UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

DETECCION DE TRES GENES DE RESISTENCIA A
TETRACICLINAS EN BACTERIAS NOSOCOMIALES GRAM
POSITIVAS, AISLADAS EN RECINTOS HOSPITALARIOS
VETERINARIOS DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

DENISSE CARRASCO HINOJOSA

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Medicina
Preventiva Animal

PROFESOR GUIA
MARIA ANTONIETA JARA OSORIO

FINANCIAMIENTO
PROYECTO FIV 4602016
UNIVERSIDAD DE CHILE

SANTIAGO, CHILE
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

DETECCION DE TRES GENES DE RESISTENCIA A
TETRACICLINAS EN BACTERIAS NOSOCOMIALES GRAM
POSITIVAS, AISLADAS EN RECINTOS HOSPITALARIOS
VETERINARIOS DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

DENISSE CARRASCO HINOJOSA

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Medicina
Preventiva Animal

NOTA FINAL: ....ooiiiiin,

PROFESOR GUIA : DRA. Ma ANTONIETA JARA O. .
PROFESOR CONSEJERO: DR. CARLOS NAVARRO V. .

PROFESOR CONSEJERO: DR. SERGIO BUCAREY V. L

SANTIAGO, CHILE
2012



INDICE

Pagina

RESUMEN .. iv
SUMM AR RY v
. INTRODUCCION ... e e e an e 1
Il REVISION BIBLIOGRAFICA ... 2
1. INFECCIONES NOSOCOMIALES ... 2
1.1  Factores predisponentes de infeccion NOSOCOMIAI ............cceeiiiieiiiieriie e 2

1.2 Sitios de iNfeCCION NOSOCOMUAL ........cociiiiiiiiiie e 3

1.3  Vigilancia y control de infecciones NOSOCOMIAIES ..........cccoviuiiieiiiiiieiniiie e 4

2. ANTIMICROBIANOS. ... . ettttttttttteteteuetetereaereaeeere e bebeaebeteteesbetessbsbsbebebsssssbsbsbsesssbssssnsnsnnns 5
2.1 Mecanismos de acCiOn antiDACIEANE .........ccveeiiiieriie e 5

3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANGOS ......ooeiiiiieiiiiieieieieieiereieieeeieenre e rerersenrsrnrnreesenrneerernrnees 5
3.1  Mecanismos de resistencia a agentes antibacterianos ...........cccccovveeeeiiiieeenniieee e 7

3.2  Genética de la resistencia antiDiGtiCOS ..........covvieriiiiiiieee e 7

4. TETRACICLINAS . a e e e e e e e e e e e e a e e e e e e e e e e e aeeeaas 10
4.1  Descubrimiento Y deSArTOll0.........cooiiiiiiiiiiiie e 10

4.2 ESIIUCIUNA ..o 10

e B Y/ [o T [o o (=3 ol ol o  HOU U TS U PP PPPPPPRTOPRN 10

4.4 INteracCion MDOSOMA@L .......c.ueiiiiiiiii et e 11

4.5  Resistencia de tetraCiCliNAS ..........eeeiiiiiiiiiii e 11

4.6  Elementos gen@tiCOS MOVIIES .......coiiiiiiiiiiiiiiiie e e e 13

I, OBIETIVOS e 14
N © 1= 1 = I V@ B €1 =1\t o 14
2. OBJIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt ettt aaean s 14
IV. MATERIAL Y METODOS ......coiiitieiteeeteeeete ettt ettt ee et te s ete et ne et esesaennetesseaeananes 15
1. MIUBSTIAS ...ttt 15

2. Obtencion de ADN DACLEITANO .......ciiiiiiiiiiiiiiee it eaeee e 15

3. Deteccion de genes de resistencia a tetraciclina mediante PCR ............cccccevvcieeenee 15

4. Medidas de bioSEgQUIIAAT ..........cuueiiiiiiiee e 17



VI.
VII.
VIII.

IS U 72 BT 1 S USSR
1. Deteccion de los genes tet(K), tet(M) y tet(O), mediante técnica de PCR convencional,
en bacterias ambientales descritas COmMO NOSOCOMIAIES ..........occviiiiiiiiieiiiiiie e 18
DTS04 U1 [0 ] PP OURRTRRTIN 20
CONCLUSIONES. ...ttt ettt ettt ettt e e bt e e sabe e e be e e sabe e e be e e ebbe e s beeesabeeenneas 24
ANEXOS ... ettt ettt bttt bt a bt e b et R bt e b et e eREe e e bt e e eRbe e e bt e e abee e ebe e e nnbeeabeeeas 25
BIBLIOGRAFIA ... ettt ettt ettt ettt a e et ekt e e sa bt e e bt e ek be e sabe e e sabeesmbeesbaeesnbeeaneaens 28



iNDICE DE CUADROS

CUADRO 1: Partidores utilizados en el protocolo de PCR segln genes de resistencia

=110 ][l o] o= 1 - VPP ETPT PRI 17
CUADRO 2: Protocolos de PCR para genes de resistencia antimicrobiana. ................cccvveeee. 17
CUADRO 3: Cepas bacterianas Gram positivas segun aislado, especie, sensibilidad a

tetraciclinas y doxiciclinas y presencia de genes tet(K), tet(M) y tet(O). .....cccvveeriiiereiiiieeeiiinnne. 19
CUADRO 4: NUumero de muestras y Su COMPOSICION (90). ..oouvveeeiririeeiiiiie e 26
CUADRO 5: Distribucién de aislados nosocomiales Gram positivos, segin especie. ............. 26
CUADRO 6: Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de los 35 aislados bacterianos

nosocomiales Gram positivos con R 0 Sl a tetraciclinas. ..........ccvvveeieeeiiiiiciiiiinee e 27
CUADRO 7: Descripcién del hospital veterinario, sector y lugar de donde fueron obtenidas las

muestras de los 35 aislados bacterianos nosocomiales Gram poSItivOS. ........ccccceeveveeiiiieeennne 28



