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RESUMEN

Las bacterias nosocomiales han tenido gran repercusion en la practica medica al producir
una alta morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, debido

principalmente a su capacidad fenotipica de multiresistencia a antimicrobianos.

La informacion que permite a una bacteria desarrollar un mecanismo de resistencia se
encuentra en su material genético, existiendo la posibilidad de traspasarlo en forma
horizontal a otras bacterias. Adicionalmente, causan un gran costo para el paciente y los
centros de atencion al generar complicaciones y una mayor estancia hospitalaria. Asi, es
necesario realizar un seguimiento dinamico de las especies nosocomiales, para establecer
una retroalimentacion constante respecto de su existencia y la de los fenémenos
medioambientales involucrados en su presentacién, con la finalidad de mejorar los
protocolos de control de los patdégenos asociados a este tipo de infecciones. Este protocolo
debe incluir la busqueda de los genes responsables de la resistencia a los antimicrobianos
en distintas especies y analizar su relacion epidemioldgica, buscando resguardar la salud

publica y animal.

El objetivo de este trabajo fue identificar los genes mas frecuentemente descritos que
otorgan resistencia a los antimicrobianos beta-lactamicos (ampicilina y meticilina),
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), en sesenta y siete aislados
ambientales obtenidos y caracterizados previamente, entre los afios 2007 y 2008- desde

unidades clinico Veterinarias de la Universidad de Chile.

La implementacion de la técnica de PCR permitié la deteccion de fragmentos de ADN
compatibles con los descritos en la deteccion del gen blatem en bacterias tanto Gram-
positivas como Gram-negativas y en la deteccion del gen mecA, en bacterias Gram-
positivas, encontrando indiscutiblemente un alto porcentaje de bacterias que poseerian estos
genes, lo que debe generar una gran preocupacion para los encargados de los recintos
hospitalarios veterinarios de la Universidad de Chile y como medida preventiva, se deben

realizar esfuerzos para controlar esta realidad.



SUMMARY.

Acquisition of multiresistance to antimicrobial agents by nosocomial bacteria has become
an important concern in medical practice since high morbility and mortality in
immunocompromised patients that their infections produce. Additionally, they cause an
increased cost to the patient and medical centres generating complications and a longer

hospital permanency.

The information that allows bacteria to develop a mechanism of resistance is found in its
genome, having the ability to be transferred in horizontal way to other bacteria. In order to
improve pathogen control protocols associated with this type of infection the development
of a procedure for the dynamic tracing of nosocomial species is needed, establishing a
constant feedback of information regarding their existence and environmental phenomena
involved in its appearance. This method should include identifying the genes responsible
for antimicrobial resistance in different species and analyze their epidemiological
relationship, looking for safeguarding public and animal health.

The objective of this work is to analyze sixty-seven samples obtained between 2007 and
2008 from clinical veterinary centers of the University of Chile and identify the most
frequent genes that conferred resistance to the beta-lactam antimicrobials (ampicillin and

methicillin), through a polymerase chain reaction (PCR) assay.

Amplification by PCR detected DNA fragments from the blargm gene in Gram-negative
and Gram-positive bacteria. Also the mecA gene was detected in Gram-positive bacteria.
These findings argue that a high number of bacteria express these genes, which should
generate great concern to those responsible for the veterinary hospital locations of the
University of Chile. Furthermore, as a preventive measure many efforts should be made in

order to solve this problem.



1.- INTRODUCCION

El uso de antimicrobianos ha tenido una alta repercusion en medicina. Desde el
descubrimiento del primer antibiético (penicilina) y las primeras moléculas quimio-
terapéuticas (sulfas), estos farmacos han sido utilizados para controlar infecciones, gracias
a su capacidad para inhibir o destruir bacterias que amenazan la vida. Sin embargo, las
bacterias, a través de informacion contenida en sus genes, poseen o han desarrollado
diferentes mecanismos de resistencia en contra de los antimicrobianos. Estos mecanismos
han limitado el efecto que producen los antimicrobianos sobre las bacterias,
transformandose en un desafio muy importante tanto para los médicos que se enfrentan a
enfermedades de tratamiento complicado, como para los laboratorios farmacéuticos que

deben generar farmacos mas eficientes.

El uso indiscriminado de antibi6ticos, no sélo ha provocado que se seleccionen aquellas
bacterias resistentes en las poblaciones microbianas, sino que ademas causa limitaciones en
la terapia antimicrobiana. Es por esta razon que desde el descubrimiento del primer
mecanismo de resistencia a penicilinas por Abraham y Chain en 1940, cientificos expertos
han expuesto su preocupacién en cuanto al uso irracional de los antimicrobianos, para asi
intentar atenuar la presion selectiva que fomenta el desarrollo de mecanismos de resistencia

y tener la mayor cantidad de recursos terapéuticos para combatir a las bacterias.

En los recintos hospitalarios el problema de la resistencia se incrementa cada afio, debido a
la existencia de bacterias nosocomiales, que corresponden a aquellas que son adquiridas
dentro de un recinto hospitalario y cuya manifestacién, ocurre 48-72 horas después del
ingreso del paciente, generando una infeccion nosocomial (OMS, 2003). Este tipo de
infecciones causadas por bacterias ubicuas, oportunistas y altamente resistentes han
adquirido gran importancia en la practica médica y son las que afectan especialmente al
paciente inmuno-comprometido, prototipo en las unidades de cuidados intensivos. Asi, lo

anterior podria explicar su alta tasa de transmision.



Las bacterias nosocomiales generan infecciones de alta morbilidad y mortalidad debido a
que poseen fenotipos de multiresistencia. Es decir, resisten o inhiben la accion de dos 0 mas
antimicrobianos, por lo cual su tratamiento y control es muy limitado. Asi, afectan entre un
5y 10% la evolucién y recuperacion de los cuadros clinicos de los pacientes hospitalizados,
generando mayores tiempos de permanencia en los recintos hospitalarios y mayores costos

por tratamientos.

En este contexto, los antimicrobianos pertenecientes al grupo de los B-lactamicos han visto
limitada su actividad en el tratamiento de infecciones por el incremento de bacterias
resistentes. Estos antimicrobianos son indicados para el tratamiento de infecciones causadas
por microorganismos susceptibles, llegando a ser el grupo de antimicrobianos mas
utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas, lo cual se traduce en un gran
problema tanto en salud publica humana como salud animal. Ademas, se ha determinado
que los factores que han contribuido en el incremento de infecciones nosocomiales en los
hospitales de medicina humana, demuestran semejanzas con los encontrados en medicina

veterinaria.

En consecuencia, se han orientado esfuerzos en complementar la vigilancia epidemioldgica
de resistencia a antimicrobianos, mediante técnicas de diagndstico molecular, para
desarrollar nuevas estrategias de control. Actualmente, en medicina humana se han descrito
gran cantidad de estudios muy variados, a diferencia de lo que ocurre en la medicina

veterinaria dentro de Chile.

De acuerdo a lo anterior, en esta Memoria de Titulo y utilizando la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) se detectaron dos genes (mecA y blatem) involucrados en la resistencia a
los antimicrobianos meticilina y ampicilina, en bacterias descritas como nosocomiales. Esto
permitira realizar una aproximacion de la situacion que presentan estos genes en los
recintos hospitalarios de la Universidad de Chile y un primer acercamiento del tema en
medicina veterinaria dentro del pais, para asi desarrollar futuros estudios epidemiologicos

gue determinen el comportamiento de estos genes en las poblaciones bacterianas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n

2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- INFECCIONES NOSOCOMIALES. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.

Las infecciones tienen diferentes agentes etioldgicos: bacterias, virus, parasitos y hongos.
En el caso de las bacterias, éstas pueden transmitirse constantemente entre animales, sin
constituir necesariamente un riesgo para la salud. Sin embargo, en el medioambiente
intrahospitalario se establecen poblaciones bacterianas que coexisten bajo un
medioambiente altamente variable y exigente, que las expone a diversas situaciones de
estrés, lo cual como fuerza de presion selectiva, ha sido la causa fundamental en la

aparicion de cepas bacterianas altamente resistentes (Vali et al., 2008).

Esta situacion se produce generalmente bajo un régimen de antimicrobianos o
procedimientos invasivos con la utilizacion de antisépticos por largos periodos de tiempo.
Esto favorece la multiplicacién de aquellas bacterias infectantes, con el potencial genético-
molecular para resistir terapias antimicrobianas, pudiendo generar infecciones graves que
comprometen la sobrevivencia y recuperacion de los pacientes por la naturaleza del proceso

infeccioso y su deficiente respuesta al tratamiento (Stickler, 2002).

La adquisicion de agentes bacterianos multiresistentes como comensales es la primera etapa
en la patogénesis de la infeccion nosocomial. Dentro de ésto, el sistema inmune del
hospedero juega un rol esencial, pues las bacterias no sélo deben utilizar su energia para
resistir la accion de los antimicrobianos, sino que ademas moléculas propias del hospedero
(DHQP, 2001). Por lo tanto, la adquisicién de estas infecciones ocurre principalmente en

individuos inmuno-comprometidos (Stickler, 2002).

