
gacJ P SMR QAC
gac A/B P MF14.pmT QAC, CHX, ACR, DA, 17, 29
S. aureus BG,NOR, QAC, CTM
norA C MF12.-7mD NOR, CTM. 2
norB C MF QAC, CTM. 1
norC C MF QAC, MOXI, ESPR. 21
mdeA C MF GCC, QAC. 21
sdrM C MF NOR, ACR, BE. 20
mepA C MATE CHX, DA, QAC, CTM. 19
sepA C ? ACR, BE. 11, 19
E. faecalis emeA C MATE NOR, DAPI, BE, CB, 12,13
ACR.
E. faecium
efrAB C ABC FQ,DOX, ACR, DAPI, 22
DAU, DXR.
mexAB-oprM C RND FQ. ERY, ROX, TET, | QAC, CR,
GCC, BL, AG, TCS. BE, R6G.
P.aeruginosa mexCD-oprJ C RND FQ, GCC, TCS. TCS 7
’ mexEF-oprN C RND FQ, GCC, CAF, TCS.
mexJK-oprM C RND FQ, GCC, TCS.
mexXY-oprM C RND FQ, GCC, AG, TCS. 3
gac G P SMR QAC.
gac E/EA1 IC1 | SMR QAC. SUL EA1). 3
emrEpae C SMR FQ, ACR. 28
pmpM C MATE FQ, CB, ACR, BE. 15
acrAB-tolC C RND OXZ, BL, MLK, QAC, | APIN, SAL, | 4,5,09.
FEN, TCS. RL
acreF-tolC C RND OXZ, QAC,TCS, MLK | TCS.
yhiUV-tolC C RND CB, BE. 6.
emrB P MF14-1mD CB, BE. 6.
E. coli emrD P MF12.7mD CB, BE. 28.
emrE P SMR CB, BE, AG. 3.
gac E/EA1 IC1 | SMR QAC. SUL(EAL). 28.
sugk C SMR FQ, ACR, BE, CB.
silABCh P RND QAC, Ag™.
mdfA (cmr) C MF12.7mp CB, TET, CAF, ERY, 24.
R6G.
ydhE (norE) C MATE NOR, DOX, DAU, 6, 14
TRIM, KAN, ACR, B.

Sustancias quimicas de distinta naturaleza presentes en el medio ambiente que producen sobre-expresion génica y la
consiguiente seleccion de los clones portadores.
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Cuadro 5: Genes de resistencia a biocidas en bacterias nosocomiales, sistemas proteicos y
sustratos involucrados (actualizado de Poole, 2005).

Bacteria Gen, Localizaciéon Fam||_|a Sustratos Inductor? Ref.
Proteica
gacE IC1 | SMR QAC. 3
gacEA1l IC1 | SMR QAC. SUL. 3,16
silABC C RND Ag®.
K. pneumoniae acrAB-kocC | C RND CLX, ERY, CB, BE. 26
kmrA C MF NOR, KAN, GEN, 18
ACR, MV.
kdeA C MF CAF, NOR, ACR, BE. | Noinducible | 24
cepA C ? CHX. 10
sdeXY C RND TCS, QAC, CHX. TCS. 27
silABC P RND Ag>.
S. marcescens | silP P ABC Ag®.
smdAB C ABC NOR, TET, DAPI. 27
ssmE C SMR FQ, ACR, MV, CHX. 28
smfY C MF NOR, CB, ACR, BE, 25
DAPI.
E. cloacae gac F P SMR QAC.
acrAB-tolC C RND TGC, ERY, CLIN, | Noinducible | 23
TET, CAF, LNz,
NOR, ACNX, TLT,
NOV, RFP

P: PLASMIDO; C: CROMOSOMA; IC1: INTEGRONES CLASE I.

ACNX: acido nalidixico; ACR: acriflavina/acrinol; Agz+: plata; AG: aminoglicésidos; APIN: aceite de pino,;
BE: bromuro de etidio; BG: biguanidinas; C: cromosomal; CAF: cloranfenicol; CB: cloruro de benzalconio;
CHX: clorhexidina; CIP: ciprofloxacino; CLIN: clindamicina; CTM: cetrimida; DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenil-
indol; DA: diamidinas; DAU: daunorubicina; DOX: doxiciclina; DXR: doxorubicina; ERY: eritromicina;
FEN: fendlicos; FQ: fluoroquinolonas (CIP y NOR); GCC: glicilciclinas; GEN: gentamicina; IC1: integron
clase 1; KAN: kanamicina; LNZ: linezolid; MLAS: macrolidos, lincosamidas y estreptograminas tipo A;
MLK: macrolidos, lincosamidas y ketdlidos; MOXI: moxifloxacino; MV: metil-viologen; NOR: norfloxacino;
NOV: novobiocina; OXZ: oxazolidonas; QAC: derivados de amonio cuaternario; RFP: rifampin;
RL: radicales libres; ROX: roxitromicina; R6G: rodamina 6 G; SAL: salicilato; ESPR: esparfloxacino;
SUL: sulfonamidas; TCS: triclosan; TGC: tigeciclina; TET: tetraciclina; TLT: telitromicina;
TRIM: trimetoprim; BL: betalactamicos.

Referencias: 1:Yamamoto et al., 1988; 2: Cookson et al., 1991; 3: Paulsen et al., 1993; 4 : Miller y
Sulavick, 1996; 5 : McMurry et al., 1998; 6 : Morita et al., 1998; 7 : Chuanchuen et al., 2000; 8 : Bjorland
et al., 2001; 9 : Bloomfield, 2002; 10 : Fang et al., 2002; 11 : Narui et al., 2002 ; 12: Lee et al., 2003a; 13 :
Lee et al., 2003b; 14 : Xu et al., 2003 ; 15 : He et al., 2004; 16 : Wang et al., 2004; 17 : Noguchi et al.,
2005; 18 : Ogawa et al., 2006; 19 : Tsuchiya et al., 2006; 20 : Yamada et al., 2006; 21 :DeMarco et al.,
2007; 22 : Lubelski et al., 2007; 23 : Pérez et al., 2007; 24: Ping et al., 2007; 25 : Shahcheraghi et al.,
2007; 26 : Li et al., 2008; 27 : Matsuo et al., 2008; 28 : Minato et al., 2008; 29 : Vali et al., 2008 (Si no se
indica referencia corresponde a Poole, 2005).

Sustancias quimicas de distinta naturaleza presentes en el medio ambiente que producen sobre-expresion génicay la
consiguiente seleccion de los clones portadores.
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4.- SEGUIMIENTO DE BACTERIAS NOSOCOMIALES Y SUS CARACTERISTICAS DE
RESISTENCIA.

4.1. Vigilancia epidemioldgica de resistencia bacteriana:

La Organizacién Panamericana de Salud (OPS) en enero de 1999 elabor6 un programa
destinado a paises de Latinoamérica con el fin de crear una base de datos actualizada para
determinar la magnitud y repercusion de la resistencia a antimicrobianos, proponiendo medidas
eficaces y dindmicas de control, apoyandose en registro de datos precisos y procedimientos
diagnésticos estandarizados por laboratorios de referencia nacional e internacional (OPS,
1999).

El proyecto para el 2005 incorpor6 la vigilancia de varias especies de interés médico,
dentro de las cuales podemos mencionar Campylobacter spp., E. coli uropatégena, Salmonella
spp., Shigella spp., Vibrio cholerae O1 y 0139 (enterobacterias), Neisseria meningitidis, N.
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae y R-hemolitico (patégenos
adquiridos en la comunidad); junto a S. aureus, P. aeruginosa, Acinetobacter spp., E. faecium,
E. faecalis y otros enterococos, E. cloacae, K. pneumoniae, S. marcescens y Proteus spp.
(patégenos nosocomiales) (OPS, 2005).