RESUMEN

Las infecciones nosocomiales y la resistencia antimicrobiana, constituyen una problematica
mundial en el area de la salud publica, ambas se interrelacionan ya que las bacterias
asociadas con infecciones nosocomiales son a menudo resistentes a los antibioticos, siendo
cada vez maés frecuente el fendmeno de la multiresistencia en las cepas involucradas.

Entre los antimicrobianos, ampliamente usados en medicina veterinaria, que han visto
reducida su efectividad se encuentra el grupo de las tetraciclinas, farmacos de amplio
espectro utilizados con diferentes fines terapéuticos. Las bacterias resistentes son capaces
de transmitir y adquirir genes de resistencia antimicrobiana, en el caso de las bacterias
resistentes a tetraciclinas estas presentan genes denominados tet, describiéndose en la
actualidad 43 genes tet que codifican, principalmente, proteinas de eflujo activo y proteinas
de proteccion ribosomal.

El objetivo de este trabajo fue la deteccion de tres genes de resistencia a tetraciclinas-
tet(K), involucrados en la generacion de proteinas de eflujo y tet(M) y tet(O), involucrados
en la generacion de proteinas de proteccion ribosomal, mediante la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR), en cepas bacterianas Gram positivas ambientales descritas como
nosocomiales, previamente aisladas y caracterizadas en los afios 2007 y 2008, desde
unidades clinico Veterinarias de la Universidad de Chile.

La aplicacion de esta técnica de biologia molecular permitié detectar en cepas
fenotipicamente resistentes mediante antibiograma por difusion en agar, al menos uno de
los tres genes de resistencia a tetraciclinas. En un alto porcentaje de cepas con sensibilidad
intermedia también se detecté al menos un gen de resistencia y en algunas cepas sensibles
a tetraciclinas se obtuvo este mismo resultado.



SUMMARY

Nosocomial infections and antimicrobial resistance represent a worldwide public health
problem. Both interact between each other since the bacteria associated to nosocomial
infections are usually resistant to antibiotics, being the multiresistance an increasingly
frequent phenomenon among involved microbial strains.

In the field of veterinary medicine, one of the most frequently used antimicrobial that has
shown a reduced effectiveness is the Tetracycline, a broad-spectrum antibiotic utilized for
different therapeutic goals. Resistant bacteria are capable of transmitting and acquiring
antimicrobial resistant genes, and particularly tetracycline resistant bacteria present a group
of genes named tet. Currently, there have been 43 tet genes described, which code mainly
active efflux proteins and ribosomal protective proteins.

The main goal of this work was the detection of three tetracycline resistant genes; tet(K),
involved in the production of efflux proteins, as well as tet(M) and tet(O), involved in the
production of ribosomal protective proteins, using PCR in previously isolated
environmental Gram positive bacterial strains described as nosocomial from veterinary
clinical units of the Universidad de Chile.

The implementation of this molecular biology technic allowed us to identify among
phenotypical resistant strains through agar diffusion antibiogram, at least one of the three
tetracycline resistance genes. Moreover, in a high percentage of mild resistance strains and
in some tetracycline sensible strains, at least one resistance gene was detected.



I.  INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen actualmente una importante problemética a nivel
mundial y son, sin duda, una de las razones principales que han motivado las investigaciones
de las ciencias biomédicas a lo largo de la historia. Si bien esta gran motivacion ha dirigido la
busqueda para resolver, prevenir y/o controlar este estado patoldgico, también el ser humano
ha adoptado medidas de contencion como la creacion de recintos hospitalarios y la terapia
antimicrobiana. Es importante destacar que estos avances han permitido beneficios en la
poblacién, tanto enferma como sana y han traido consigo consecuencias en relacion al
surgimiento de infecciones nosocomiales y de la resistencia antimicrobiana. Lo anterior se
interrelaciona al considerar que las bacterias asociadas con infecciones nosocomiales son a
menudo resistentes a los antibioticos y particularmente a los antibidticos utilizados con mas
frecuencia en las dependencias hospitalarias.

Los factores que contribuyen al incremento de la incidencia de las infecciones nosocomiales
en hospitales humanos estdn comenzando a ser cada vez mas comunes en medicina
veterinaria. Entre estos factores se incluyen la hospitalizacién prolongada, el manejo o
practicas en las unidades de cuidados intensivos, el uso de dispositivos invasivos (catéter
intravenoso y urinario) y el incremento en el uso de drogas antimicrobianas. Asi, el uso
generalizado de antibioticos, ha provocado la seleccion de bacterias resistentes, causando
limitaciones en la terapia antimicrobiana.

En este contexto, entre los antibidticos ampliamente usados en medicina veterinaria se
encuentran las tetraciclinas, que si bien constituyen una familia de antibioticos de amplio
espectro de accion y de utilidad en la practica médica, han visto limitada su actividad por la
presencia de bacterias resistentes, que ademas son capaces de transmitir y adquirir genes de
resistencia antimicrobiana de forma altamente eficaz.