El Centro de Prevencion y Control de Enfermedades de E.E.U.U. (CDC, 2008), define la
infeccion nosocomial como una reaccion adversa resultante de una condicion sistémica o
localizada debido a la presencia de un agente infeccioso o su toxina. No debe existir
evidencia que el agente infeccioso se encontraba presente o se estaba incubando antes de la

entrada del paciente al recinto hospitalario.



Para ser clasificada como una infeccion, esta condicion debe manifestarse como una
enfermedad clinica y no como una simple colonizacion, la cual significa que existen
microorganismos presentes, pero estos no ejercen efectos adversos en el hospedero. Sin
embargo, un paciente asintomatico puede considerarse infectado si los microorganismos
patdgenos son encontrados en algun sitio del cuerpo que normalmente es estéril, como el

liquido cerebroespinal o la sangre (Emori y Gaynes, 1993).

Se ha descrito que mas del 70% de las bacterias causantes de infecciones nosocomiales son
resistentes a uno o mas de los antibioticos comunmente usados en su tratamiento. Estos
microorganismos son causantes de un incremento en los costos de cuidados médicos y de
estadia en el hospital (Muto et al., 2003) y ademas pueden ser transmitidos por los
pacientes al personal de atencion de salud, a los visitantes y a la comunidad después del alta
hospitalaria, existiendo la posibilidad de causar graves enfermedades en la comunidad.
(OMS, 2003).

La incidencia de las infecciones nosocomiales es altisima en gran parte de los paises en
desarrollo, debido a la falta de supervision, a las escasas practicas preventivas de
infecciones y a la alta densidad poblacional que existe en algunos de los hospitales (Tietjen
et al., 2003a). Algunos estudios han indicado que las infecciones nosocomiales ocurren en
un 5% a 10% de todas las hospitalizaciones en Europa y Norteamérica, y en mas de un 40%
de las hospitalizaciones en diferentes partes de Asia, Latinoamérica y Sudéafrica (Raka et
al., 2006). A su vez, una encuesta de prevalencia realizada en 55 hospitales de 14 paises
diferentes, mostré6 que un promedio de 8,7% de los pacientes hospitalizados presentan
infecciones nosocomiales (OMS, 2003).

2.2.- AGENTES BACTERIANOS NOSOCOMIALES Y CUADROS CLINICOS.

Las bacterias causantes de infecciones nosocomiales han sufrido grandes cambios a lo largo
del tiempo y en un inicio, los patogenos predominantes detectados fueron principalmente
Gram positivos. Luego, con la introduccién de los antibioticos se produjo una disminucion
de estas infecciones, pasando a ser producidas mayoritariamente por bacterias Gram

negativas (Alpuche y Daza, 2002). Sin embargo, en algunos paises los patdgenos Gram



positivos predominan por sobre el 60% mientras que los Gram negativos no alcanzan el
30% (Morfin et al., 2002).

Los agentes bacterianos, descritos como nosocomiales, mas abundantes -tanto en medicina
humana como en medicina veterinaria- son los siguientes: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.; Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis y otros enterococos: Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Serratia

marcescens y Proteus spp. (OPS, 2005) (Cuadro 1)

Todas las bacterias mencionadas tienen cuadros clinicos descritos: neumonias asociadas a
ventilacion mecéanica, infecciones sanguineas asociadas a catéteres intravenosos e
infecciones del tracto urinario asociado a sondas urinarias (Rosenthal et al., 2006). Ademas
de éstas, se ha determinado que las infecciones de sitios intervenidos quirdrgicamente
también son una importante causa de infeccién nosocomial, y tienen una alta frecuencia en
los hospitales humanos (Tietjen et al., 2003b). En el caso de la medicina veterinaria las
publicaciones son escasas, pero los estudios revelan resultados similares a los de medicina
humana, mencionando a las infecciones del tracto urinario e infecciones de heridas

quirargicas como las méas importantes (Ogeer-Gyles et al., 2006).

En general, las bacterias nosocomiales son consideradas microorganismos multiresistentes,
es decir son resistentes a dos o mas antimicrobianos. Se describe gran cantidad de
organismos multiresistentes que tienen importancia epidemioldgica. Entre ellos destacan:
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) y enterococos resistentes a
vancomicina (ERV), aunque su nombre sugiere resistencia s6lo a un antimicrobiano, éstos
ademas poseen resistencia a otros antimicrobianos, por lo que su hallazgo 6 deteccion debe

ser una preocupacion constante en hospitales y clinicas (CDC, 2008).



Cuadro 1.- Infecciones descritas segun bacteria nosocomial.

Especie bacteriana

Cuadros clinicos descritos (Referencias)

Staphylococcus aureus

Bacteriemia, infeccidn de heridas quirurgicas, endocarditis, endoftalmitis,
meningitis. (Yamamoto et al., 1988).

Staphylococcus
pseudointermedius

Pioderma, endocarditis, infeccion 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

Infeccion del tracto urinario bajo e infeccion de heridas quirtrgicas
(Nolan et al., 1987; Sanchez et al., 2002).

Klebsiella
pneumoniae

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

Serratia marcescens

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

Citrobacter freundi
Citrobacter diversus
Citrobacter
amalonaticus

Infecciones del tracto respiratorio y urinario, bacteriemia, endocarditis,
infeccion de heridas, peritonitis, meningitis, enteritis, osteomielitis
(Kim et al., 2003).

Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes

Bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio y urinario bajo,
infecciones a la 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, célculos vesicales y/o
renales asociados y bacteriemia (Stickler, 2002).

Acinetobacter baumannii

Neumonias asociadas a ventiladores o maquinas de anestesia,
bacteriemia, infecciones de la piel y tejidos blandos asociados a heridas o
guemaduras, infecciones del tracto urinario bajo, endocarditis, meningitis
y queratitis (Peleg et al., 2008).




Entre otros agentes bacterianos que poseen caracteristicas de multiresistencia se
encuentran: Streptococcus pneumoniae multiresistentes (SPM) que resisten la accion de las
penicillinas y a un gran espectro de agentes antimicrobianos como: macrolidos y
fluroguinolonas; algunos bacilos  Gram-negativos  multiresistentes (BGN-MR)
especialmente los productores de betalactamasas de espectro extendido (BLSEE) (Jacoby y
Munoz-Price, 2005), y por ultimo Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina
(SARV) que han desarrollado gran preocupacion en la practica médica (Pascual et al.,
2001), pues la vancomicina es un antimicrobiano de resguardo para el tratamiento de
Staphylococcus aureus (CDC, 2008).

Asi, entre las bacterias con mayor importancia clinico-epidemioldgica se encuentran los
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) y algunos Enterococcus resistentes
a vancomicina (ERV), que han generado una gran preocupacion en la préactica medica.
Dentro de los Enterococcus spp., son especialmente importantes los Enterococcus faecalis
y Enterococcus faecium, ambos Gram-positivos (Boerlin et al., 2001). Finalmente, entre las
bacterias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa indiscutiblemente ha desarrollado una

gran importancia, y a su vez, las Enterobacterias le siguen en interés (DHQP, 2001).

2.3.- FACTORES DE RIESGO, FORMAS DE CONTROL Y PREVENCION

Dentro de los recintos hospitalarios las bacterias nosocomiales, pueden ser adquiridas por
los pacientes a través de un mecanismo de transmision cruzada, es decir, desde otros
animales hospitalizados que constantemente liberan microorganismos al medio ambiente.
Otra forma de transmisién es a través de los objetos inanimados como estetoscopios, sondas
de ultrasonido, catéteres urinarios e intravenosos. Sin embargo, la principal fuente de
infeccion nosocomial corresponde a las manos del personal médico, lo que se deberia a la
inadecuada desinfeccion de sus manos entre la manipulacion de los distintos pacientes
(OMS, 2003).



Los factores de riesgo que favorecen la adquisicion y diseminacion de este tipo de
patdgenos en el ambiente intrahospitalario son (Hosein et al., 2002):
e Escaso control del movimiento de pacientes y personal entre las salas y hospitales.
e Paciente inmunocomprometido o con enfermedad subyacente grave.
e No adopcidn de practicas de higiene y desinfeccion por parte del personal.
e Admision de pacientes bajo tratamiento antibiotico inadecuado para un patogeno de
la comunidad altamente resistente.
e Inadecuada toma y procesamiento de muestras para identificar el patégeno causal de
un brote, a su vez procedimientos invasivos.
e Instauracion de tratamiento antimicrobiano incorrecto en términos de molécula
terapéutica, dosis, ritmo horario, via de administracion y patégeno objetivo.
e Uso inadecuado de biocidas considerando lugar de aplicacion, concentracion,
tiempo e interaccion con otros agentes.
e Omision de medidas minimas de desinfecciéon de alto nivel y esterilizacion en el

instrumental médico y quirdrgico.

Considerando que las bacterias nosocomiales son oportunistas, que infectan y causan
complicaciones de procesos patoldgicos ya existentes, deben ser abordadas
estratégicamente. Por lo tanto, es importante que para la prevencion y control de estas
bacterias se tomen las medidas de bioseguridad necesarias. Un paso fundamental es tener
medidas de control rigurosas en cuanto al uso clinico de antimicrobianos y medidas que

prevengan la transmision de patdgenos que ya son resistentes (Alpuche y Daza, 2002).