Pese a esto, el proyecto no contempla el seguimiento de la resistencia bacteriana a
antisépticos y desinfectantes, pues aln no se considera un problema que amenace
directamente la salud puablica, debido a que la mayoria de los casos descritos involucran una
susceptibilidad reducida sélo a concentraciones sub-letales y no a concentraciones de trabajo.
Este ultimo fendmeno se define como tolerancia mas que resistencia. Sin embargo, S.
marcescens y P. aeruginosa se describen resistentes a clorhexidina vy triclosan, poniendo de
manifiesto la necesidad de vigilar este fendmeno para limitar eventos que reduzcan su
efectividad y la de otros biocidas en el futuro (Stickler, 2002; Noguchi et al., 2005; Vali et al.,
2008).
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4.2 Técnicas para determinar tolerancia o resistencia a biocidas:

Los antisépticos y desinfectantes no poseen técnicas estandarizadas para determinar
su potencial bactericida frente a una cepa particular o especie de interés, por ello algunos
autores han utilizado técnicas estandarizadas para antimicrobianos con el fin de determinar la
susceptibilidad in vitro de ciertas especies bacterianas, la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). Esta Ultima, es preferida por ser mas
representativa de la verdadera actividad letal de un germicida, aunque puede estar sesgada
debido a las propiedades fisico-quimicas en las que se realiza el ensayo y la naturaleza quimica
del compuesto probado (Garcia y Pelaz, 2001).

La CMI expresada en partes por millén (ppm) o mg/mL, corresponde a la menor
concentraciéon de biocida en la que no se observa turbidez —indicadora de crecimiento
bacteriano-, siendo equiparable a la del tubo control. Una vez obtenida la CMI puede estimarse
la CMB, definida como la menor concentracion de un agente capaz de matar al 99,9% de
bacterias de un inoculo. Luego de la prueba de la CMI se obtiene 50 uL de cada tubo en el que
no se observa turbidez y se siembra en placas de agar sangre, incubandose a 37° C durante la
noche junto con una placa con 50 pL del inoculo inicial. Finalmente, se cuenta el nimero de
colonias por placa, y aquella que posee una disminucion de 100 veces a la correspondiente del
primer inoculo o UFC inferior al 0,1%, es registrada como la CMB (Garcia y Pelaz, 2001,
Qaiyumi, 2007).

El European Committee for Standardization ha propuesto la prueba de determinacién
de actividad bactericida, que se puede utilizar como complemento a las técnicas previamente
mencionadas. Considera como efecto bactericida una disminucién de al menos 4 log en el
namero inicial de UFC/mL tras exposiciones de 30 minutos, 1, 6 y 24 horas a distintas
concentraciones de biocida —incluye la CMI, CMB, y concentraciones de uso recomendadas

para tratamientos continuos y de choque- (Garcia y Pelaz, 2001).
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4.3. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR):

El estudio y seguimiento de genes de resistencia ha sido posible gracias a la
implementacion de esta técnica, que consiste en la sintesis in vitro de una secuencia genética
de interés gracias al uso de cebadores especificos (de oligonucleétidos) que reconocen
secuencias que flanquean el segmento a amplificar. Esto se logré mediante el descubrimiento y
aplicacion de la Taq polimerasa, enzima de la bacteria Thermophilus aquaticus capaz de
incorporar nucleodtidos libres al extremo 3° del cebador, generando copias de la secuencia
blanco en cantidad exponencial, en cortos lapsos de tiempo y a temperaturas elevadas. Se
caracteriza por su termoestabilidad, alta procesividad (agrega una gran cantidad de nucleétidos

antes de desprenderse) y alta fidelidad (Mullis y Faloona, 1987).

Realizar la técnica involucra repetir un ciclo -de tiempos y temperaturas especificas
para cada etapa de la reaccidn- una cantidad suficiente de veces para obtener un producto
visible mediante técnicas adicionales. En la primera etapa (denaturacion) la mezcla de reaccion
se somete a altas temperaturas con el fin de romper los puentes de hidrégeno que mantienen
unidas las hebras complementarias de ADN. Durante la segunda etapa, la hibridacion, los
cebadores se unen a secuencias complementarias para que, en la tercera etapa, de elongacién
0 polimerizacién, la DNA-polimerasa realice la extensién de la secuencia blanco a partir de ellos
(Smith, 2002).

Luego de la amplificacién los productos deben ser separados para ser visualizados
utilizando la técnica de electroforesis, que consiste en la separacion de las moléculas de ADN
gracias a su carga eléctrica negativa y peso molecular. Son depositadas en un gel de
poliacrilamida o agarosa inmerso en una solucién buffer, que es sometido a un campo eléctrico.
La concentracién del gel determina la densidad de la solucién, y por tanto, la velocidad con la
que se desplazan las moléculas de interés. Efectivamente, mientras menor el tamafio de los
productos de la reaccion, mas concentrado debe utilizarse el gel, de esta forma, para PCR
diagndstico generalmente se utilizan concentraciones de agarosa al 2% (Danchin y Yuen, 2002;
Pennington, 2002).
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4.1.1. Usos epidemioldgicos de genética molecular: tipificacion.

Las infecciones nosocomiales son causadas en su mayoria por especies bacterianas
que son residentes habituales de sus hospederos, aislandose cominmente desde individuos
sanos como parte de su flora normal. Durante un brote, el sélo aislamiento e identificacion de la
especie bacteriana no entrega informacion Gtil para determinar el origen y las vias por las
cuales las cepas epidémicas de interés han tenido acceso a los pacientes, es necesario
identificar tipos con el fin de establecer relaciones epidemiolégicas que permitan tomar medidas
de control en un proceso dinamico de informacién. La genética molecular entrega herramientas
indispensables para afrontar este desafio, las distintas metodologias se basan en diferenciar
tipos a nivel intraespecifico segin la diferencia o polimorfismo genético detectable entre
distintos clones bacterianos, debido a procesos de mutacion y recombinacién genética propio

de poblaciones bacterianas (Pennington, 2002).

El ADN gendmico a diferencia del plasmidial necesita un procesamiento previo para
usarlo en tipificacién, puede ser cortado mediante enzimas de restriccion y los fragmentos
obtenidos analizados directamente por electroforesis —las enzimas reconocen y cortan
secuencias especificas, de este modo, la variedad de patrones en tamafio y cantidad de
bandas representa la variabilidad genémica dentro de una especie-. Como alternativa, regiones
especificas del genoma pueden ser amplificadas mediante PCR y secuenciadas para detectar

polimorfismo (Pennington, 2002).

Existen enzimas que reconocen secuencias escasas Yy generan una cantidad
convenientemente menor de fragmentos, pero de gran tamafio (que hacen mas simple el
andlisis de patrones de banda). La Electroforesis de Campo Pulsado en Gel (PFGE) hace
posible separar fragmentos de tamafio superior a 50 kb gracias a la aplicacion de campos
eléctricos desiguales, alternados y de orientacién perpendicular, siendo actualmente la técnica
mas aceptada para tipificar aislados alrededor del mundo, debido a que la metodologia es de
facil implementacion, reproducible, sirve para la gran mayoria de patégenos y tiene un alto

poder de discriminacién (Pennington, 2002).

Otras técnicas como la ribotipificacion, fagotipificacion y serotipificacion se han
utilizado en estudios epidemiolégicos, pero so6lo la primera utiliza conceptos de genética
molecular (sondas de DNA marcadoras que hibridan con los genes codificadores de los ARN

ribosomales 16S y 23S), pero debido a la complejidad de la hibridaciéon y al poco grado de
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polimorfismo de los genes, es utilizada solo para algunos patdégenos. Las Ultimas dos técnicas

son de gran utilidad, especialmente en enterobacterias y otros patégenos (Pennington, 2002).

La deteccion de los genes de resistencia a antimicrobianos y biocidas en las cepas
epidémicas permite establecer su relacién con elementos genéticos moviles y la relevancia
epidemiolégica que este fendmeno posee, considerando los mecanismos de recombinacién
genética existentes (Salyers et al., 1995). En la actualidad, diversos investigadores han
realizado seguimiento de los genes de resistencia a biocidas, determinando que las familias
MFS y SMR poseen mayor relevancia epidemioldgica al estar asociadas a plasmidos, siendo
los genes gacA/gacB y smr (qacC/D) los detectados con mayor frecuencia (Bjorland et al., 2001,
Bjorland et al., 2005; Noguchi et al., 2005; Vali et al., 2008).