En consideracién a lo anterior, en esta Memoria de Titulo se detectaron tres genes de
resistencia a tetraciclinas en bacterias nosocomiales ambientales Gram positivas, aisladas en
los hospitales veterinarios de la Universidad de Chile contribuyendo a las investigaciones de
infecciones nosocomiales en el area veterinaria, con la finalidad de poseer mejores
herramientas a la hora de realizar tratamientos con antimicrobianos en los pacientes que
recurren a los recintos hospitalarios veterinarios.



.  REVISION BIBLIOGRAFICA

1. INFECCIONES NOSOCOMIALES

Las infecciones nosocomiales (del griego nosos, enfermedad y komeo, tratar) corresponden a
aquellas infecciones que son adquiridas dentro de un recinto hospitalario y cuya
manifestacion, dependiendo del periodo de incubacion de la infeccidn, puede presentarse 48-
72 horas después, o incluso una vez dado de alta el paciente (Organizacion Mundial de la
Salud, 2003).

Tanto las infecciones nosocomiales como la resistencia a los antimicrobianos son temas que
han sido intensamente estudiados en medicina humana, debido a los grandes problemas que
generan en los recintos hospitalarios. En medicina veterinaria, el interés por su conocimiento
ha aumentado en los Gltimos afios debido a que aun persiste la préctica de los tratamientos
empiricos, sin estudios de susceptibilidad antimicrobiana, lo que ha significado un aumento
en la aparicion de resistencia contribuyendo al problema ya existente en Salud Publica
(Gaschen, 2008; Johnson, 2002).

Estas infecciones se presentan tanto en paises desarrollados como en otros carentes de
recursos y constituyen una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en pacientes
hospitalizados, ocasionando altos costos econdmicos, donde el principal factor lo constituye
la estadia prolongada de los pacientes infectados. Estas infecciones se observan
moderadamente entre los pacientes humanos hospitalizados (5% - 10%), cifra que aln no ha
sido establecida para los hospitales veterinarios. Sin embargo, se estima que los factores que
contribuyen a incrementar la presentacion de las infecciones nosocomiales son comunes para
ambos tipos de pacientes. Los microorganismos causantes de infecciones nosocomiales
pueden ser transmitidos a la comunidad por los pacientes después del alta hospitalaria, por el
personal de atencién de salud y por los visitantes (Johnson, 2002).

1.1 Factores predisponentes de infeccion nosocomial
Los factores que influyen en la manifestacién de las infecciones nosocomiales son:

a) Agente microbiano

El contacto entre el paciente y el microorganismo, en si, no produce necesariamente una
enfermedad clinica. La posibilidad de infeccion depende, en parte, de las caracteristicas de los
microorganismos, como la virulencia intrinseca ademas de la cantidad de material infeccioso
(inéculo). Una gran cantidad de bacterias, virus, hongos y paréasitos pueden causar infecciones
nosocomiales.

Los patogenos comunmente asociados con infecciones nosocomiales veterinarias son cocos

Gram positivos (Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.), miembros de la familia
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Enterobacteriaceae y bacilos Gram negativos no fermentadores (Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa).

b) Paciente

Entre los factores de los pacientes que influyen en la posibilidad de contraer una infeccion se
encuentran la edad, el estado de inmunidad, cualquier enfermedad subyacente y las
intervenciones quirdrgicas ya sean diagnosticas y/o terapéuticas. Asi, muchas de las
infecciones nosocomiales son originadas por microorganismos normalmente inocuos, como
aquellos que forman parte de la flora bacteriana normal de humanos y animales que pueden
llegar a ser patdgenos cuando se ven comprometidas las defensas inmunitarias del organismo
(Organizacion Mundial de la Salud, 2003).

c) Factores ambientales

Los microorganismos pueden ser contraidos desde otra persona del hospital (infeccidn
cruzada) y en el caso de los hospitales veterinarios, los animales internados juegan también un
rol importante como reservorios. Los microorganismos también pueden ser adquiridos desde
la propia flora del paciente (infeccion enddgena) o provenientes de un objeto inanimado
(infeccion ambiental), demostrandose que los patdgenos nosocomiales persisten en lugares
como baferas, endoscopios, laringoscopios manuales, estetoscopios, teclados de
computadores, llaves de agua y termometros (Organizacion Mundial de la Salud, 2003).

d) Resistencia bacteriana

La amplia aparicion de antimicrobianos en la practica médica humana y veterinaria, el uso de
antibidticos en la agricultura (particularmente produccion lechera y de carne) y el uso de
antisépticos y desinfectantes, generan presion selectiva sobre las bacterias, potenciando la
supervivencia de las cepas multiresistentes a antimicrobianos. Este uso generalizado para
tratamiento o profilaxis, es el principal factor determinante de la aparicion de resistencia. La
resistencia a mdltiples drogas ha sido demostrada en organismos nosocomiales tanto en
hospitales humanos como veterinarios y es factible de encontrar en pacientes con y sin
tratamiento previo de antibidtico, siendo menos comun en estos dltimos (Johnson, 2002;
Ogeer-Gyles et al., 2006).