Sin duda, la prevencion es el factor mas importante para el control de estas infecciones. A
pesar del enorme esfuerzo realizado por el equipo médico y asistencial de los hospitales,
por disminuir la prevalencia de infecciones nosocomiales, se ha visto que éstas siguen
manifestandose en los pacientes hospitalizados y que ademas, pueden afectar al personal
del lugar. Lo anterior se ha reflejado en que gran parte de los profesionales que trabajan en
los hospitales algunas veces actGan como vectores de la enfermedad, diseminando la

infeccion (Saloojee y Steenhoff, 2001).



Las 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 endogenas reduciendo al minimo los procedimientos invasivos y
fomentando el uso apropiado de antimicrobianos y 4) vigilar las infecciones, identificando
los brotes y controlando a los agentes responsables (DHQP, 2001; Ducel et al., 2003).

En general se recomienda al equipo médico y asistencial de los hospitales implementar un
protocolo de limpieza, considerando la frecuencia de aseo, tipos de desinfectantes, practica
de lavado de manos y el uso de técnicas asépticas en el manejo de dispositivos invasivos.
Ademas, se deben establecer barreras de proteccion entre animales, disminuir los tiempos

de hospitalizacion y determinar los posibles vectores de microorganismos (Johnson, 2002).

2.4- RESISTENCIA BACTERIANA

2.4.1.- Desarrollo e importancia de la resistencia en las infecciones nosocomiales.
Historicamente, la resistencia bacteriana a los antimicrobianos se definia como la infeccion
bacteriana persistente, a pesar de la administracion de una dosis adecuada de un
antimicrobiano especifico. Mas tarde, se modifico esta definicion al relacionar la resistencia
con la concentracion del antimicrobiano en el sitio de accion. Asi, la resistencia podria ser

parcial o relativa.

La resistencia bacteriana representa la capacidad de los microorganismos de inhibir la
accion de los antimicrobianos. Actualmente, una bacteria se considera resistente cuando las
concentraciones de un antimicrobiano necesarias para inhibir el crecimiento de ella in vitro,
son mayores que las concentraciones alcanzadas en suero o en tejidos, medidos por la

concentracion inhibitoria minima (CIM) (Sussmann et al., 2003).

La informacion que permite que una bacteria desarrolle un mecanismo de resistencia se
encuentra en su material genético. La aparicion y diseminacion de mecanismos de

resistencia se ve favorecida por la capacidad que poseen las bacterias de modificar su



material genético o de recibir material genético de forma horizontal por parte de otras
bacterias (Alpuche y Daza, 2002, Sussmann et al., 2003).

Es sabido que todo fendmeno de resistencia tiene una base genética, ya sea por mutaciones,
por adquisicion de genes de resistencia que se transfieren entre bacterias 0 por una
combinacion de ambos mecanismos. Los genes de resistencia pueden estar presentes en
bacterias patogenas, comensales o zoondticas, pero la incidencia de estos genes varia
considerablemente entre las especies bacterianas e incluso entre subespecies. Por ejemplo,
las bacterias Gram-positivas, exceptuando a estafilococos y enterococos, a menudo carecen
de la habilidad de adquirir plasmidos que contengan genes de resistencia (plasmidos-R)
(EMEA, 1999).

La presencia de un gen de resistencia no necesariamente conduce al fracaso del tratamiento
(Milatovic y Bravendy, 1987), pues el nivel de expresion puede ser bajo. Asi, la produccion
de B-lactamasa por parte de una bacteria es conocida, pero el desarrollo de resistencia es
dependiente del modo vy el nivel de expresion del gen responsable (Livermore, 1987; Lui et
al., 1992).

El uso masificado de antimicrobianos, irracional y sin justificacion, permite que poco
tiempo después de su utilizacion, surjan cepas resistentes de varias especies bacterianas
(Poole, 2005; Cabrera et al., 2007). Segun Johnson (2002), los organismos nosocomiales en
hospitales humanos y el patrobn de resistencia antimicrobiana dentro de estos
establecimientos cambian cuando el uso de antibioticos especificos es restringido. Es por
esta razon que se ha hecho necesario utilizar los antimicrobianos con un criterio mayor, que
englobe tanto la experiencia médico/profesional, como el marco tedrico en cada alternativa
terapéutica. En la actualidad, moléculas tan novedosas como el moxifloxacino, las
cefalosporinas de espectro extendido, los derivados carbapenemicos y monobactamicos, se
muestran inefectivos al momento de tratar infecciones bacterianas, especialmente las
nosocomiales (DHQP, 2001).
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Los microorganismos resistentes a cierto antimicrobiano pueden también adquirir
resistencia a otros antimicrobianos que comparten un mecanismo de accién. Tales
relaciones, conocidas como resistencia cruzada, ocurren frente a agentes que estan
estrechamente relacionados en su férmula quimica, como por ejemplo neomicina-
kanamicina. También puede existir resistencia cruzada entre quimicos no relacionados
(como eritromicina-lincomicina). La resistencia cruzada, junto a la posibilidad de
adquisicion de material genético que confiera resistencia a mas de un tipo de
antimicrobiano, posibilita la aparicion de bacterias multiresistentes, frente a las cuales se

reduce la cantidad de antimicrobianos efectivos (Borneman, 2002).

La resistencia multiple a antimicrobianos ha sido demostrada en bacterias nosocomiales en
hospitales veterinarios y es mas frecuente en pacientes que han sido tratados previamente

con dichos antibidticos (Johnson, 2002).

En hospitales, donde el uso de antimicrobianos es comun, bacterias con resistencia a los
antibidticos tienen una ventaja selectiva en comparacion a otras poblaciones bacterianas. Es
la amplia aplicacion de antimicrobianos en la practica de la medicina veterinaria, el uso de
antibidticos en agricultura (antibi6ticos como avoparcina o tetraciclina) y el uso de
antisépticos y desinfectantes, los que provocarian esta presion selectiva en las bacterias
(Johnson, 2002).

El desarrollo de resistencia bacteriana esta basado, principalmente, en la prevalencia de
genes de resistencia en las poblaciones bacterianas y en el mal uso de los antimicrobianos,
que generan una presion selectiva sobre las bacterias con fenotipos de resistencia. Es decir,
los medicamentos antimicrobianos no generan resistencia, pero si favorecen la
supervivencia de microorganismos resistentes, por un proceso de seleccion natural (OMS,
2003).

Generalmente, este fendmeno ocurre en paises en desarrollo, en donde no sélo se utilizan
mal los antimicrobianos sino que con frecuencia se emplean de modo insuficiente a causa

de las limitaciones financieras (OMS, 2003).
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Los fendmenos de resistencia bacteriana no sélo amenazan el éxito de nuevos tratamientos
antibioticos y la efectividad de las medidas 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, desde bacterias potencialmente peligrosas, a través de

alimentos y por contacto directo (Duquette y Nuttall, 2004).

2.4.2.- Mecanismos de transferencia de informacion genética entre bacterias.

En general, existen dos formas diferentes de adquirir resistencia, la intrinseca (vertical) y la
adquirida. La resistencia intrinseca a un antimicrobiano en algunas especies es de caracter
natural, ya sea porque carecen de los mecanismos celulares en los cuales el farmaco ejerce
su accion o porque la pared celular bacteriana es impermeable a esa droga (Ayats, 2003;
Errecalde, 2004).

La resistencia adquirida, por otra parte, se puede originar mediante mutacion o por la
transferencia de material genético que codifique resistencia a un determinado
antimicrobiano. Las mutaciones pueden ser transferidas verticalmente a las células hijas,
mientras que la transferencia horizontal, que permite la transferencia de material genético
entre bacterias de la misma especie o de especies distintas, se da a través de los
mecanismos de conjugacion, transduccién y transformacién. Dentro de éstos, la
conjugacion es la forma de transferencia mas comun, y consiste en el traspaso de material

genético gracias a la presencia de pilis sexuales (Ayats, 2003; Errecalde, 2004).

La conjugaciéon es un sistema de transferencia fundamental para los procariontes, que
permite el traspaso 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 traves

del cual se transfiere ADN de hebra simple sélo o un complejo nucleoprotéico (relaxoma).
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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 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 acido lipoteicoico del receptor gracias a que
forma una pelicula en la superficie del donante. En el proceso se pueden transferir una serie
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 elementos movilizables so6lo codifican los genes del relaxoma y no los
correspondientes al poro conjugativo (transferoma), en consecuencia, deben movilizarse
junto a otros elementos conjugativos en un mismo evento, aprovechando el puente

intercelular generado por éstos (Salyers et al., 1995).

Los transposones conjugativos son elementos auto-transferibles incorporados en el genoma
con caracteristicas Unicas en sus mecanismos de escision e integracion, esenciales para la
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 (Salyers et al., 1995).