En consideracién de lo anteriormente planteado, y el riesgo latente de transmisién entre
humanos y animales de bacterias, y de sus genes de resistencia, es necesario realizar estudios
que esclarezcan la realidad nacional. En Chile no existen investigaciones orientadas a detectar
este tipo de genes en medicina veterinaria, y los estudios realizados por el Instituto de Salud
Pablica (ISP) y otras entidades exponen un incremento de resistencia en antimicrobianos
mediante técnicas de microbiologia clasica (Pinto, 2002). Existe escasa informacion sobre las
caracteristicas genéticas de susceptibilidad a biocidas en la literatura nacional. Por tanto, para
comenzar un estudio pionero en la medicina veterinaria nacional, en esta Memoria de Titulo se

detectaran aquellos genes descritos con mayor frecuencia en el mundo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Detectar genes de resistencia a biocidas mediante técnicas de diagnéstico molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Deteccidon de los genes gacA/gacB en bacterias nosocomiales mediante la técnica de

PCR convencional.

2. Deteccién de los genes qacC/D (smr) en bacterias hosocomiales mediante la técnica de

PCR convencional.

3. Proponer, si corresponde, un protocolo para el uso estratégico de biocidas en las

unidades clinico veterinarias de la Universidad de Chile.
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MATERIAL Y METODOS
Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria,
perteneciente al Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Muestras: Bacterias Gram negativas (n=32) y Gram positivas (n=48) consideradas
nosocomiales (n=80), obtenidas en el Hospital Veterinaria de la Universidad de Chile (sedes
Bilbao y Facultad) y caracterizadas previamente entre los afios 2007 (n=51) y 2008 (n=29) que
presentan un perfil de multiresistencia a antimicrobianos ( Enr: enrofloxacino; A: ampicilina;
Amc: Amoxicilina+Acido clavulanico; Cip: ciprofloxacino; T: Tetraciclina; Sxt: sulfa+trimetropin;
Van: vancomicina; D: doxiciclina; G: Gentamicina; Ox: oxicilina; Sul: Sulperazona. R: resistente;

Sl: sensibilidad intermedia; S: sensible. * Cepa obtenida en la sede Facultad) (Cuadros 6 a 9).

Cuadro 6: bacterias nosocomiales Gram negativas obtenidas durante el 2007 (N = 20) y su
perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Aislado Especie Enr A Amc  Cip T Sxt D G Sul
335-m E. cloacae S R S Sl S Sl S S
002-2 E. cloacae S R S S S SI S S
015-2 E. cloacae S S S S S S S S
016-3 E. cloacae S S Sl S S S Sl S S
017-3 E. cloacae S S S S S R S S S
346-s E. cloacae SI R R S S R R R S
348-m E. cloacae SI R R S S R R R S
354-s E. cloacae R R R R Sl S R R S
310 E. cloacae R R R R R S R R S
020-2 E. coli R R Sl R R R R R S
025-2 E. coli R R Sl R R R R R R
026-2 E. coli S S S S S R SI S S
031-2 E. coli R R R R R R R R S
014* E.coli S S S S S R Sl S S
077M P. aeruginosa R R R S R R R S S
325 P. aeruginosa S R R S Sl R R S S
322 P. aeruginosa Sl R R S R R R S S
323 P. aeruginosa R R S R R R S S
035-2 A. baumanni S R R S S S S S S
314 C. freundii S R R S S R Sl S S
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Cuadro 7: bacterias nosocomiales Gram positivas obtenidas durante el 2007 (N = 31) y su peffil

de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Aislado Especie Enr A Amc Cip T Stx  Van G Ox  Sul
337 E. faecium S R R S S S S R R
341 E. faecium SI R R S R S SI S R R
356-m E. faecium S R R S R S R S R R
358-s E. faecium SI R R SI S SI Sl S R R
001-3 E. faecium R R Sl Sl R S S R R
009-2 E. faecium R SI R S S S R R
014-1 E. faecium S S SI R S Sl S R SI
036-1 E. faecium SI R SI R S R S R R
038-2 E. faecium SI S SI R S R S R SI
61 E. faecium R R SI R R S R S R R
51 E. faecium R R R R R S R S R R
76 E. faecium R R R R S R S R R
82 E. faecium R R R R S R S R R
317 E. faecium S R SI SI Sl S S S R R
034* E. faecium SI R R Sl R S Sl S R R
001* E. faecium S S S R S SI S R SI
508-2* E. faecium S S R R S R S R SI
538s* E. faecium Sl S S Sl R S R S R

546s* E. faecium R S S Sl S S S S S S
o81* E.faecium S S S S S S S R S
031 E. durans S S S R S R S R SI
050-1 E. hirae R S SI SI R S S S R

301 S. intermedius R Sl S R S R S S SI Si

038* S. intermedius S R Sl S R R S R S R Sl
O78-s* S. intermedius S S S R S S SI S S S
324 S. kloosi R R Sl R S R S S R R S
068-1 S. kloosi S Sl S S R S S R S S S
528* S. kloosi S SI S S S R S S S S S
046* S. epidermidis S S S S S R S S S S S
311 M. sedentarius S R S S S S R S S R S
543-2* M. sendentarius S R Sl S SI S R S S R S
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Cuadro 8: bacterias nosocomiales Gram negativas obtenidas durante el 2008 (N = 12) y su
perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Aislado Especie Enr A Cip T Sxt D G Sul

030-2M  E. cloacae R R R Sl R SI R R

033-2 E. cloacae R R R S S SI R R

536* E. cloacae S SI S S S S S R

516 M*  E. cloacae S S S S S S S R

515 M*  E. cloacae S S S S R S S R

502-1* E. cloacae S S S S S S S R

062 M E. cloacae Sl R R SI R R R R

029-2 E. coli S S S S S S R

031-2M E. coli R R R R R R R

539* E. coli S S S S S S R

548 M*  Ps. aeruginosa S S S S S S R

53 A. baumanni S S S Sl S S S R

Cuadro 9: bacterias nosocomiales Gram positivas obtenidas durante el 2008 (N = 17) y su perfil
de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Aislado Especie Enr A Cip T Van D G Ox Sul

083 E. faecium R R R R S R R R R

085 E. faecium Sl S R R S R R R

087 E. faecium R R R R S R R R

508 M* E. faecium R S SI R S R S R

511 s* E. faecium R Sl R R S R R R

003-2 E. faecium Sl Sl Sl R S R S Sl

022-3 E. faecium R R S S S S R R

054 E. faecium R R R S R S R

055 E. faecium R R R S R R R R

060 E. faecium R Sl R S S R S R

062 S E. faecium R R R R S R R R

029-1 E. faecium R R R S S S S R R

537* E. faecalis SI S R S S S R R

045-1 E. faecalis R S R Sl S R R R

548 s* E. durans S S S S R S Sl

028-1 E. durans S S S S S S Sl

530* S. kloosi S R S S S S R
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Obtencion de ADN bacteriano:

A partir de un cultivo bacteriano de 10° UFC/mL se procedio a la extraccion del material
gendmico mediante un kit comercial de extraccion y purificacion (Genomic DNA Purification Kit,
Fermentas ®). Asi, a 200 yL de muestra, se le adicionaréon 400 pyL de solucién de lisis, se
incubaron a 65° C por 5 minutos, homogenizando manualmente cada un minuto y medio.
Inmediatamente después, se adicionaron 600 pL de cloroformo (Merk®), mezclando
suavemente (invirtiendo los tubos 5 veces) para a continuacion centrifugar a 10.000 rpm por dos
minutos (Heraus Sepatech Biofuge®). Paralelamente a la centrifugacion, se prepard la solucion
de precipitaciéon agregando 720 pL de agua libre de nucleasas (Winkler®) a 80 pL del
concentrado de precipitacion (10X) provisto por el kit. Una vez terminada la centrifugacion se
colecto la fase superior en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se le agregd 800 pL de solucion de
precipitacion, mezclando suavemente y centrifugando a 10.000 rpm por 2 minutos. El pellet
obtenido fue disuelto en 100 pL de una solucién 1.2 M de NaCl provista por el kit. A esta mezcla
se le agregd 300 uL de etanol frio y se mantuvieron a -20°C por 10 minutos para precipitar el
ADN. Luego se centrifugd a 10.000 rpm por 4 minutos, se eliminé el etanol, y el pellet obtenido
se disolvié en 100 pyL de agua libre de nucleasas. Este ADN se utiliz6 inmediatamente para

realizar la prueba de PCR o hien, se almacend a 4°C por no mas de un mes.