1.2 Sitios de infeccién nosocomial

En medicina veterinaria el sitio quirargico, el sistema circulatorio, el tracto respiratorio y el
tracto urinario conforman el 80% de los sitios de infeccion nosocomial. A menudo, el
desarrollo de infecciones por estos organismos estd asociado al uso de dispositivos como
catéteres intravenosos y urinarios, tubos endotraqueales e instrumental quirdrgico que
sobrepasan las barreras mecénicas naturales del paciente e introduce bacterias dentro del
cuerpo normalmente estéril. En cuanto a la literatura publicada, la mayoria de las infecciones
nosocomiales son identificadas en el sitio quirargico o en el tracto urinario (Ogeer-Gyles et
al., 2006). Asi, es frecuente encontrar aislados resistentes de Staphylococcus intermedius en
lesiones de piel y E. coli resistentes en infecciones del tracto urinario, ademas de otros
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patdgenos nosocomiales de presentacion frecuente como Enterococcus, Acinetobacter,
Klebsiella y Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (Umber y Bender, 2009).

1.3 Vigilanciay control de infecciones nosocomiales

De acuerdo a la informacion disponible, la resistencia a los antibidticos parece inevitable. Esta
situacion ha llevado a realizar continuos esfuerzos para ejercer control sobre el uso de
antibioticos y a lo largo de los afios, se han propuesto diferentes soluciones por expertos
conocedores y por los grupos de mayor importancia en salud internacional. Entre las acciones
propuestas, estan los controles estrictos sobre el uso de antibioticos en los seres humanos,
como es su venta s6lo con receta médica, para impedir su mal uso en infecciones no
bacterianas y reducir asi, el uso innecesario de estas drogas. Otra de las acciones planteadas es
controlar el uso terapéutico de los antibidticos en la ganaderia y la agricultura. Sin embargo, si
existiesen restricciones y normas para el uso de antibidticos y nuevos antibidticos
semisintéticos, estructuralmente disefiados para ser refractarios a los mecanismos de
resistencia, se podria esperar una mejora significativa y duradera en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas (Davies y Davies, 2010).

Los cultivos de vigilancia epidemioldgica Yy la tipificacion molecular han sido importantes
aportes de la Microbiologia Clinica al control de la infeccién nosocomial. Multiples estudios
han demostrado que es Util realizar cultivos de vigilancia epidemioldgica para conocer la
verdadera dimension del problema de la multiresistencia en un centro o en una unidad médica,
pues la informacion que puede inferirse de los resultados de los cultivos de muestras clinicas
obtenidas con fines diagnosticos sélo representa una parte (con frecuencia la menor) del
problema. Estos estudios deben considerarse una herramienta adicional en los programas de
control de la transmision nosocomial de estos microrganismos (Cano et al., 2008).

La instauracién de un proceso de vigilancia para supervisar la tasa de incidencia de
infecciones nosocomiales es un primer paso indispensable para puntualizar los problemas y
prioridades locales y evaluar la eficacia de la actividad de control, ya que esta tasa es un
indicador de la calidad y seguridad de la atencion. La vigilancia, en si, es un proceso eficaz
para reducir la frecuencia de infecciones nosocomiales (Organizacion Mundial de la Salud,
2003).

En el caso de la prevencion de las infecciones nosocomiales se debe realizar un programa que
incluya la limitacion de la transmision de microorganismos entre los pacientes que reciben
atencion directa por medio de practicas apropiadas de lavado de las manos, uso de guantes y
asepsia, estrategias de aislamiento, esterilizacion, desinfeccion y lavado de la ropa; control de
los riesgos ambientales de infeccion; proteccion de los pacientes con el uso apropiado de
antimicrobianos profilacticos, nutricion y vacunacion; limitacion de los riesgos de infecciones
enddgenas con reducciéon al minimo de los procedimientos invasivos y fomento del uso
optimo de antimicrobianos; vigilancia de las infecciones e identificacion y control de brotes;
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prevencion de la infeccion de los miembros del personal y mejoramiento de las préacticas de
atencion de pacientes (Organizacién Mundial de la Salud, 2003).

2. ANTIMICROBIANOS

El descubrimiento de los antibi6ticos, su modo de accion y los mecanismos de resistencia
antimicrobiana han sido temas productivos de investigacion académica. El término genérico
de antibidtico es usado para denotar cualquier clase de molécula organica que inhibe o mata
microbios por interacciones especificas con los blancos bacterianos, sin ninguna
consideracién del origen o clase del compuesto en particular. En la actualidad, el
descubrimiento de los antibidticos es considerada uno de los eventos mas significativos
relacionados con la salud (Demain y Sanchez, 2009).

Para que los antimicrobianos ejerzan accion en los organismos vivos deben ser capaces de
afectar solo las células procaridticas y reconocer en ellas su molécula blanco antes de ser
inactivadas o expulsadas fuera de ellas. Atendiendo a su efecto antibacteriano los
antimicrobianos se han clasificado tradicionalmente en bactericidas (ejercen una accion letal
para la bacteria) o bacteriostaticos (solo inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano).
Cada grupo de antibidticos actian preferentemente de una forma u otra, aunque un mismo
antibidtico puede comportarse como bactericida o bacteriostatico (Calvo y Martinez, 2009).

2.1 Mecanismos de accion antibacteriana
a) Interferencia con la sintesis de la pared celular. Ej. B-lactamicos y glucopéptidos.
b) Alteracion de la integridad de la membrana citoplasmatica. Ej. Polimixinas.
c) Inhibicion de la sintesis proteica,
— Inhibidores de la fase de activacion: Mupirocina.
— Inhibidores del inicio de la sintesis proteica: Aminoglucosidos.
— Inhibidores de la fijacion del aminoacil-ARNt al ribosoma: Tetraciclinas
— Inhibidores de la elongacién: Macrélidos
d) Interferencia con la sintesis de &cidos nucleicos: Quinolonas.
e) Inhibicion de vias metabdlicas: Trimetoprim - sulfametoxazol (Tenover, 2006; Calvo y
Martinez, 2009).