Los integrones son unidades genéticas mdviles que poseen en sus extremos secuencias
altamente conservadas gque abrazan una regién variable en la que se insertan “cassettes”
génicos. En el extremo 5 se encuentra codificada la ADN integrasa, enzima responsable de
la integracion sitio-especifica de este elemento en el ADN bacteriano, determinando segun
sus caracteristicas cuatro clases de integrones (I-1V). En el extremo 3" se encuentra
codificado el gen gacE o su variante defectuosa qacEA1. Estos elementos son capaces de
incorporar varias unidades génicas e inducir su expresion conjunta a modo de unidad

transcripcional (operdn). Esto ultimo determina que el elemento posea distintas longitudes
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y codifique distintos fenotipos, segun el nimero y naturaleza de los genes insertados
(Stokes y Hall, 1989).

2.4.3.- Mecanismo de resistencia en contra de los antimicrobianos.

En relacién a los mecanismos de resistencia, desde el punto de vista molecular y
bioquimico, se han descrito a lo menos cuatro (Sussmann et al., 2004; Jenkinson, 1996),
pudiendo una cepa bacteriana utilizar uno, varios combinados o todos. Estos mecanismos

son:

A) Inactivacion de la droga: este mecanismo de resistencia consiste en la produccion de
enzimas que destruyen el antimicrobiano mediante hidrolisis, como por ejemplo las B-
lactamasas producidas por una gran variedad de bacterias Gram-negativas y algunas Gram-
positivas como estafilococos y estreptococos. Por otro lado, algunas bacterias tienen la
capacidad de producir enzimas que modifican la estructura de los antimicrobianos, como es
el caso de las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos, las que se han detectado en

bacilos Gram-negativos del grupo de las enterobacterias.

B) Alteracion del sitio blanco del antimicrobiano: este mecanismo consiste en la
modificacion del sitio de accion del farmaco, de manera tal que ya no es significativamente
afectada por la droga (Ej.: proteinas fijadoras de penicilina [PBPs]), o bien,
alternativamente, la produccién de dicha molécula puede estar amplificada a niveles tales

que la dosis es insuficiente.

C) Eflujo activo de la droga: es un tipo especial de exclusion, en el que la molécula que
inicialmente ingresa a la célula bacteriana, a través de la membrana celular, es transportada
de vuelta al medio extracelular, evitando asi que la molécula alcance su sitio de accion.
Este mecanismo ha sido descrito como el responsable de la resistencia a tetraciclina entre

bacilos Gram-negativos y también en cocos Gram-positivos del género Staphylococcus.
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D) Disminucién de la entrada del fArmaco a la bacteria: la célula bacteriana puede
impedir que un antimicrobiano alcance una concentracion adecuada en el sitio de accion,
evitando su entrada al medio intracelular, a través de tres mecanismos:

1) Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los microorganismos
Gram-negativos, que poseen una membrana externa que constituye una barrera
intrinseca para la penetracion de algunas drogas antimicrobianas.

2) Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la bacteria
consiste en una modificacion energética que compromete el transportador anionico,
que lleva al antimicrobiano hacia el interior de la célula. La presencia de capa
lipidica en la membrana actia como un mecanismo de resistencia para
medicamentos hidrofobicos.

3) Porinas: son canales de difusion presentes en la membrana externa de las bacterias
Gram-positivas. De la modificacion por mutacién de estas proteinas se genera una

disminucidn del paso del antimicrobiano.

2.5.- ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianos son productos quimicos naturales, semi sintéticos o sintéticos que
matan o enlentecen el crecimiento de los microorganismos (CDC, 2008). Los antibidticos
(del griego: anti, “contra”; bios, “vida”) son sustancias quimicas producidas por diferentes
especies de microorganismos (como bacterias y hongos) o sintetizados por métodos de
laboratorio, que suprimen el crecimiento de otros microorganismos Yy pueden
eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren marcadamente de sus propiedades
fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y espectro

antimicrobiano (Cordies et al., 1998).

2.5.1.- Mecanismos de accion de los antimicrobianos: Se pueden clasificar basicamente
en 5 tipos (Hosein, 2002):

A.- Inhibicion de la sintesis de la pared celular: la pared celular proporciona, entre otras
cosas, proteccion ante la gran presion osmatica en el interior de la célula, por lo que al ser

inhibida o encontrarse defectuosa, la célula sufrird lisis. Las penicilinas y cefalosporinas
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son antimicrobianos que utilizan este mecanismo, siendo efectivos contra bacterias Gram-
positivas por la alta presion osmotica en el interior de este tipo de bacterias y tener una gran
proporcion de peptidoglicano en la pared celular, a diferencia de las bacterias Gram-
negativas que, ademas de tener baja presion osmotica, poseen estructuras en la pared que

los protegen de estos antimicrobianos.

B.- Alteracion de la membrana celular: las sustancias que alteran esta estructura, como
las polimixinas, modifican la permeabilidad, permitiendo la salida de iones K y

macromoléculas, con el consiguiente efecto litico.

C.- Inhibiciéon de la sintesis proteica: por ejemplo, los aminoglucésidos se unen a

subunidades ribosémicas lo que lleva a una sintesis errénea de proteinas.

D.- Alteracion de la sintesis de acidos nucleicos: producen inhibicion de enzimas que son
necesarias para la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN. Por ejemplo, las
quinolonas y fluoroquinolonas inhiben la enzima girasa, lo que trae como consecuencia la

fragmentacion del ADN bacteriano y la consiguiente muerte celular.

E.- Inhibidores del metabolismo intermediario: como las sulfonamidas, que compiten
con el é&cido p-aminobenzoico, blogueando la sintesis del &cido folico bacteriano,

inhibiendo el crecimiento y reproduccion del germen.

2.6.- LOS B-LACTAMICOS

Bajo esta denominacion se agrupa un numero continuamente creciente de antimicrobianos,
cuyo origen se remonta a 1928, cuando Alexander Fleming descubrié una sustancia capaz
de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus. Forman el grupo de antimicrobianos
mas usados en clinica, entre los cuales destacan las penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes e inhibidores de la beta-lactamasa, entre otros (Mediavilla y Garcia-Lobo,
2004). Dentro de su estructura molecular, tienen en coman el anillo B-lactamico, asociado a

otro anillo tiazolidinico, formando el acido 6-aminopenicilanico responsable de la actividad

16


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_f%C3%B3lico
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

bioldgica. A él se le asocia una cadena lateral que otorga las caracteristicas antimicrobianas
y farmacocinéticas a los diferentes derivados antimicrobianos (Mediavilla y Garcia-Lobo,
2004).

La accion de los B-lactamicos se desarrolla mediante la inhibicion de la sintesis de la pared
bacteriana, actian en la etapa final de la formacion de peptidoglicano, llamada
“transpeptidacion”. Los P-lactdmicos son andlogos de un aminoacido precursor de la
barrera de peptidoglicano, la D-alanil-D-alanina, por lo tanto compiten por el sitio activo de
una enzima llamada “Proteina Ligadora de Penicilina” (PLP), la cual actia en el
entrecruzamiento del peptidoglicano. Entonces los B-lactdmicos se unen covalentemente al
sitio activo de las PLP, lo que produce la inactivacion irreversible de la enzima, deteniendo
la formacion de peptidoglicano y produciendo la lisis osmotica de la célula bacteriana
(Mediavilla y Garcia-Lobo, 2004).

La introduccion de un grupo dimetoxifenil a la cadena lateral de las penicilinas dio origen a
la meticilina, que es resistente a la inactivacion enzimatica producida por las beta-
lactamasas de Staphylococcus aureus. Al agregar un grupo amino a la cadena lateral de las
bencilpenicilinas, se crearon las aminopenicilinas, a razon de ampliar el espectro de accion
de las penicilinas. La ampicilina, que pertenece a este grupo, es efectiva en contra de
bacterias Gram-negativas como Escherichia coli y Haemophilus influenzae (Mediavilla y
Garcia-Lobo, 2004).

2.6.1.- Resistencia de las bacterias a los p-lactamicos meticilina y ampicilina

El mecanismo mas importante de resistencia a B-lactamicos es la produccion de f-
lactamasas, que consisten en enzimas que hidrolizan el anillo B-lactamico de estos
antimicrobianos y los convierten en compuestos biol6gicamente inactivos. Son producidas
por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Mediavilla y Garcia-Lobo, 2004) y en la
actualidad se conoce una gran variedad de p-lactamasas que se dividen en cuatro clases
moleculares: 1) clase A, representada por p-lactamasas de tipo TEM; 2) clase B,
representada por metaloenzimas poco frecuentes; 3) clase C, representadas por
cefalosporinasas de enterobacterias, y 4) clase D, representada por las cloxacilinasas.
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El gen blatgm codifica las B-lactamasas mas importantes en cuanto al desarrollo de
resistencia a p-lactdmicos. El término TEM fue nombrado gracias a Temoniera, paciente
desde donde fue aislada la primera bacteria con caracteristicas de resistencia a B-lactamicos
(Mediavilla y Garcia-Lobo, 2004).