Mezcla de reaccion de PCR:

Para lograr la mezcla de amplificacién del ADN purificado, se utilizé un kit 2X PCR
Master Mix (Fermentas®), que incluye la polimerasa termoestable, los desoxinucleétidos
trifosfatos (dNTPs), el buffer de reaccion y MgCl,, del que se extrajeron 12.5 pyL que se
depositaron en un tubo Eppendorf de 0.2 mL, junto a 5 pL de cada uno de los cebadores, y 5 uL
de la muestra de ADN templado, obteniendo un volumen total de 27.5 pL. Se procedié a su

homogenizacién utilizando el vortex para asegurar la mezcla de los reactivos.
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Partidores y protocolo de PCR:
1. Gen smr: la secuencia de cebadores fue seleccionada por su alta especificidad. Amplifican

segmentos de tamafio conocido de 285 pares de bases (pb), y corresponden a:

Smr-F: 5°- ATA AGT ACT GAA GTT ATT GGA AGT - 3" (24 bases).
Smr-R: 5°- TTC CGA AAA TGT TTA ACG AAA CTA - 3" (24 bases).

2. Gen gacA/gacB: la secuencia de cebadores fue seleccionada por su alta especificidad.

Amplifican segmentos de tamafio conocido de 361 pb, y corresponden a:

QacA/B-F: 5- GCA GAA AGT GCA GAG TTC G - 3" (19 bases).
QacA/B-R: 5" - CCAGTC CAATCATGC CTG -3 (18 bases).

Los protocolos de reaccidn para cada par de cebadores se resumen en el anexo 1, basados
en aquellos estandarizados por Bjorland et al. (2001), y Noguchi et al. (2005).

Visualizacion de los productos del PCR:

Se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa (Winkler®) al 2 % en buffer Tris
acetato EDTA (TAE) (Fermentas ®), el cual se sometié luego de la electroforesis, a inmersién
en bromuro de etidio (0,5 pg/mL) (Fermelo ®). El producto de PCR se mezclé con 6 uL del
producto comercial de carga, 6X Mass Ruler Loading Dye Solution (Fermentas ®), que posee
glicerol para dar densidad a la muestra y azul de bromofenol para chequear el progreso de la
migracién de las bandas de ADN. Una alicuota de 6 pL de esta mezcla se deposité en el pocillo
respectivo del gel. La electroforesis se llevd a cabo a 90 V por 90 minutos. Se utiliz6 5 pL de
Favorgen 100 bp DNA ladder (Favorgen ®) como marcador de tamafio molecular, que contiene
secuencias de ADN entre 100 y 3000 pb para facilitar la detecciéon de los fragmentos
amplificados. Una vez finalizada, el gel ya tefiido con bromuro de etidio fue visualizado en el

transiluminador ultravioleta (Transiluminator UVP ®), y fotografiado con pelicula Polaroid ®.
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Verificacion de Normas de Bioseguridad adoptadas en las unidades clinico-veterinarias
de la Universidad, y mejoramiento de los protocolos de uso estratégico de biocidas:

Si la deteccidn de alguno de los cuatro genes resultase positiva, se procederia a visitar
las unidades clinicas de la Universidad (sedes Bilbao y Facultad) para comprobar en terreno
cuales, dénde, en que concentracion, en que procedimiento y con que protocolo se utilizan los
agentes desinfectantes y antisépticos, ajustando su uso, si corresponde, a las recomendaciones
de organizaciones internacionales (OMS, OPS, etc.) y expertos en la materia, utilizando
informacién atingente con el objeto de minimizar la transmision de agentes nosocomiales y

otros infecciosos en la practica médica.
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RESULTADOS

1. Deteccidn de genes que otorgan resistencia a biocidas:

Al realizar la técnica de PCR convencional a las muestras de ADN extraido de las 80
cepas aisladas y caracterizadas como multiresistentes a distintos antimicrobianos segun el
método de determinacion de sensibilidad de Kirby-Bauer, ninguna result6 positiva a la deteccion
de los genes gacA, qacB, qacC y gacD (fotografia 1).

Fotografia 1.

Gel de agarosa al 2% tefido con
Bromuro de etidio y visualizado en
transiluminador UV.
3000 pb

— -Carriles 1 a 4: productos de PCR
2000 pb para gen gac A/B.

1500 pb

-Carril 5: MTM; marcador de
ERagr tamario molecular DNA
Favorgen® 100 pb.

S 500 pb -Carriles 6 a 9: productos de PCR
para gen smr.

-Carriles 1 y 6: aislado 083 (E.
faecium).

-Carriles 2 y 7: aislado 548M (P.
aeruginosa)

-Carriles 3 y 8: aislado SARM (S.
aureus, aislado clinico)

-Carriles 4 y 9: aislado 519M (E.
coli).

En la fotografia 1 -representativa de 8 electroforesis negativas- no se observan bandas
o fragmentos de ADN de un tamafo alrededor de 285 pares de bases (gen smr). De igual
forma, no se aprecian bandas o fragmentos de ADN de tamafio compatible con el amplicén del

gen gacA/gacB (361 pares de bases).
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2. Protocolo para el uso estratégico de antisépticos y desinfectantes:

Debido a que los resultados indican que no se logré obtener amplicones utilizando la
técnica convencional de PCR a partir de muestras de ADN procedentes de las muestras del
estudio, en diciembre 2008 se realiz6 una nueva visita a la sede Bilbao, en la cual se obtuvo 16
muestras con térulas estériles desde aspersores de biocidas (n = 6), esponjas y cepillos de
manos (n = 2), lavamanos de cirugia (n = 2) y de sala de hospitalizacion (n = 2), dispensadores
de clorhexidina (n = 2) y de jabdn yodado (n = 2), las que se sembraron dentro de las 4 horas
de extraidas en caldo tripticasa soya (medio de cultivo enriquecido), no observandose

crecimiento a las 24, 48 ni 72 horas de incubacién a 37° C.

Aunque ambos resultados fueron negativos, se ha propuesto un protocolo para el uso

estratégico de antisépticos y desinfectantes en los anexos 5y 6.
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DISCUSION

En primer lugar, la ausencia de los cuatro genes en las 80 cepas caracterizadas no es
un resultado del todo inesperado, pues estos determinantes de resistencia son descritos con
mayor frecuencia en la especie S. aureus (Cuadro 4), no siendo exclusivos de ella. Existe una
gran variedad de genes gac (gacA-qacJ) que se describen tanto en Gram positivas como
negativas (Cuadros 4 y 5). En estas dUltimas, los determinantes con mayor relevancia
epidemiolégica corresponden a gacE y qacEA71, debido a su asociacion con integrones de la
clase I. Sin embargo, gac A/B y gqacC/D se han descrito con menor frecuencia en especies
Gram negativas, incluyendo a aquellas pertenecientes a los géneros Pseudomonas (P. putida,
P. syringae, P.mendocina), Escherichia, Enterobacter y Serratia, ademas de géneros Gram
positivos Enterococcus, Streptococcus, Clostridium y Bacillus, destacando el importante rol

fisiolégico, diferente de resistencia, que cumplen estas bombas en la naturaleza.

El resultado de este trabajo corrobora la escasa frecuencia de estos genes en las
enterobacterias y P. aeruginosa, aunque este resultado se encuentra sujeto a un margen de
error derivado del proceso de muestreo, en el que pueden haberse excluido aquellas colonias
que poseian alguno de los determinantes, debido al inmenso tamafio de la poblacion

bacteriana, tanto en el hospital como en la expansion clonal durante su cultivo en laboratorio.

En segundo lugar, es importante considerar que estos genes se ubican en plasmidos,
elementos extracromosomales que poseen caracteristicas intrinsecas de estabilidad y
heredabilidad segun distintas condiciones ambientales, de esta forma, durante el crecimiento en
condiciones de laboratorio y en ausencia de presién selectiva (que le entregue ventaja a los
clones que los poseen) se transforman en un costo para la célula bacteriana, determinando que
aguellas células que carecen de ellos posean tiempos de generaciéon mas breves, y por tanto,
crezcan a un ritmo mas acelerado, desplazando a la poblacion portadora. Algunos autores
(Noguchi et al., 2005; Vali et al.,, 2008) de forma previa a la deteccion de los genes de
resistencia sometieron aislados a pruebas de sensibilidad a biocidas (lo que puede actuar a

manera de presion selectiva, favoreciendo a los portadores).