3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El uso exitoso de cualquier agente terapéutico se ve comprometido por el potencial desarrollo
de tolerancia o resistencia a estos compuestos desde el primer momento de uso. Esto es real
para agentes utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas, fungicas,
parasitarias y virales, aplicandose a cualquier enfermedad sufrida por algin organismo vivo,
incluyendo humanos, animales, peces, plantas, insectos, etc (Davies y Davies, 2010).



Los mecanismos moleculares de la resistencia a antibioticos han sido ampliamente estudiados
y han involucrado investigaciones de genética y bioquimica desde diferentes facetas de la
funcién celular bacteriana. De hecho, el estudio de la accion de los antibidticos y la resistencia
ha contribuido significativamente a los conocimientos de la estructura y funcion celular. Los
procesos de resistencia estdn ampliamente distribuidos en el reino microbiol6gico y han sido
bien descritos en bacterias comensales y patdgenas. La mayoria de la resistencia puede ser
diseminada por uno o mas mecanismos de transferencia de genes (Davies y Davies, 2010; Liu
y Pop, 2009).

La resistencia a los antimicrobianos puede considerarse desde dos puntos de vista: el
bioldgico y el clinico. La secuenciacion de los genomas completos de decenas de bacterias
sugiere que todos los microorganismos poseen algin grado de resistencia natural a uno o0 mas
grupos de antimicrobianos, ya sea porque hay genes que codifican mecanismos de resistencia
de mayor o menor eficacia o porque no existe la molécula blanco para la accion de ciertos
antibioticos. Al considerar que esta resistencia natural es predecible (por la abundante
informacidn disponible al respecto) su importancia clinica es relativa, pues el clinico cuenta
con ella a la hora de planificar la atencion del paciente infectado. Por lo tanto, resulta de
mayor interés la resistencia adquirida como consecuencia de mutaciones en genes que ya tiene
la bacteria o cuando adquiere un gen de resistencia procedente de otro microorganismo
(Martinez, 2006).

El estrecho contacto entre las mascotas y los humanos otorga condiciones favorables para la
transmision de bacterias, ya sea por contacto directo (caricias, lamido, lesiones fisicas, etc.) o
a través del entorno doméstico (contaminacion de los alimentos, muebles, etc.). Esta
situacion también ocurre en clinicas veterinarias en donde se establece una relacion constante
entre los pacientes (mascotas) y el personal. La transferencia horizontal de genes de
resistencia puede ocurrir en ambas direcciones de mascotas a humanos y de humanos a
mascotas. Por ejemplo, bacterias humanas transmitidas a mascotas pueden adquirir genes de
resistencia desde la flora comensal de éstas y pueden ser seleccionadas por tratamientos con
antimicrobianos en esos animales. Por lo tanto, las mascotas tienen el potencial de contribuir a
la propagacion de bacterias resistentes adquiridas a los humanos y al ambiente (Lloyd, 2007;
Guardabassi et al., 2004; Umber y Bender, 2009).

El rol predominante de las actividades humanas en la generacion de reservorios ambientales
de resistencia a antibioticos ya ha sido aceptado. Desde 1940, la cantidad de antibioticos de
aplicacion en humanos liberados al ambiente ha ido en aumento, lo cual provee una
mantenida presion de seleccidn sobre poblaciones de cepas resistentes en todos los ambientes.
Obtener una cantidad exacta de antimicrobianos producidos por la industria farmacéutica es
dificil, pero puede ser estimado considerando que varios millones de toneladas de antibioticos
han sido liberados a la biosfera durante el Gltimo medio siglo (Teuber, 2001).



Con la finalidad de aunar expresiones utilizadas de forma frecuente en temas de resistencia
antimicrobiana, algunos autores han creado términos como (1) superbacterias, definiéndolas
como bacterias que poseen mutaciones multiples que les otorgan altos niveles de resistencia a
los antibidticos especificamente recomendados para su tratamiento y (2) resistoma como la
coleccion de todos los genes de resistencia a antibidticos y sus precursores en bacterias
patdgenas y no patogenas (Davies y Davies, 2010; Wright, 2007).

3.1 Mecanismos de resistencia a agentes antibacterianos

En relacion a los mecanismos de resistencia, se han descrito a lo menos cuatro, pudiendo una
cepa bacteriana utilizar uno, varios combinados o todos. Estos mecanismos reconocidos son:
1) Inactivacion de la droga mediante la produccion de enzimas que la degraden (Ej.:
betalactamasas); 2) Modificacion de la molécula objetivo de manera tal que ya no es
significativamente afectada por la droga (Ej.: proteinas fijadoras de penicilina [PBPs]), o bien,
alternativamente, la produccion de dicha molécula puede estar amplificada a niveles tales que
la dosis es insuficiente; 3) Exclusidn intrinseca gracias a la existencia de una barrera de
permeabilidad reducida que evita la entrada del compuesto activo a la célula bacteriana (Ej.:
la lipofilicidad de la pared celular del género Mycobacterium); 4) 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
(Jenkinson, 1996; Tenover, 2006).

3.2 Genética de la resistencia antibioticos

El descubrimiento de la presencia de supuestas secuencias de genes bacterianos en genomas
eucariotes ha aumentado la conciencia de la gran importancia de la transferencia horizontal de
genes (THG) en la evolucion del genoma. Consecuentemente, se han revelado otros aspectos
de la transferencia de genes por la identificacion y distribucion de islas gendmicas que llevan
genes de patogenicidad y otros grupos de genes funcionales de diferentes géneros bacterianos
(Hacker y Kaper, 2000; Norman et al., 2009).