El caso mas caracteristico de resistencia por alteracion de los sitios de accion, es la
resistencia a meticilina en S.aureus. La meticilina se une con gran afinidad a la PBP 2 de
S.aureus produciendo la lisis de la bacteria. Son frecuentes los aislamientos de cepas de
S.aureus resistentes a meticilina que, ademéas de su PBP2 normal, presentan una PBP2a,
que tiene muy baja afinidad por meticilina, siendo resistentes a este antimicrobiano
(Mediavilla y Garcia-Lobo, 2004). Esta PBP2a puede desarrollar todas las funciones
celulares requeridas pero no permite la union de los B-lactdmicos. Por lo tanto los aislados
de S. aureus meticilino resistentes (SAMR), son resistentes a todos los B-lactdmicos y
frecuentemente resistentes a otras clases de antimicrobianos. La PBP2a esta codificada por
el gen mecA gue se encuentra en un elemento genético maévil y largo denominado cassette

cromosomal de staphylococcus mec (CCS mec) (Weese, 2005).

2.7. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA
Como se ha mencionado anteriormente, la utilizacién de antimicrobianos trae implicito el
riesgo de inducir resistencia en las bacterias expuestas, por lo que se hace necesario tomar
las medidas pertinentes para disminuir la aparicion de este fendmeno. Sin embargo, para
que estas medidas sean eficientes, son necesarios estudios previos en lo que se refiere al
tipo y cantidad de antimicrobianos utilizados. Ademas, se debe conocer los niveles de
resistencia bacteriana frente a farmacos especificos, caracterizando a las bacterias y sus
genes de resistencia, lo que se traduciria en el desarrollo de un sistema de vigilancia
constante (OMS, 2003).

Una de las organizaciones internacionales que mas se ha esmerado en difundir el uso
adecuado de los antimicrobianos ha sido la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En el

afio 1997, realiz6 un informe entregando una serie de recomendaciones que deberian
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cumplir los paises para controlar el fenébmeno de la resistencia bacteriana en medicina
veterinaria (OMS, 2003).

En enero de 1999, la Organizacion Panamericana de Salud (OPS) elabord 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 diagndsticos estandarizados por laboratorios de referencia nacionales e
internacionales (OPS, 1999).

El proyecto de la OMS para el 2005 incorporé la vigilancia de varias especies de interés
médico de las cuales podemos mencionar Campylobacter spp.; E. coli uropatogena,
Salmonella spp.; Shigella spp.; Vibrio cholerae O1 y 0139 (enterobacterias), Neisseria
meningiditis, N. gonorrhoeae, Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae, mas
los s-hemoliticos (patdgenos adquiridos en la comunidad); junto a S.aureus, P. aeruginosa,
Acinetobacter spp.; E. faecium, E.faecalis y otros enterococcos, E. cloacae, K pneumoniae,

S. marcescens y Proteus spp. (Patdgenos nosocomiales) (OPS, 2005).

2.7.1. Técnicas de genética molecular
El estudio y seguimiento de estos genes gque otorgan resistencia se ha realizado gracias a la
implementacién de técnicas de genética molecular. Estas técnicas permiten detectar zonas

de interés en el genoma del microorganismo.

Los métodos de analisis de acidos nucleicos han atraido la atencién del mundo cientifico en
forma creciente en los Gltimos afios y cada dia se usan mas en los laboratorios como
pruebas de diagnostico rutinario. Dentro de las ventajas de estas técnicas estan: no
necesitan largos procesos de aislamiento bacteriano, son capaces de detectar organismos no

viables, e incluso encuentran alteraciones del material genético (Wolcott, 1992).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), consiste en la sintesis in vitro de una

secuencia blanco de ADN de manera repetitiva, gracias al uso de partidores (secuencia de
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nucleotidos altamente especifica) que reconocen pequefias secuencias complementarias que
flanquean el segmento del genoma a amplificar. Esto se logro mediante el uso de la Taq
polimerasa, enzima de la bacteria Thermophilus aquaticus que es capaz de incorporar
nucleotidos libres al extremo 3 del partidor, generando copias de la secuencia blanco de
manera exponencial, en intervalos cortos de tiempo y a temperaturas elevadas. Se

caracteriza por su termoestabilidad, alta procesividad y fidelidad (Mullis y Faloona, 1987).

La técnica de PCR consiste en la repeticién consecutiva de 3 pasos basicos, que en conjunto
conforman un ciclo. Primero, el ADN blanco se denatura, generandose dos hebras simples.
Este proceso se lleva a cabo a temperaturas que varian entre los 90 y 96°C. EIl segundo paso
es la hibridacion o “annealing” en el cual los partidores, se unen a ésta. La temperatura de
esta etapa es especifica de cada partidor. La tercera y Ultima etapa es la sintesis del ADN
gracias a la accion de una polimerasa termoestable, la cual comenzando desde los
partidores, “lee” la hebra blanco, y va uniendo nucledtidos que formaran la hebra
complementaria a ésta. El resultado son dos hebras dobles de ADN, conformadas por la
hebra original, y la nueva hebra formada, las cuales seran la hebra blanco o molde del ciclo

siguiente. Este proceso se repite entre 20 y 40 veces (Wolcott, 1992; Powledge, 2004).

Al finalizar la serie de ciclos se han generado millones de copias de una zona del ADN
original, las cuales son visualizadas como bandas al realizar una electroforesis, en la que el
ADN se separa de acuerdo a su peso molecular y su carga eléctrica negativa. Las moléculas
de ADN son depositadas en un gel de poliacrilamida o agarosa inmerso en una solucién
buffer, que es sometido a un campo eléctrico. La concentracion 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 es el tamafio de los productos de la reaccion, mas
concentrado debe utilizarse el gel, de esta forma, para PCR diagnostico generalmente se
utilizan concentraciones de agarosa al 2% (Danchin y Yuen, 2002; Pennington, 2002;
Powledge, 2004).

La contaminacion de la muestra con ADN externo, es un problema importante al realizar la

prueba de PCR, ya que lleva a la amplificacion de material genético inespecifico que es
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irrelevante para la prueba. Por esto, en los laboratorios donde se practica esta metodologia
diagndstica deben tomarse medidas precautorias para evitar el ingreso de moléculas de
ADN contaminantes, especialmente moléculas que provengan de experiencias anteriores a

la que se estéa realizando (Wolcott, 1992; Powledge, 2004).

La deteccion de los genes de resistencia a antimicrobianos en cepas endémicas permite
establecer su relacion con elementos genéticos moviles y la relevancia epidemiologica que
este fendbmeno posee, considerando los mecanismos de recombinacidn genética que existen
(Salyers et al., 1995). En la actualidad, diversos investigadores han realizado seguimientos
de los genes de resistencia a antimicrobianos, determinando que los genes blatgm Y mecA
poseen gran relevancia epidemioldgica y son detectados con mayor frecuencia en cepas con
caracteristicas fenotipicas de resistencia (Tenover et al., 1994; Wichelhaus et al., 1999;
Mediavilla y Garcia-Lobo, 2004)

En Chile, no existen aln investigaciones orientadas a detectar este tipo de genes en
medicina veterinaria, y los estudios realizados por el Instituto de Salud Publica (ISP) y
otras entidades exponen un incremento de resistencia en antimicrobianos mediante técnicas

de microbiologia clasica (Pinto, 2002).

En vista del riesgo latente que trae consigo la transmisién de bacterias entre humanos y
animales, el aumento de la resistencia bacteriana, la ausencia de programas permanentes de
vigilancia y el elevado uso que se hace de los antimicrobianos en Chile, es que este estudio
buscé detectar los genes que han sido descritos con mayor frecuencia en medicina humana
y que otorgan resistencia a los antimicrobianos previamente descritos, utilizando la técnica
de PCR para realizar una primera aproximacion a la realidad de la medicina veterinaria en

nuestro pais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar dos genes de resistencia a B-lactamicos en bacterias nosocomiales mediante

técnicas de diagnostico molecular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar el gen que otorga resistencia a ampicilina (blargm), en bacterias Gram-

negativas y Gram-positivas.

e Detectar el gen que otorga resistencia a meticilina (mecA), en bacterias Gram-

positivas.
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4.- MATERIAL Y METODOS.

Esta investigacion se realizo en el contexto del proyecto FIV 4602016: “Deteccion de genes
de resistencia a antibidticos y biocidas en bacterias nosocomiales aisladas en el Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad de Chile”, desarrollado 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.

4.1 Disefio experimental

Desde diferentes dependencias (salas de hospitalizacion, consultas, pabellones quirdrgicos
y salas de rayos X) de los hospitales clinicos veterinarios de la Universidad de Chile, se
tomaron 380 muestras desde diferentes superficies (jaulas, mesones de trabajo, muebles,
maquinas de anestesia y de toma de radiografias).