En tercer lugar, si bien durante las experiencias no se dispuso de un control positivo
que indicara el funcionamiento correcto de la reaccion, cabe destacar que el resultado negativo
no se debe a fallas en el proceso de purificacion del ADN, pues el mismo purificado fue utilizado

para amplificar con éxito otros 7 genes (blatgy, mecA, tetO y tetM), incluyendo 3 genes de
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bombas de eflujo de la familia MFS que entregan resistencia a tetraciclinas (tetA, tetB y tetK)
(fotografia 2). Los cebadores han sido utilizados en otros estudios con éxito, y el Unico
fenémeno de variabilidad por considerar es la concentracion de magnesio y la polimerasa
utilizada en las reacciones. Sin embargo, la concentracion de magnesio del protocolo es la
misma que incluye el Master Mix de reaccion (Anexo 2). Adicionalmente, se utiliz6 un Master
Mix coloreado cuya composicion incluye otra Taq polimerasa, obteniéndose los mismos

resultados (Mango Mix soluciéon 50 mM de MgCl,, Bioline).

Fotografia 2.

Gel de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de
etidio y visualizado en transiluminador UV.

La imagen muestra otros genes detectados
para los aislados de la fotografia 1 usando el
mismo purificado de ADN.

e Carriles 1y 6: 083 (E. faecium) genes tet K
y tet M, respectivamente.

. Carriles 2y 7: 548 M (P. aeruginosa) genes
tet B Yy b|aTE|v|.

e Carriles 3 y 8: SARM (S. aureus, aislado
clinico) genes tet Ky mec A.

e Carriles 4y 9: 519M (E. coli) genes tet By
blaTEm).

El marcador de tamafio molecular de DNA
Favorgen® 100 pb (MTM, carril 5) muestra
los tamafios aproximados de cada banda
representativa de los genes tet B (650 pb), tet
K (600 pb y 1159 pb), tet M (1723 pb), blatem
(526 pb) y mec A (533 pb).

En cuarto lugar, la importancia de las bombas de eflujo en medicina radica en que una
bacteria puede adquirir resistencia multiple en un solo paso, de forma inespecifica, similar a la
adquisicion de plasmidos de resistencia. Es importante considerar que, la ubicuidad de estas
bombas entre microorganismos y el uso irracional de antibiéticos y quimioterapéuticos, seran

los principales factores responsables en promover el aumento de la resistencia bacteriana en el
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mediano y largo plazo, no sélo a las drogas utilizadas, sino que también a otras no relacionadas
y desconocidas por las bacterias, gracias a la poca especificidad de estos sistemas proteicos en
el reconocimiento de sus sustratos. Por ésto, para préximos estudios seria necesario realizar la
busqueda de estos genes en aislados clinicos de SARM con el fin de obtener un control positivo
para los genes gac A-D (descrito en la literatura como su principal vector) o en su defecto,
solicitar clones de estos genes a investigadores extranjeros. Adicionalmente, para aumentar la
sensibilidad de todo el procedimiento, seria interesante implementar técnicas para la
determinacion de susceptibilidad a biocidas catidnicos de forma previa a la deteccion por PCR,
con el fin de ejercer una presion selectiva que mantenga los plasmidos portadores en la

poblacién de muestras.

En consecuencia, es necesario continuar este importante estudio, con la bisqueda de
segmentos génicos conservados de la integrasa del extremo 57, junto con los genes del
extremo 3", gacE y gacEA1 de integrones clase I, en estos mismos aislados y en nuevos.
Ademas, de las secuencias genéticas conservadas de los extremos 5" y 3" de integrones clase
Il, y de la transposasal/integrasa de transposones conjugativos clase Il con el objetivo de
establecer relaciones estructurales y funcionales entre estos elementos mdviles, los genes de

resistencia a biocidas y antimicrobianos estudiados por el proyecto, y los fenotipos observados.

Para la deteccion de la integrasa clase | Goldstein et al. (2001) estandarizé un protocolo
utilizando los cebadores intl-F: CCT CCC GCA CGA TGA TC e intl-R: TCC ACG CAT CGT
CAG GC, mientras que Sunde y Nostrom (2006) para la amplificacion de la region variable de
los integrones clase |, estandarizaron un protocolo utilizando los cebadores 5°CS-F: GGC ATC
CAA GCA GCA AG y 3'CS-R: AAG CAG ACT TGA CCT GA. Estos permiten amplificar y
secuenciar la region variable para caracterizar los casetes génicos circulantes (incluidos en
ellos), y su impacto en la resistencia observada en determinada poblacién bacteriana. Sin
embargo, estos autores consideran al gen sul 1 como motivo conservado del extremo 3, por lo
que la reaccion deja de lado aquellos integrones de la clase | que lo reemplazan por un
determinante qacE, pues los primeros poseen la variedad qacEA1, originada de la interrupcion

del gen sull en la secuencia gacE.

Existe cierto desconocimiento acerca de la asociacidn entre genes de resistencia a
biocidas con integrones de la clase Il y transposones conjugativos, elementos genéticos moviles
de gran impacto en el fenédmeno de resistencia a antimicrobianos, debido a que transportan

gran variedad de genes involucrados en entregar resistencia a muchos compuestos
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terapéuticos de Ultima generacioén, a la vez que se integran no sélo al cromosoma, sino que
también a plasmidos, siendo los elementos transferibles por excelencia y una de las principales

amenazas para la salud publica.

Goldstein et al. (2001) estandariz6 la reaccion utilizando cebadores para detectar la
integrasa propia de integrones de la clase Il (intl2-F: TTA TTG CTG GGA TTA GGC e intl2-R:
ACG GCT ACC CTC TGT TAT C), mientras que L"Abée-Lund y Sorum (2001) estandarizaron
una reaccion para detectar y caracterizar su region variable, utilizando los cebadores 5°CS-F:
GAC GGC ATG CAC GAT TTG TA y 3'CS-R: GAT GCC ATC GCA AGT ACG AG que
reconocen secuencias conservadas de los extremos e inician la amplificacion de la regién

interna variable.

Finalmente, y como proyeccion de este estudio, mediante el software Vector NTI
Advance™ 9.1 de Invitrogen™ se ha realizado un alineamiento de secuencias de nucleétidos
(obtenidas del Genbank) para identificar las regiones més conservadas entre las variantes qack
y EA1 (provenientes de distintas especies bacterianas (Anexo 3)), con el fin de disefiar un par
de cebadores (utilizando los programas Primer3 ™ version 4.0 y Netprimer™ de PREMIER
Biosoft International) que reconozca secuencias conservadas comunes, permitiendo de esta
forma amplificar el determinante de resistencia a biocidas qacE/qacEA1, y adicionalmente, la
region variable de una poblacidon mas grande de integrones, al considerar la fuente de variacion
previamente mencionada, utilizandolos junto a los cebadores para la integrasa descritos por
Goldstein et al. (2001). Las secuencia y temperatura de fusiéon (melting) predicha para cada uno
de los cebadores se resumen en el cuadro 10, el tamafio de banda esperado es variable pero

cercano a 210 pb.

Cuadro 10: cebadores y temperatura de fusion (melting) predicha para cada oligonucleotido.

Nombre Secuencia (largo) Temperatura de melting (Tm)

gacE CS-F  5-GCAATAGTT GGC GAA GTA A -3 (19 bases) 51,52° C

gacE CS-R  5°- ATG AAG CAA CCA GGC AAT G -3 (19 bases) 56,50° C

De igual forma, para detectar (en proyectos futuros) los transposones conjugativos
clase 3 (grupo de gran relevancia en resistencia a antimicrobianos), se disefi6 un par de

cebadores para reconocer la integrasal/transposasa propia de éstos, siguiendo el mismo

38




procedimiento para los cebadores de qacE CS (Anexo 4). Los cebadores y sus temperaturas de
fusion predichas se resumen en el cuadro 11, el tamafio de banda esperado es de

aproximadamente 250 pb.