Durante el uso terapéutico, la exposicién de los patdgenos bacterianos a altas concentraciones
de antibidticos por periodos prolongados genera una presion de seleccidn severa y conduce a
mayores niveles de resistencia. La via en que un gen del medio ambiente pasa a ser un gen de
resistencia clinica, no se conoce, pero es obvio que se produce con cierta facilidad (Guerin et
al., 2010; Guerin et al., 2009).

Los cambios geneéticos que confieren a las bacterias resistencia a los antibioticos, a través del
cambio en su material genético se puede hacer por dos vias: 1) Mutaciones que modifican el
ADN preexistente de las células. Estas alteraciones implican cambios, deleciones e
inversiones en las bases del ADN que involucran un cambio en el material genético, pero no
implican la adquisicion de un nuevo ADN al genoma celular. 2) Por adquisicion de nuevo
material genético, que involucra la captura de nuevos genes dentro de la célula el cual
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expande el genoma. Este mecanismo es el mayor responsable, aunque no exclusivo, del
desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos, las cuales causan infecciones de
humanos y animales (Bennett, 2008).

a) Transmisién y adquisicion de genes de resistencia

Dentro de los elementos genéticos mdviles encontramos dos tipos: 1) elementos que pueden
moverse desde una célula bacteriana a otra, las cuales en término de resistencia a antibidticos
incluyen plasmidos resistentes y transposones resistentes conjugativos y 2) elementos que
pueden moverse desde una locacion genética a otra en la misma célula. Estos ultimos
elementos incluyen, transposones resistentes, cassettes génicos e ISCR “Insertion sequence
common region”. Los plasmidos y los transposones conjugativos se transfieren desde una
célula a otra por mecanismos que involucran replicacion. Los transposones, cassettes géenicos
e ISCR median la transferencia de genes entre sitios en el mismo o en diferentes moléculas de
ADN requiriendo formas de recombinacion, los cuales pueden o no incluir formas de
replicacion. Los genes de resistencia a antibidticos se acumulan en plasmidos como una
consecuencia de las actividades de estos Gltimos tres sistemas de recombinacion (Bennett,
2008).

o Plasmidos bacterianos

Los plasmidos son el mejor concepto de un cromosoma pequefio, auxiliar y prescindible. En
general, ellos existen de forma separada y replican independientemente del cromosoma
bacteriano, aunque la mayoria de las funciones de replicacion son proporcionadas por la
célula hospedera. No todos los plasmidos pueden promover su propia transferencia de una
bacteria a otra; los plasmidos conjugativos (algunos de los cuales contienen genes de
resistencia) si lo hacen porgue codifican proteinas que aseguran su paso desde bacterias que
los contienen a bacterias que carecen de ellos. En ocasiones, se movilizan también plasmidos
no conjugativos de resistencia, gracias a su capacidad para aprovechar el proceso de
transferencia puesto en marcha por otro plasmido conjugativo que esté en la misma bacteria
donante. Luego, los genes plasmidicos pueden diseminarse a otros elementos genéticos o
integrarse en el cromosoma bacteriano, asegurando asi una mayor estabilidad (Martinez,
2006; Bennett, 2008).

(] Transposones

Los transposones pertenecen a un set de elementos maviles llamados elementos transponibles
gue abarcan pequefios elementos ocultos Ilamados secuencias de insercion (elementos IS),
transposones y bacteriéfagos transponibles. Los transposones no se pueden replicar, pero
codifican una enzima (transposasa) que les permite transferirse entre diferentes elementos del
genoma bacteriano. Estos elementos tienen la habilidad de moverse intra e inter
molecularmente, ellos pueden saltar desde un sitio a otro dentro de las misma molécula de
ADN o desde una molécula de ADN a otra, por ejemplo desde un plasmido a otro o desde un
plasmido a un cromosoma bacteriano y viceversa. Algunos transposones son conjugativos y
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pueden transferirse entre cromosomas de 2 bacterias distintas; son, sobre todo, importantes en
enterococos (resistencia a tetraciclinas y glucopéptidos). Los transposones no conjugativos
pueden integrarse en plasmidos transferibles y lograr también su diseminacion entre
microorganismos. (Bennet, 2008; Hegstad et al., 2010).

. Integrones y cassettes génicos

Los integrones bacterianos son sistemas de captura de genes que utilizan sitios especificos de
recombinacion, en lugar de mecanismos de transposicion. Ellos abarcan un sistema de
recombinacion especializado consistente de un gen int, el cual codifica una enzima de
recombinacion sitio especifica Ilamada integrasa y de un sitio con una corta secuencia de
ADN llamada cassettes génico, porque la mayoria aloja un solo gen que son insertados por las
integrasas. En el proceso de movimiento desde un integron a otro o desde un sitio en un
integron a otro en el mismo integron, un cassette génico existe como una pequefia y autbnoma
molécula de ADN de doble hebra circular no replicativa. Los integrones no pueden realizar
autotransposicién pero se asocian frecuentemente a secuencias de insercion o bien, a
transposones y plasmidos conjugativos que les sirven como vehiculos para su transmisién
inter e intra especie. Los integrones han sido encontrados frecuentemente en cepas de origen
nosocomial. (Bennett, 2008; Gonzales et al., 2004).