La recoleccion de muestras se realizd mediante torulados estériles, que se trasladaron
inmediatamente al laboratorio para su procesamiento, segun metodologia de microbiologia
clasica, que brevemente se describe a continuacion: cultivo y aislamiento bacteriano por
diseminacion o agotamiento, mediante el método del reloj, en medios de cultivos especiales
para dichos fines. Posterior a la incubacién de las placas sembradas se procedio al estudio
morfoldgico y microscépico de las colonias, el cual permitid conocer el tipo de bacteria
desarrollada, (cocaceas o bacilos, Gram positivos o negativos), lo que indico si la colonia
era de interés para el estudio. De ser asi, se sembr6 en un medio de cultivo especial, para
asegurar un desarrollo completamente puro de esa cepa. Luego, se replicd en agar
semitendido (cepario) y posteriormente se mantuvo en refrigeracion hasta la identificacion
de la cepa bacteriana, utilizando un kit diagnostico comercial (BBL Crystal®). La
determinacion de susceptibilidad antimicrobiana, se realiz6 mediante el método de
difusion en placa de Kirby Bauer, segun las normas del “National Committee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS, 1997), empleando: Ampicilina (A), Amoxicilina+éacido
clavulanico (Amc), Oxacilina (Ox), Sulperazona (Sul), Gentamicina (G), Vancomicina (V),
Tetraciclina (T), Doxiciclina (D), Enrofloxacino (Enr), Ciprofloxacino (Cip) y
Sulfa/trimetoprin (Stx).
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4.2 Muestras

Las cepas bacterianas de interés para este estudio cumplieron los siguientes requerimientos:
ser bacterias descritas como nosocomiales, cocaceas Gram-positivas y bacilos Gram-
negativos, cuyo perfil de susceptibilidad por el método de Kirby Bauer indico sensibilidad,
sensibilidad intermedia y/o resistencia a ampicilina y meticilina, y ademas de ser
multiresistentes (ver 9. ANEXOS). Sesenta y siete cepas bacterianas fueron consideradas
como nosocomiales: Gram-negativas (n=28) y Gram-positivas (n=39) y fueron obtenidas
desde los hospitales veterinarios de la Universidad de Chile (sedes Bilbao y Facultad) entre
los afios 2007 y 2008.

4.3 Obtencion del ADN bacteriano

La extraccion de ADN bacteriano se realiz6 mediante la utilizacion de un kit comercial para
extraccion y purificacién (Genomic DNA Purification kit, Fermentas®), desde cultivos de
10° UFC/ml, concentracién obtenida con un refractémetro de McFarlane. Brevemente, a
200 uL de cultivo bacteriano, se agregaron 400 uL de solucién de lisis, se incubo por cinco
minutos a 65° C, homogenizando manualmente cada 1,5 minutos. Inmediatamente, se
agregaron 600 pL de cloroformo mezclando suavemente e invirtiendo cinco veces. Luego

se centrifug6 a 10.000 rpm durante dos minutos (Heraus Sepatech Biofuge®).

Al finalizar la centrifugacion, se colectd la fase superior en un tubo Eppendorf y se
agregaron 800 pL de solucion de precipitacion, se mezclé suavemente y se centrifugd a
10.000 rpm durante dos minutos. El pellet obtenido se resuspendio por adicion de 100 uL
de solucion 1,2 M de cloruro de sodio. A esta mezcla, se le agregd 300 pL de etanol frio y
se mantuvo a -20° C por diez minutos. Luego, se centrifugé a 10.000 rpm por cuatro
minutos, se elimino el sobrenadante y se resuspendid en 100 puL de agua libre de nucleasas
(Winkler®). Finalmente, este ADN se usé inmediatamente para realizar la prueba de PCR 0

bien, se almacend a 4° C por no mas de un mes.

24



4.4 Deteccion de genes mediante la técnica de PCR
Para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa se utilizé un termociclador Apollo
(CLP, USA) de 96 pocillos de 0,2 ml y un protocolo que incluy6 las temperaturas, el

tiempo estimado para cada etapa y el nimero de ciclos aplicables, segun el gen a detectar.

4.4.1 Partidores
e Gen mecA Se amplificaron segmentos de tamafio conocido de 533 pares de bases
(Wichelhaus et al., 1999):

5’- AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C -3
5- AGT TCT GCAGTACCGGATTTGC -3

e Gen blatgy : Se amplificaron segmentos de tamafio conocido de 526 pares de bases
(Tenover et al., 1994).

5-TGG GTG CACGAG TGG GTT AC -3’
5-TTATCCGCC TCCATCCAGTC-¥

4.4.2 Mezcla de la reaccion para realizar la prueba de PCR.

Se utilizé6 un kit 2X PCR Master Mix (Fermentas®), que contiene la polimerasa
termoestable, los desoxinucle6tidos trifosfatos (ANTPS), el buffer de reaccién y MgCl,. En
un tubo Eppendorf de 0,2 mL se adicion6 12,5 uL del Master Mix, 5 uL de cada uno de los
partidores y 5 uL de la muestra de ADN, obteniendo un volumen total de 27,5 uL. Se
procedid a su homogenizacién utilizando un vortex para asegurar la mezcla de los

reactivos.
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4.4.3 Amplificacion del ADN
La amplificacion de ADN se realiz6 segun los siguientes protocolos:

e Gen mecA: 30 ciclos (94° C por un minuto, 57° C por un minuto y 72° C por dos
minutos. Extension final a 72° C por cinco minutos). El tamafio de banda esperado fue
de 533 pares de bases (Wichelhaus et al., 1999).

e Gen blargm: 30 ciclos (94° C por dos minutos, 57° C por un minuto y 72° C por dos
minutos. Extension final a 72° C por diez minutos). El tamafio de banda esperado fue de

526 pares de bases (Tenover et al., 1994).

4.5 Visualizacion de los productos amplificados

Se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Winkler®) en buffer Tris
acetato EDTA (TAE) (Fermentas ®). El producto de PCR se mezcld con 1 pL 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 verificar el progreso de la
migracion de las bandas de ADN. Una alicuota de 6 uL. de esta mezcla se depositd en el
pocillo respectivo del gel. La electroforesis se llevo a cabo a 90 V aproximadamente por
noventa minutos. Como marcador de tamafio molecular se utilizé un estandar que contiene
fragmentos de ADN entre 100 y 1000 pb DNA ladder (Fermentas ®). Luego de la
electroforesis, el gel se someti6 a inmersion en bromuro de etidio (0,5 pg/mL) (Fermelo ®)
y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta (Transiluminator
UVP ®), y fotografiado con pelicula Polaroid ®. Como control de reaccién PCR negativo
se utilizé agua destilada y las muestras positivas se enviaran a secuenciar para la obtencion

de controles positivos.
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5.- RESULTADOS

5.1.- DETECCION DEL GEN QUE OTORGA RESISTENCIA A AMPICILINA
(blatem), EN BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS Y GRAM-POSITIVAS,
MEDIANTE LA TECNICA DE PCR CONVENCIONAL.

5.1.1 Bacterias Gram-negativas. El gen blatgm fue detectado en 2/14 de las cepas
sensibles, en 1/2 de las cepas con sensibilidad intermedia y en 8/11 de las cepas resistentes

a ampicilina, determinado mediante el método de Kirby —Bauer, como se muestra en la

Figura 1y en el Cuadro 2.

Figura 1.
Gel de Agarosa al 2%. Amplicones de
526 pb (blatem)

Carril 1: Muestra 26

Carril 2: Muestra 11

Carril 3: Muestra 13

Carril 4: Muestra 1

Carril 5: Muestra 62

Carril 6: Muestra 59

Carril 7: Muestra 67

Carril 8: Control negativo

Carril 9: Marcador de Tamafio
Molecular (100-1000 pb)

Cuadro 2.
Cepas bacterianas Gram-negativas ordenadas segun aislado, especie y sensibilidad, donde
se encuentra presente el gen blatgm.

# Especie A blatem # Especie A blatem
26 | P.agglomerans S + 6 | E.cloacae R +
27 | Ps. Aeruginosa S + 16 | E.cloacae R +
11| E.coli SI + 7| E.coli R +
13 | A. baumanni R + 8| E.coli R +
1| E.cloacae R + 10 | E.coli R +
22 | E.coli R +

A: ampicilina; S: sensible; SI: sensibilidad intermedia; R: resistente;
(+): Presencia del gen
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5.1.2 Bacterias Gram positivas, El gen blargm fue detectado en 4/14 de las cepas
sensibles, 4/5 de las cepas con sensibilidad intermedia y en 16/20 de las cepas resistentes a

ampicilina, determinado mediante el método de Kirby —Bauer (Figura 1 y Cuadro 3).

Figura 1.

Gel de Agarosa al 2%. Amplicones de
526 pb (blaTEm)

Carril 1: Muestra 26

Carril 2: Muestra 11

Carril 3: Muestra 13

Carril 4: Muestra 1

Carril 5: Muestra 62

Carril 6: Muestra 59

Carril 7: Muestra 67

Carril 8: Control negativo

Carril 9: Marcador de Tamafio
Molecular (100-1000 pb)

Cuadro 3
Presencia del gen blategwm en bacterias Gram-positivas seguin especie bacteriana y
susceptibilidad antimicrobiana frente a Ampicilina.