Cuadro 11: cebadores y temperatura de fusién predicha para cada oligonucleotido.

Nombre Secuencia (largo) Temperatura de
melting (Tm).

cTn3Int CS-F 5- AAC TTG TGG CTA CAG ACC G -3" (19 bases) 53,06° C

cTn3IntCS-R 5-TCAATACTT CTT ACT CCT AAC TTG -3" (24 bases) 50,97° C

Estos cebadores pueden ser utilizados junto con aquellos de genes intimamente
relacionados a estos transposones, como tetM o tetQ, para detectar y realizar un seguimiento

de los casetes génicos transportados y su disposicion en las secuencias internas.
Sin duda, continuar con este estudio permitira contar con controles positivos propios, al

realizar la secuenciacién de los fragmentos de ADN obtenidos en cada una de las reacciones

de PCR positivas, y de esta forma, contar con una técnica molecular de mayor robustez.
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CONCLUSIONES

No se detectd ninguno de los genes mas representativos de las familias MFS (gacA y
gacB) y SMR (gacC y gacD) en las 80 muestras analizadas, obtenidas de unidades
clinico veterinarias de la Universidad, procedentes tanto del Hospital Veterinario Bilbao

como del Hospital de la Facultad.

Las concentraciones de biocidas utilizados en las unidades clinico-veterinarias de la
Universidad fueron suficientes para inhibir el crecimiento bacteriano de muestras
tomadas directamente de los aspersores y cepillos de manos, no asi en el resto de los

lugares muestreados.
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ANEXO 1.

PROTOCOLO DE PCR SEGUN PARTIDORES UTILIZADOS:

Gen smr (Bjorland et al., 2001 )

Smrl: 5°- ATA AGT ACT GAA GTT ATT GGA
AGT- 3" (24 bases).

Smr2: 5°- TTC CGA AAA TGT TTA ACG AAA
CTA- 3" (24 bases).

Gen gacA/gacB (Noguchi et al., 2005)

QacA/B1: 5'- GCA GAA AGT GCA GAG TTC G-
3" (19 bases).

QacA/B2: 5- CCA GTC CAA TCA TGC CTG- 3
(18 bases).

95° C por 60 segundos

Denaturacion inicial

96° C por 3 minutos

30 ciclos

Ciclos

25 ciclos

95° C por 60 segundos
48° C por 45 segundos

72° C por 60 segundos

| Denaturacion |

| Alineamiento |

| Elongacion |

94° C por 20 segundos
53° C por 20 segundos

72° C por 20 segundos

72° C por 60 segundos

Elongacion final

72° C por 5 minutos

285 pb

Tamafio de banda esperado

361 pb
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ANEXO 2.

COMPOSICION DEL PCR MASTER MIX 2X (FERMENTAS®):

0.05 U/ul ADN Tag Polimerasa (recombinante).

Buffer de reaccion.

4 mM de MgCl,.

0.4 mM de cada dexosinucleétido tri-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

P O NP

Se utilizaron 12.5 yL de esta mezcla por reaccion.
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ANEXO 3.

Alineamiento de multiples secuencias correspondiente a los genes qacE y qacEA1 de distintas
especies bacterianas nosocomiales disponibles en GenBank, utilizando el algoritmo FAST. La

secuencia de consenso (negrita) muestra las secuencias de unidon a partidores destacadas en
verde (para el partidor con sentido) y rojo (para el partidor sin sentido).

1 50
gacE E. aerogenes (1) —-GGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal E.coli pMUROS50 (1) —==—==—————- ATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal K.pneumoniae MGH (1) —===———————- ATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (1) —-===———————- ATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal C.freundii (1) -GGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal E.coli (1) GGGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
gacEdeltal K.pneumoniae (l) ———————— e
Consensus (1) G T A ATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGG
51 100
gackE E. aerogenes (50) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGCT
gacEdeltal E.coli pMUR050 (39) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGCT
gacEdeltal K.pneumoniae MGH (39) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGCT
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (39) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGCT
gacEdeltal C.freundii (50) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGLT
gqacEdeltal E.coli (51) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA-TTAAAATCT------ A--GCGAGGGLT
gacEdeltal K.pneumoniae (1) - —————— == CGAGGGCT
Consensus (51) CGAAGTAATCGCAACATCCGCA TTAAAATCT A GCGAGGGCT
101 150
gacE E. aerogenes (91) TEACTAAGCTTGCCCCTTCCG-CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGEC
gacEdeltal E.coli pMUR050 (80) TIACTAAGCTTGCCCCTICCG-CCGTIGTCATAATCGGTTATGGCATCGC
gacEdeltal K.pneumoniae MGH (80) TTACTAAGCTTGCCCCTICCG-CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGC
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (80) TTACTAAGCTTGCCCCTTCCG-CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGEC
gacEdeltal C.freundii (91) TEACTAAGCTTGCCCCTTCCG-CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGC
gacEdeltal E.coli (92) TIACTAAGCTTGCCCCTICCG-CCGTIGTCATAATCGGTTATGGCATCGC
gacEdeltal K.pneumoniae (9) TEACTAAGCTTGCCCCTICCG-CCETTGTCATAATCGETTATGGCATLCGE

)

TTACTAAGCTTGCCCCTTCCG CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGC
151 200
ATTTTATTTTCTTTCICEGGTTCTGAAATCCATCCCIGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTCTTTCICEGGTTCTGAAATCCATCCCIGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTICTTTCECEGGTTCTGAAATCCATCCCEGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTICTTTCECEGGTTCTGAAATCCATCCCEGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTCTTTCICEGGTTCTGAAATCCATCCCIGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTCTTTCICEGGTTCTGAAATCCATCCCIGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTICTTTCECEGGTTCTGAAATCCATCCCEGTCGGTGTEGCTT
ATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTT
201 250
) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGG
) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGG
gacEdeltal K.pneumoniae MGH (179) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGG
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (179) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGG
gacEdeltal C.freundii (190) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGG

)

)

)

Consensus (101

gacE E. aerogenes (140
gacEdeltal E.coli pMUROS50 (129
gacEdeltal K.pneumoniae MGH (129
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (129
gacEdeltal C.freundii (140
gacEdeltal E.coli (141
gacEdeltal K.pneumoniae (58
Consensus (151

gacE E. aerogenes (190
gacEdeltal E.coli pMUROS50 (179

gacEdeltal E.coli (191) AEGCAGICTGGTCGGGACTCGGCETCGTCATAATTACAGCCATTGECTGE
gacEdeltal K.pneumoniae (108) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGECTGE
Consensus (201) ATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCERIICECHEE

251 300

gacE E. aerogenes 240) TTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCT
gacEdeltal E.coli pMUR050 229) TTGCTTCATGGGCAAAAGCETGATGCGTGGGGCTITTGTAGGTATGGGGET
gacEdeltal K.pneumoniae MGH 229) TTGCTTCATGGGCAAAAGCETGATGCGTGGGGCITTGTAGGTATGGGGET

gacEdeltal E.coli 241) TTGCTTCATGGGCAAAAGCITGATGCGTGGGGCTITTGTAGGTATGGGGET
gacEdeltal K.pneumoniae 158) TTGCTTCATGGGCAAAAGCTTIGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCT
Consensus 251 GGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCT

( )

( )

( )
gacEdeltal P.aeruginosa 142 (229) TTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCT
gacEdeltal C.freundii (240) TTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAGGTATGGGGCT

( )

( )

( )
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ANEXO 4.

Alineamiento de multiples secuencias correspondiente a genes transposasalintegrasa de
transposones conjugativos clase Ill de distintas especies bacterianas nosocomiales
disponibles en GenBank, utilizando el algoritmo FAST. La secuencia de consenso (negrita)

muestra las secuencias de unidn a partidores destacadas en verde (para el partidor con

sentido) y rojo (para el partidor sin sentido).