. Transferencia de genes mediada por ISCR

Aspectos de la evolucidn de los plasmidos estan basados en un set de elementos genéticos
moviles denominados elementos ISCR. Los elementos ISCR son actualmente reconocidos
como poderosos sistemas de captura y movimiento de genes de resistencia a antibidticos,
también son capaces de construir extensos cluster de genes de resistencia en plasmidos y
cromosomas. Los elementos ISCR estan estrechamente relacionados con una inusual familia
de secuencias de insercién llamada familia 1IS91 (Toleman et al., 2006).

b) Deteccién de genes de resistencia

Cabe sefalar que los estudios de los mecanismos de resistencia a los antibidticos y sus
correspondientes mecanismos de transferencia de genes de patdgenos han desempefiado un
papel fundamental en el desarrollo de métodos de ADN recombinante, proporcionando la base
experimental para la industria de la biotecnologia moderna (Smillie et al., 2010). Debido a
ésto los métodos de genotipificacion para la deteccion de genes de resistencia a antibioticos
son altamente requeridos por su rapidez, precision y sensibilidad para la deteccion de genes de
resistencia en un amplio rango de bacterias patdgenas y comensales en muestras clinicas y
ambientales (Aminov et al., 2004).

Dentro de los métodos de genotipificacion, utilizados para la deteccion de genes de resistencia
a antibioticos, se encuentran la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) desarrollada por
Kary Mullis en 1983. Esta reaccion es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un
segmento particular de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
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cebadores o partidores que lo flanquean. Su copiado se logra en forma exponencial a través de
repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de incubacion en presencia de una
enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se obtienen en cuestion de horas millones de
copias de la secuencia deseada del ADN. La PCR no es solo una técnica exquisitamente
especifica, sino también muy sensible, pues en principio para practicarla bastaria una sola
molécula (Mullis y Faloona, 1987; Rodriguez y Barrera, 2004).

4. TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son una familia de antimicrobianos con amplio espectro de accidn, exhiben
actividad contra una amplia gama de bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, clamidias,
micoplasmas Yy rickettsias, siendo también utilizadas contra parasitos protozoarios. Las
propiedades antimicrobianas y la ausencia de efectos adversos de éstas, ha permitido su uso
extensivo en la terapia de infecciones humanas y animales. Estos farmacos, también han sido
utilizados como aditivo alimentario en animales de abasto para actuar como promotores del
crecimiento. (Roberts, 2003; Roberts, 2005; Chopra y Roberts, 2001).

4.1 Descubrimiento y desarrollo

Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales, derivados de diferentes
especies de Streptomyces y productos que son derivados semisintéticos. Fueron descubiertas
por Duggar en 1940 (Duggar, 1948) y comenzaron a ser utilizadas desde 1950 hasta la fecha.

Las tetraciclinas se han clasificado en tres generaciones, de acuerdo con el orden de
descubrimiento, de las propiedades farmacocinéticas y del espectro de actividad
antimicrobiana. La primera generacion, lo constituyen los agentes mas antiguos, tetraciclina,
oxitetraciclina, clortetraciclina, chelocardin, demeclociclina, limeciclina, metaciclina y
rolitetracciclina. En la segunda generacion, se incluyen doxiciclina y minociclina. Y
finalmente en la tercera generacion, se incluyen las tigeciclina y nuevos compuestos en
desarrollo como las aminometilciclinas (BAY73-6944 / PTK-0796) (Chopra y Roberts, 2001;
Michalova et al., 2004; Agwuh y McGowan, 2006; Mella y Mufioz, 2009).

4.2 Estructura

Estan estructuradas por un nicleo de conformacién tetraciclica lineal, compuesta por cuatro
anillos bencénicos fusionados al que se pueden unir distintos radicales que daran lugar a
diferentes moléculas de tetraciclinas. Todas forman complejos quelantes con distintos
cationes, como calcio, magnesio o hierro (Vicente y Perez-Trallero, 2010; Calvo y Martinez,
2009).

4.3 Modo de accidn
Los compuestos de uso clinico presentan actividad bacteriostatica y su modo de accion ha
sido bien caracterizado. La funcidn antimicrobiana de las tetraciclinas se inicia una vez que
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estas ingresan al espacio citoplasmatico de las bacterias, uniéndose de forma reversible a la
subunidad 30S del ribosoma, inhibiendo la sintesis proteica, al bloquear el acceso de los
complejos aminoacil-ARNt al sitio A del complejo ribosomal (Michalova et al., 2004;
Brodersen et al., 2000; Connell et al., 2003).

Las tetraciclinas para interactuar con su molécula blanco necesitan atravesar uno o mas
sistemas de membrana dependiendo si el organismo susceptible es una bacteria Gram-positiva
0 Gram- negativa (Chopra y Roberts, 2001; Nikaido y Thanassi, 1993).

4.4 Interaccion ribosomal

La interaccion tetraciclina ribosoma ha sido extensamente estudiado desde 1960 a traves de
analisis bioquimicos in vitro. Varios estudios han indicado una alta afinidad individual de las
tetraciclinas a la subunidad ribosomal 30S, union dependiente de las proteinas S3, S7, S8, S14
y S19, siendo S7 el principal blanco identificados en los estudios y también dependiente de
las bases del 16S rRNA, G693, A892, U1052, C1054, G1300 y G1338 que contribuyen a esta
estrecha union. Pero aun se mantienen muchas preguntas sin responder acerca de como
impiden las tetraciclinas la union del aminoacil-ARNt al sitio A o si interactda con el ARN o
con las proteinas del ribosoma (Oehler et al., 1997; Chopra y Roberts, 2001; Zakeri y Wright,
2008; Pioletti et al., 2001).