# Especie A blatem # Especie A | blamem
58 | E. faecium S + 35 | E. faecium R +
62 E. faecalis S + 36 | E. faecium R +
63 | E.durans S + 37 | E. faecium R +
64 | E. durans S + 38 | E. faecium R +
48 | E. faecium SI + 49 | E. faecium R +
53 E. faecium SI + 50 | E. faecium R +
59 E. faecium SI + 51 | E. faecium R +
43 | S. kloosi SI + 52 | E. faecium R +
29 | E. faecium R + 57 | E. faecium R +
30 | E.faecium R + 67 | S. kloosi R +
32 | E.faecium R + 45 | St. Porcinus R +
33 | E.faecium R + 46 | M. sendentarius R +

A: ampicilina; S: sensible; Sl: sensibilidad intermedia;
R: resistente; (+): Presencia del gen
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5.2.- DETECCION DEL GEN QUE OTORGA RESISTENCIA A METICILINA
(mecA), EN BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, MEDIANTE LA TECNICA DE
PCR CONVENCIONAL.

El gen mecA fue detectado en 3/32 de las cepas resistentes (Figura 2) y no se detecto en las
2 cepas con sensibilidad intermedia ni en las 5 cepas sensibles a oxacilina, determinado

mediante el método de Kirby —Bauer (Cuadro 4).

Figura 2 : Gel de Agarosa al 2%, amplicones
de mecA: 533 pb

(007 S B Nl S _ _
E Carril 1: Control negativo

Carril 2: Muestra 59

Carril 3: Control negativo

Carril 4: Muestra 46

Carril 5: Muestra 26

Carril 6: Muestra 67

Carril 7: Muestra 27

Carril 8: Muestra 28

Carril 9: Marcador de Tamafio Molecular
(100-1000 pb)

Cuadro 4.- Presencia del gen mecA en bacterias Gram-positivas, seglin especie
bacteriana y susceptibilidad antimicrobiana frente a Oxacilina.

# Especie Ox mecA
59 E. faecium R +
46 M. sendentarius R +
67 S. kloosi R +
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6. DISCUSION

Las bacterias nosocomiales han generado gran preocupacion -tanto en la salud publica
como animal- debido a diversas caracteristicas: gran ubicuidad en los recintos hospitalarios,
invasividad en pacientes inmunocomprometidos, alta capacidad para intercambiar vy
adquirir genes que otorgan resistencia y ademas un desarrollo fenotipico de multiresistencia
a diferentes tipos de farmacos, por lo que su tratamiento y control cada dia se hace mas
complicado (OMS, 2003).

El aumento en el nimero de conferencias y publicaciones realizadas por médicos humanos
y veterinarios en el Gltimo tiempo, promoviendo el uso racional de antimicrobianos y
generando conciencia sobre este tema, es un reflejo de la inquietud que generan las
infecciones producidas por bacterias multiresistentes (Saloojee y Steenhoff, 2001). Por esta
razén, se ha hecho necesario utilizar los antimicrobianos con un criterio mayor, que
englobe tanto la experiencia clinica, como el marco tedrico en cada alternativa terapéutica
aplicada, 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).

En Chile, existen estudios en Medicina Humana sobre este tema (Garcia, 2003), a
diferencia de lo que ocurre en Medicina Veterinaria, donde no existen datos publicados
(Pinto, 2002). Por lo tanto es fundamental completar la informacién que tenemos hoy en dia

en el pais y conocer la situacion de los recintos hospitalarios en la Universidad de Chile.

Los datos obtenidos en esta Memoria de Titulo tras someter a los diferentes agentes
infecciosos descritos como nosocomiales, a la deteccion de genes que les otorgan
resistencia a antimicrobianos, concuerdan con los descritos en la literatura consultada
(Tenover et al., 1994; Wichelhaus et al., 1999).
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Asi, tras el cultivo y aislamiento bacteriano, el estudio morfoldgico y microscépico de las
colonias, la identificaciéon de las cepas bacterianas y por ultimo la determinacion de
susceptibilidad antimicrobiana de las muestras obtenidas desde los hospitales Veterinarios
de la Universidad de Chile, se seleccionaron las cepas bacterianas de interés para este
estudio. Observando los resultados, queda en manifiesto y es importante resaltar la alta
frecuencia de bacterias nosocomiales encontradas en el ambiente hospitalario, las cuales
poseen elevados niveles de resistencia para la mayoria de los antimicrobianos estudiados.
Esto refleja que nuestro pais no esta ajeno a la problematica mundial del aumento de
resistencia bacteriana, en donde las infecciones nosocomiales porcentualmente ocurren en
un 5% a 10% de todas las hospitalizaciones en Europa y Norteamérica, y en mas de un 40%
de las hospitalizaciones en diferentes partes de Asia, Latinoamérica y Sudafrica (Raka et
al., 2006).

Existen muchas formas mediante las cuales las bacterias pueden adquirir genes de
resistencia, aquellos mecanismos que involucran genes de resistencia transmisibles son de
particular importancia, debido fundamentalmente a que éstos pueden diseminarse
rapidamente (Alpuche y Daza, 2002, Sussmann et al., 2003). Se ha visto que méas del 70%
de las bacterias causantes de infecciones nosocomiales son resistentes a uno o mas de los
antibidticos comdnmente usados en su tratamiento. Esto explicaria la gran cantidad de

cepas bacterianas en las cuales podemos encontrar genes de resistencia (Muto et al., 2003).

Considerando la presion de seleccion del ambiente, y que gran parte de estos mecanismos
de resistencia son transmisibles entre bacterias, se hace factible pensar que es previsible un
aumento en la incidencia de bacterias nosocomiales multiresistentes refractarias a
tratamientos (Poole, 2005; Cabrera et al., 2007).

Algunas cepas bacterianas presentan resistencia intrinseca a ciertos antimicrobianos, otras
progresivamente han adquirido resistencia frente a otros (CDC, 2008), como
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (SARV) que ha desarrollado gran
preocupacion en la practica médica, pues la vancomicina es un antimicrobiano de resguardo
para el tratamiento de Staphylococcus aureus y existe la posibilidad que esta bacteria haya

adquirido los genes de resistencia desde Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV).
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Por lo que su hallazgo 6 deteccidn debe ser una preocupacién constante en hospitales y
clinicas (CDC, 2008).

La deteccion del gen blatem en bacterias del género Enterococcus spp como E.faecalis y
E.faecium representa una alta preocupacion si consideramos que son de gran importancia
clinico-epidemioldgica (Boerlin et al., 2001) y ademés tienen la mayor frecuencia de
aislamiento en los recintos hospitalarios de la Universidad de Chile. Adicionalmente, en
E.fecalis la deteccion del gen blatem se realizé en 17 muestras, que significa un 44% de las

cepas Gram-positivas analizadas.

Es de suma importancia relacionar en una cepa bacteriana, la presencia de un gen que
otorga resistencia, detectado mediante la técnica de PCR, con el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana observado mediante el método de Kirby Bauer, ya sea sensible, con

sensibilidad intermedia, y/o con resistencia a un farmaco.

En relacion a lo anterior, el resultado esperado de este andlisis seria detectar un gen de
resistencia, en cepas bacterianas donde se observa resistencia para un determinado farmaco
mediante el método de Kirby Bauer, y de la misma forma, no detectar genes que otorguen
resistencia, en cepas sensibles. Sin embargo, segun los resultados de esta Memoria de
Titulo, se observo que una cepa bacteriana que presenta resistencia frente a un determinado
farmaco mediante el método de Kirby Bauer, puede resultar negativa a la deteccion del gen
de resistencia respectivo, De similar forma, en una cepa sensible o con sensibilidad
intermedia a un farmaco se detectdé la presencia del gen involucrado en resistencia

antimicrobiana.

Este fendbmeno podria ser explicado si consideramos que el desarrollo de resistencia es
dependiente del modo y el nivel de expresion del gen responsable, determinado por las
condiciones ambientales en las cuales se encuentra la determinada cepa bacteriana
(Livermore, 1987; Lui et al., 1992). Ademas, la ausencia de un gen en una cepa bacteriana,
no limita el desarrollo de resistencia frente a un determinado farmaco, ya que los
mecanismos de resistencia son muy numerosos y pueden utilizar uno, varios combinados o
todos (Jenkinson, 1996; Sussmann et al., 2004).
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En relacién al gen mecA, en esta Memoria de Titulo se logrd identificar tres cepas
bacterianas positivas, todas resistentes a oxacilina, farmaco andlogo a la meticilina,
utilizado para determinar susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby -
Bauer. Aunque la incidencia de este gen resulto ser baja en comparacion con el gen blatgm,
su presencia, es preocupante debido principalmente a que el gen mecA se encuentra en un
elemento genético movil y largo denominado cassette cromosomal de Staphylococcus mec
(CCS mec), el cual es adquirido facilmente por cepas bacterianas en el ambiente
hospitalario (Weese, 2005).

Esto sugiere que existe una gran cantidad de bacterias con estos genes de resistencia y a su
vez, destaca la preocupacion e interés que se deberia otorgar a este problema en un futuro
cercano, debido fundamentalmente a la alta probabilidad que estas bacterias actien como
reservorios de genes que otorgan resistencia y puedan emerger paulatinamente como
patdégenos comunitarios y no solamente en los recintos hospitalarios (Duquette y Nuttall,
2004).