151 200
S.agalactiaecTn916Int (110) AATTITGTTTACTCGTGGAAACTTGTGGCTACAGACCGAGTACCAGC-AGG
S.aureus Tn552Int (151) TATAGATGGAAT-AAGTCATATAAAGAACAAGGACTTAAAGGACTAATCT
S.mutans cTn916Int (110) AATTITATCTATTCATGGAAACTTGTGGCTACGGACAGAGTTCCGGC-AGG
S.pneumoniae transposase (110) AATTTGTTTACTCGTGGAAACTTGTGGCTACAGACCGAGTACCAGC-AGG
S.suis cTn916Int98HAH33 (110) AATTTGTTTACTCGTGGAAACTTGTGGCTACAGACCGAGTACCAGC-AGG
S.suiscTn916Int (110) AATTTGTTTACTCGTGGAAACTTGTGGCTACAGACCGAGTACCAGC-AGG
Consensus (151) AATTTGTTTACTCGTGGAAACTTGTGGCTACAGACCGAGTACCAGC AGG
201 250
S.agalactiaecTn916Int (159) AAAGCGTGATTG----TATCTCACTTAGAGAGAAAATCGCAGAGTTACAG
S.aureus Tn552Int (200) ATGCGACAAAAGCTGATAAAGGAACACGTAAAATAGAACCAAAGATAATT
S.mutans cTn9l6Int (159) TAAACGGGATTG----TATTGCACTGCGTGAAAAAATCGCAGAAATACAA
S.pneumoniae transposase (159) AAAGCGTGATTG----TATCTCACTTAGAGAGAAAATCGCAGAGTTACAG
S.suis cTn916Int98HAH33 (159) AAAGCGTGATTG----TATCTCACTTAGAGAGAAAATCGCAGAGTTACAG
S.suiscTn9l6Int (159) AAAGCGTGATTG----TATCTCACTTAGAGAGAAAATCGCAGAGTTACAG
Consensus (201) AAAGCGTGATTG TATCTCACTTAGAGAGAAAATCGCAGAGTTACAG
251 300
S.agalactiaecTn916Int (205) AAAGACATTCAT--GATGG-—---—----— TATTGATGTTGTAGGAAAGA---
S.aureus Tn552Int (250) GATGAAATTGAACGCCTTGCGCTTATGAATAAAAGAAATAGTATAGCCAC
S.mutans cTn916Int (205) AAAGATGTTCAA--GATGG--—------ GATTGATGTTATCGGCAAGA---
S.pneumoniae transposase (205) AAAGACATTCAT--GATGG-—-—---—-—-- TATTGATGTTGTAGGAAAGA-—--
S.suis cTn916Int98HAH33 (205) AAAGACATTCAT--GATGG-—---—---— TATTGATGTTGTAGGAAAGA--~
S.suiscTn9l6Int (205) ARAAGACATTCAT--GATGG-—-—------ TATTGATGTTGTAGGAAAGA---
Consensus (251) AAAGACATTCAT GATGG TATTGATGTTGTAGGAAAGA
301 350
S.agalactiaecTn91l6Int (242) AAATGACA-CTCTGCCAGCTT-TACGCAAAACAGAACGCTCAAAGACCAA
S.aureus Tn552Int (300) AATTCATAGGAAAACCACTAATTACTGTAAAGAAAATAATTTTGATATAC
S.mutans cTn91l6Int (242) AGATGACG-CTTIGCCAGCTT-TACGCTAAACAAAATGCCGTGCGTCCCA
S.pneumoniae transposase (242) AAATGACA-CTCTGCCAGCTT-TACGCAAAACAGAACGCTCAAAGACCAA
S.suis cTn916Int98HAH33 (242) AAATGACA-CTCTGCCAGCTT-TACGCAAAACAGAACGCTCAAAGACCAA
S.suiscTn916Int (242) AAATGACA-CTCTGCCAGCTT-TACGCAAAACAGAACGCTCAAAGACCAA
Consensus (301) AAATGACA CTCTGCCAGCTT TACGCAAAACAGAACGCTCAAAGACCAA
351 400
S.agalactiaecTn91l6Int (290) -AGGTTAGAAAAAACACTGAAACTGGACGCAA-ATATCTTATGGATATTT
S.aureus Tn552Int (350) CAAGTTIATAAACAAATTTATAGTGTTATTAAAGCGATGCC-TAAGTICTGT
S.mutans cTn9l6Int (290) -ATGTAAAAGCAAACACAAAGAGCGGACGTAA-ATATCTGATGGAGATTT
S.pneumoniae transposase (290) -AGGTTAGAAAAAACACTGAAACTGGACGCAA-ATATCTTATGGATATTT
S.suis cTn916Int98HAH33 (290) -AGGTTAGAAAAAACACTGAAACTGGACGCAA-ATATCTTATGGATATTIT
S.suiscTn91l6Int (290) -AGGTTAGAAAAAACACTGAAACTGGACGCAA-ATATCTTATGGATATTT
Consensus (351) AGGTTAGAAAAAACACTGAAACTGGACGCAA ATATCTTATGGATATTT
401 450
S.agalactiaecTn91l6Int (338) TGAAGAAAGACAAGTTAGGTGTAAGAAGTA--TTGACAGTATTAAGCCAT
S.aureus Tn552Int (399) TATTGATTTCTCTCATCAGGGTIGAAAAATACTATCAAAATAAGTACGATT
S.mutans cTn91l6Int (338) TGAAAAACGATAGGCTGGGAGCAAGAAGCA--TAGACAGCATTAAACCAT
S.pneumoniae transposase (338) TGAAGAAAGACAAGTTAGGTGTAAGAAGTA--TTGACAGTATTAAGCCAT
S.suis cTn916Int98HAH33 (338) TGAAGAAAGACAAGTTAGGTGTAAGAAGTA--TTGACAGTATTAAGCCAT
S.suiscTn916Int (338) TGAAGAAAGACAAGTTAGGTGTAAGAAGTA--TTGACAGTATTAAGCCAT
Consensus (401) TGAAGAAA EEEECAGTATTAAGCCAT
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ANEXO 5.
PROTOCOLO DE USO ESTRATEGICO DE ANTISEPTICOS SEGUN COMPUESTO ACTIVO
(Montt, 2004):

PRINCIPIOS BASICOS DE APLICACION

1. Todos los antisépticos, inclusive la clorhexidina, se inactivan en presencia de materia organica,
por lo que se recomienda limpiar con un tensoactivo —jabén-, de forma previa a su aplicacion.

2. En el caso de clorhexidina en base no jabonosa, utilizar alcohol etilico o isopropilico al 70% sin

yodo, pues los jabones y halégenos la inactivan.

ALCOHOL ETILICO 70% (CON O SIN YODO)

1. Debe aplicarse sobre superficies limpias, pues se consume e inactiva rapidamente en
contacto con materia organica —coagula proteinas las que actian protegiendo a los
microorganismos-.

2. Su accién germicida en contacto con la piel es casi inmediata. En caso de utilizarse sobre
las manos del personal, debe emplearse sobre guantes, pues produce sequedad de la piel.
Su efecto residual es muy corto, no debe emplearse como antiséptico prequirdrgico.

De eleccion para antisepsia cutanea previa a procedimientos invasivos de corta duracion
(punciones intramusculares, subcutaneas y vasculares periféricas), pero debe emplearse
sobre piel libre de pelos y por un tiempo minimo de contacto de 1 minuto.

5. Para antisepsia frecuente de las manos “entre pacientes” es recomendable un gel
antiséptico y emoliente, con una base de alcohol, junto con el uso de guantes desechables.
No debe reemplazar el lavado clinico de las manos previo a procedimientos

invasivos.

TINTURA YODADA (1-2%)

1. Soluciéon alcohdlica de amplio espectro, de mayor poder residual pues al volatilizarse el
alcohol el yodo se fija a la piel, el contacto prolongado produce irritacién de la piel y
quemaduras.

2. Se recomienda en extraccidon de sangre para hemocultivos, luego que se ha tomado la
muestra debe ser retirado de la piel con alcohol.

3. No se recomienda como antiséptico prequirlrgico para procedimientos invasivos de

larga duracion.
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POVIDONA YODADA (8-10%)

1.

Solucién de yodo y polivinil-pirrolidona -agente que actia como transportador y solubilizador
del yodo, entregandole mayor efecto residual al permitir una liberacién gradual del
hal6geno-.

Tiempo minimo de contacto de 2 minutos.