Un punto de interés lo constituyen los aislados M. sendentarius (46), E. faecium (59) y S.
kloosi (67) pues poseen tanto el gen blarem como el gen mecA, lo cual posiblemente se
deba a la facilidad que tienen las bacterias para transferir y adquirir genes. A su vez, en el
medioambiente intrahospitalario se establecen poblaciones bacterianas que coexisten bajo
condiciones altamente variables y exigentes, que las exponen a diversas situaciones de
estrés, lo cual como fuerza de presién selectiva, ha sido la mayor causa del surgimiento de

cepas bacterianas altamente resistentes (Vali et al., 2008).

Los resultados obtenidos sugieren que la PCR convencional, es una técnica que presenta
grandes ventajas en la identificacion de los genes en estudio. Es un método rapido, ya que
el proceso de obtencion de ADN, amplificacion del mismo y electroforesis pueden ser
llevados a cabo dentro de 24 horas, lo que disminuye en forma sustancial el tiempo que
toma el realizar un diagnéstico mediante los métodos tradicionales; examen directo de
colonias y cultivo (Wolcott, 1992). La sensibilidad del método es alta, porque permite
detectar bajas concentraciones del ADN que se desea amplificar y tiene una especificidad
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elevada, determinada especialmente por la secuencia de los partidores utilizados y por las
condiciones de la hebra blanco de ADN (Powledge, 2004). Adicionalmente, nuestros
resultados se estdn complementando actualmente con la secuenciacion posterior de los
fragmentos de ADN obtenidos, lo cual permitira la obtencion de controles positivos

nativos.

Por ultimo, es importante que para la prevencion y control de estas bacterias, en los recintos
hospitalarios en la Universidad de Chile, se tomen medidas de bioseguridad necesarias,
donde los pasos fundamentales a seguir deberian ser: tener medidas de control rigurosas en
cuanto al uso clinico de antimicrobianos, desarrollar medidas que prevengan la transmision
de patdgenos que ya son resistentes (Alpuche y Daza, 2002) y finalmente generar un
registro de datos preciso, con la ayuda de procedimientos diagnosticos estandarizados por
laboratorios de referencia nacional e internacional (OPS, 1999) complementada por la
basqueda activa de los genes responsables de la resistencia observada en antibioticos,
antimicrobianos y biocidas en distintas especies, analizando su relacion epidemioldgica,
para asi intentar detener el aumento de cepas bacterianas con caracteristicas de

multiresistencia, buscando resguardar la salud publica y animal.
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7.- CONCLUSIONES

Se logré detectar los genes blatem Y mecA que en bacterias nosocomiales otorgan
resistencia con mayor frecuencia a ampicilina y meticilina, en muestras obtenidas en
hospitales veterinarios de la Universidad de Chile (sedes Bilbao y Facultad) entre los afios
2007 y 2008.

En particular, el gen blargm fue detectado en 11/28 de las cepas Gram-negativas y en 24/39
de las bacterias Gram-positivas. Por su parte, el gen mecA se detecté en 3/39 de las cepas

Gram-positivas.

Finalmente, la secuenciacién de los fragmentos de ADN obtenidos mediante la técnica de

PCR convencional permitira confirmar lo descrito en la literatura existente.
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8.- PROYECCIONES

Es de suma importancia que una vez obtenidos los controles positivos, se siga realizando un
seguimiento dinamico de las especies bacterianas nosocomiales, haciendo énfasis en sus
caracteristicas fenotipicas de multiresistencia, para establecer una retroalimentacion
constante sobre su existencia y la de los fendmenos involucrados en su presentacion, con el
fin de mejorar las protocolos de control de éste tipo de infecciones. Este protocolo debe
incluir la busqueda de los genes responsables de la resistencia observada a los antibidticos,
antimicrobianos y biocidas en distintas especies y analizar su relacién epidemioldgica,

buscando resguardar la salud publica y animal.
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9.- ANEXOS

Cuadro 5.- Bacterias nosocomiales Gram-negativas obtenidas durante el 2007 (N=13), con
su perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

# | Especie A | Amc | Sul G Enr | Cip D| T |Sxt
1 | E.cloacae R R S S S S SI| S

2 | E.cloacae S S S S S S S| S

3 | E.cloacae S| SI S S S S SI | S S
4 | E.cloacae S S S S S S S| S

5 | E.cloacae S S S S S S SI| S| SI
6 | E.cloacae R | SI S S S S S |SI| SI
7 | E.coli R Sl S R R R R
8 | E.coli R Sl R R R R R R
9 | E.coli S S S S S S |SI| S| R
10 | E.coli R R S R R R R R| R
11 | E.coli Sl Sl S S S S S SI| R
12 | Ps.aeruginosa R S S R S R R| R
13 | A.baumanni S S S S S S

A: ampicilina; Amc: amoxicilina+acido clavulanico; Sul: sulperazona; G: gentamicina;
Enr: enrofloxacino; Cip: ciprofloxacino; D: doxiciclina; T: tetraciclina; Sxt: sulfa+trimetoprin.
R: resistente; SI: sensibilidad intermedia; S: sensible
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Cuadro 6.- Bacterias nosocomiales Gram-negativas obtenidas durante el 2008 (N=15) y su
perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

# | Especie Al Ox | G Enr | Cip D T Sxt
14 | E.cloacae R| R R R R S Sl R
15 | E.cloacae R| R R R R Sl S S
16 | E.cloacae R| R R Sl R R Sl R
17 | E.cloacae S| R S S S S S S
18 | E.cloacae S| R S S S S S R
19 | E.cloacae S| R S S S S S Sl
20 | E.cloacae SI| R S S S S S S
21 | E.coli S| R S S S S S Sl
22 | E.coli R| R R R R R R
23 | E.coli R| R R R R S S
24 | E.coli S| R S S S S S Sl
25 | E.coli S| R S S S S S S
26 | P.agglomerans | S | R S S S S S
27 | Ps.aeruginosa S| R S S S S S
28 | A.baumanni S| R S S S S Sl Sl

A: ampicilina; Ox: oxicilina; G: gentamicina; Enr: enrofloxacino;
Cip: ciprofloxacino; D: doxiciclina; T: tetraciclina; Sxt: sulfa+trimetoprin.
R: resistente; Sl: sensibilidad intermedia; S: sensible.
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Cuadro 7.- Bacterias nosocomiales Gram-positivas obtenidas durante el 2007 (N=19) y su

perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Especie A | Amc | Ox G | Van | Enr | Cip T Sxt
29 | E. faecium R Sl R Sl S Sl R R S
30 | E. faecium R | SI R S S R S S S
31 | E. faecium S| S R Sl S Sl Sl R S
32 | E. faecium R R R R R R Sl R Sl S
33 | E. faecium R R R Sl S S Sl R R S
34 | E. faecium S S R Si S Sl S R R S
35 | E. faecium R R R R S R R R R R
36 | E. faecium) R | SI R S R R R R R
37 | E. faecium R R R R S R R R R R
38 | E. faecium R R R S R R R R R
39 | E. faecium S S R Sl S R R R R S
40 | E. faecium S S R Si S Sl S R R S
41 | E. faecium S| S S S S R Sl S S S
42 | E. hirae S Sl R S S R Sl S S R
43 | S. kloosi Sl S S S S R R S
44 | S. kloosi Sl S S S S S S R
45 | St. Porcinus Sl R S S S Sl S S S
46 | M. sendentarius S R S S S Sl S
47 | E. durans S S R S S S S S

A: ampicilina; Amc: amoxicilina+acido clavulanico; Ox: oxicilina; G: gentamicina;
Van: vancomicina; Enr: enrofloxacino; Cip: ciprofloxacino; D: doxiciclina T: tetraciclina;

Sxt: sulfa+trimetoprin. R: resistente; Sl: sensibilidad intermedia; S: sensible.
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Cuadro 8.- Bacterias nosocomiales Gram-positivas obtenidas durante el 2008 (N=20) y su
perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (segun Kirby Bauer).

Especie A | Ox G | Van | Enr | Cip D T Sxt
48 | E. faecium Sl Sl S S Sl Sl R R S
49 | E. faecium R S S R R S S S
50 | E. faecium R R S S R R S S S
51 | E. faecium R S S R R R R R
52 | E. faecium R R R S R R R R R
53 | E. faecium Sl R S S R R R S S
54 | E. faecium R R R S R R R R R
55 | E. faecium S R R S S R R R R
56 | E. faecium R R R S R R R R R
57 | E. faecium R R R S R R R R R
58 | E. faecium S R S S R S R R R
59 | E. faecium Sl R R S R R R R R
60 | E. faecium S R R S S Sl Sl Sl S
61 | E. faecalis S R R S R R R S R
62 | E. faecalis S R R S Sl R S S S
63 | E. durans S S S S S S S R S
64 | E. durans S S S S S S R R S
65 | E. durans R S R R R S R R
66 | S. intermedius R S S S S S S S R
67 | S. kloosi R R S S S S S S S

A: ampicilina; Ox: oxicilina; G: gentamicina; Van: vancomicina; Enr: enrofloxacino;

Cip: ciprofloxacino; D: doxiciclina T: tetraciclina; Sxt: sulfa+trimetoprin.
R: resistente; Sl: sensibilidad intermedia; S: sensible.
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