Al ser menos irritante se recomienda para procedimientos invasivos de larga
duracion y preparacion del campo operatorio.

No debe diluirse, la polivinil-pirrolidona se utiliza para disminuir su efecto irritante, formar
una pelicula protectora sobre la piel y asi permitir “desinfecciones” frecuentes —en animales
debe ocuparse pura, ademas de utilizar un collar isabelino para evitar que se laman-. Al
diluirlos las particulas de yodo se liberan de forma masiva produciendo absorcién
generalizada con riesgo de toxicidad.

No debe utilizarse en peritoneo o quemaduras, contraindicado en el lavado e irrigacién de

cavidades.

CLORHEXIDINA + BASE DETERGENTE (2-4%) O ALCOHOLICA (0,5%)).

1.

o g~ w N

Biguanidina de espectro Gram positivo, con regular efecto sobre hongos y nula accién sobre
Mycobacterium spp. y Gram negativos.

Excelente efecto residual acumulativo, forma una pelicula sobre la piel.

Tiempo minimo de accién de 5 minutos.

Posee baja toxicidad, no se absorbe por la piel. Sin embargo, es ototéxica.

Se inactiva con jabon natural y halégenos.

Con base detergente recomendado para lavado quirdrgico (2-4%) y el lavado clinico (2%)
de las manos en éareas criticas —UCI, cuidados intermedios, neonatologia-.

Se recomienda para el lavado prequirdrgico de piel. No debe utilizarse con este fin en
area perianal o con riesgo cierto de contaminacion fecal, debido a que las
enterobacterias son intrinsecamente resistentes a esta.

Cuando se sospeche de brote nosocomial de Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marscecens y Proteus spp. debe reemplazarse por povidona yodada y potenciarse con

alcohol gel en el lavado quirdrgico de manos.

TRICLOSAN (0,5-1%)

1.

2.

Compuesto fendlico con espectro de accion sobre Gram positivos, Gram negativos (excepto
P. aeruginosa y M. tuberculosis)

No se recomienda para la preparacion de la piel en procedimientos invasivos.
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Se utiliza en brotes de S. aureus y Enterococcus spp., pero en otras circunstancias solo se
recomienda para el lavado clinico de las manos en areas no criticas (A y B).

La capacidad de inducir fenotipos de resistencia, como compuesto traza en el medio
ambiente, hace necesario analizar con cuidado su introduccion como biocida en la practica

médica.
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ANEXO 6.
PROTOCOLO DE USO ESTRATEGICO DE DESINFECTANTES SEGUN COMPUESTO
ACTIVO (Ducel et al., 2003):

PRINCIPIOS BASICOS DE APLICACION

1.
2.

10.

11.

12.

Todos los desinfectantes, sin excepcién, son inactivados en presencia de materia organica.
La limpieza de superficies debe ser mediante arrastre himedo con un tensoactivo
—detergente- que evite el levantamiento de particulas.

No debe utilizarse compuestos generadores de gases téxicos e irritantes, como acido
paracético, amoniaco o cloro, en zonas donde se encuentren pacientes hospitalizado, pues
favorecen infecciones respiratorias al afectar el funcionamiento de su aparato mucociliar.
Deben utilizarse traperos, baldes y escobas Unicos para las zonas C y D (para pacientes
infecciosos y de unidad de cuidados intensivos).

El tensoactivo debe ser aplicado, y su accién reforzada por friccion, luego debe ser retirado
con papel desechable. Finalmente, se aplica el biocida en la superficie a desinfectar,
dejando actuar por el tiempo requerido y en un area ventilada (en el caso de productores de
gases).

Los termémetros son instrumental que requiere desinfeccion semicritica, por lo que
es recomendable antes de utilizar, eliminar la materia organica con un tensoactivo,
aplicar alcohol 70% -por 2 minutos-, y secar con papel desechable.

Los fonendoscopios requieren desinfeccién simple, y es recomendable, limpiarlos
con alcohol 70% “entre pacientes” infecciosos o inmunocomprometidos.

Los platos y bebederos deben ser de metal para poder ser esterilizados (para pacientes
UCI, infecciosos, inmunocomprometidos, etc.)

Por ninglin motivo deben puncionarse las botellas de suero estéril, para extraerlo, debe
utilizarse la via disefiada para ello, aplicando previamente alcohol 70%.

Papeles utilizados en limpieza y desinfeccion deben transportados en bolsas plasticas a
contenedores hermeéticos, evitando su almacenamiento en la sala de tratamiento de
pacientes.

La aspersion permite una mejor penetracion del desinfectante y una menor suspension de
particulas.

Los detergentes permiten eliminar materia organica insoluble en agua. El detergente
enzimatico utiliza enzimas proteoliticas que permiten retirar materia organica. No son

desinfectantes.
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COMPUESTOS DERIVADOS DE AMONIO CUATERNARIO (QAC/DAC)

1.

Compuestos catiénicos de buen espectro de accién a concentraciones recomendadas de
trabajo, sin embargo deben utilizarse por un tiempo minimo de contacto de 15 minutos,
tiempo recomendado 30 minutos.

Existe preparaciones comerciales que incluyen un tensoactivo, siendo muy recomendable
utilizarlos puros frente a la exposicion a fluidos organicos contaminados, junto a
preparaciones desinfectantes que utilizan NaOH 2%-hidréxido de sodio-, que aumenta su
efectividad.

Excelente para superficies metalicas y no porosas, existen productos adicionados con
metasilicato -sal sédica del acido silicico- que aumenta su efectividad.

Deben utilizarse a concentraciones recomendadas por el fabricante, para desinfectar
pabellén debe utilizarse con una frecuencia minima de 3 dias, y como 6ptima “entre

pacientes”.

HIPOCLORITO DE SODIO (5% (50 g/L) o al 2% como gel)

1.
2.

Haldégeno altamente corrosivo y toxico, oxidante de metales y generador de gases.

Amplio espectro de accion, utilizado para desinfecciones de alto nivel de instalaciones
(pisos, murallas, techos, etc.) por un tiempo minimo de 30 minutos.

Para desinfeccién de alto nivel de instrumental no metalico debe utilizarse a 5000 ppm (1
ppm =1 mg/L, de esta forma se necesitan 5 gramos, es decir, 100 mL de cloro al 5% y 250
mL de cloro al 2% por litro de solucion).

Para desinfeccion de alto nivel de pisos y murallas se debe utilizar a una concentracién de
1000 ppm (20 mL de cloro al 5% y 50 mL de cloro al 2% por litro de solucién) en salas sin
pacientes y ventiladas (frente a exposiciones a agentes infectocontagiosos, o de rutina una
vez por semana).

Para eliminar parvovirus del medio ambiente se recomiendan concentraciones de cloro de
30 mL de hipoclorito de sodio al 5% en 970 mL de agua (1500 ppm).
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GLUTARALDEHIDO 2%

1.

Menos corrosivo sobre metales, pero altamente tdxico, describiéndose propiedades
carcinogénicas Yy teratogénicas, siendo absorbido por piel y mucosas.
Se utiliza en desinfecciéon de alto nivel de endoscopios, traqueotubos, y mangueras de

ventiladores y maquinas de anestesia. Tiempo minimo de accion 45 minutos.

ACIDO PERACETICO 3-5%

Excelente espectro de accion, Elimina biofilms.

Acido fuerte, no genera gases nocivos, pero debe utilizarse en habitaciones ventiladas, con
mascarillas, guantes y antiparras. Altamente corrosivo en concentraciones superiores al
10%, no aplicar en habitaciones con pacientes.

Excelente para desinfectar pabell6n, con tiempo minimo de accién de 15 minutos.

HIDROXIDO DE SODIO (NaOH) 2%

1.

Alcali fuerte, con poder desinfectante de amplio espectro, recomendado en caso de
exposicién a fluidos contaminados, previo a limpieza, con tiempo minimo de accién de 15
minutos.

Altamente corrosivo e irritante, usuario debe utilizar guantes de goma gruesos y mascarilla.
Debe utilizarse en una habitacion ventilada, reduciendo al maximo la exposicién de los
pacientes.

Puede utilizarse junto con desinfectantes comerciales que utilizan como compuesto activo

derivados de amonio cuaternario para aumentar su efectividad.
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