4.5 Resistencia de tetraciclinas

La accidn de las tetraciclinas de inhibicién de la sintesis proteica, combinado con la estructura
versatil que le permite atravesar la membrana bioldgica con facilidad, es la clave del amplio
espectro de actividad de este grupo de antibi6ticos. En consecuencia, su uso extensivo ha
llevado a la seleccion de organismos resistentes involucrando a bacterias patdgenas y
comensales, lo cual ha limitado gravemente las aplicaciones clinicas de esta droga (Zakeri y
Wright, 2008).

El interés por establecer los mecanismos de los determinantes genéticos de resistencia y las
bases moleculares de estos mecanismos, ha sido desencadenado por el incremento en la
resistencia bacteriana a tetraciclinas. Los estudios estdn orientados a identificar la forma de
inhibir los mecanismos de resistencia a tetraciclinas y de esta forma poder restaurar la
actividad antimicrobiana de las tetraciclinas (Chopra y Roberts, 2001).

La resistencia a tetraciclinas en la mayoria de las bacterias se debe a la adquisicion de nuevos
genes; los genes relacionados a las tetraciclinas se encuentran entre los determinantes de
resistencia mas comunmente encontrados entre las bacterias. Ellos usualmente se encuentran
asociados con elementos genéticos maviles, como plasmidos y transposones, que a menudo
son conjugativos (Roberts, 2005).
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Se describen cuatro mecanismos de resistencia a las tetraciclinas: 1) Proteinas de eflujo
activo, que reducen las concentraciones intracelulares de tetraciclinas; 2) Proteinas de
proteccion ribosomal, las tetraciclinas se unen al ribosoma cambiando su conformacion,
interrumpiendo la elongacion, deteniendo asi la sintesis proteica; 3) Inactivacion enzimatica;
4) Mecanismo desconocido. De éstos, las proteinas de eflujo activo y las proteinas de
proteccién ribosomal son las formas de resistencia mas comunes de encontrar entre bacterias
patdgenas y ambientales (Michalova et al., 2004; Zakeri y Wright, 2008).

Actualmente se han identificados 43 genes de resistencia a tetraciclinas, designados como
genes tet y otr. De estos, 27 genes codifican proteinas de eflujo, 12 genes codifican proteinas
de proteccion ribosomal, 3 genes codifican enzimas de inactivacion y 1 gen de mecanismo
desconocido. En forma frecuente, nuevos aislados resistentes se informan en diferentes partes
del mundo, por lo tanto, es esperable que esta lista aumente en el futuro (Roberts, 2010).

a) Proteinas de Eflujo Activo

El eflujo activo de tetraciclinas es el mecanismo de resistencia mas eficiente y mas relevante
clinicamente. Estos genes codifican proteinas pertenecientes a la familia de proteinas MFS
(“major facilitator superfamily”). En el caso de las tetraciclinas al ser un sistema de expresion
sencilla aunque altamente eficaz, estas proteinas pueden conferir resistencia incluso en
presencia de grandes cantidades de tetraciclinas. El eflujo de las tetraciclinas es mediado por
bombas de eflujo dependientes de energia, estas proteinas localizadas en la membrana
citoplasmatica, intercambian un proton (H") por un complejo monocatidnico de tetraciclina-
Mg®*, reduciendo de esta forma la cantidad de antibiético en el citoplasma (Chopra y Roberts,
2001; Paulsen, 2003; Mahamoud et al, 2007; Poole, 2007).

b) Proteinas de Proteccion Ribosomal (PPRS)

Las PPRs representan una clase de determinantes de resistencia que se encuentran en una
amplia variedad de bacterias. Estas son proteinas citoplasmaticas solubles que protegen al
ribosoma de la accion de las tetraciclinas (Zakeri y Wright, 2008; Connell et al., 2003).

La resistencia tetraciclinas se logra al debilitar la interaccion de tetraciclina y ribosoma con la
subsecuente liberacién del antibidtico. Esto permite liberar al ribosoma de los efectos
inhibitorios de la droga, de manera que el aminoacil-RNAt puede unirse al sitio A y la sintesis
proteica puede continuar. Por este mecanismo, las bacterias exhiben resistencia contra la
primera y segunda generacion de tetraciclinas, pero no contra los componentes de tercera
generacion. De hecho, tigeciclinas han mostrado efectiva actividad antibacteriana contra
ribosomas protegidos con Tet(M) posiblemente debido a la fuerte union de la droga al sitio
blanco (Connell et al., 2003; Rasmussen et al., 1994).
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PPRs representan una amplia distribucion de clases de determinantes de resistencia. Se han
descrito 12 tipos de PPRs presentes en géneros bacterianos Gram-positivos y Gram-negativos.
Tet(O) y Tet(M) son las clases mas prevalentes y mejor estudiadas de PPRs. Mientras Tet(M)
es detectado en 24 géneros, Tet(O) es encontrado en 8 diferentes géneros bacterianos
(Roberts, 2010; Wright, 2010; Abril et al., 2010).

4.6 Elementos genéticos moviles

Los genes tet a menudo se encuentran asociados con plasmidos, transposones y transposones
conjugativos los cuales pueden portar otros genes de resistencia a antibidticos o a metales
pesados. Los integrones han sido identificados en géneros Gram-negativos y en
Staphylococcus spp., los genes tet ya han sido encontrados dentro de integrones (Roberts,
2005; Agerso y Sandvang, 2005).

Los transposones Tn916-Tn1545 son la familia mas promiscua de transposones conjugativos
descritos, con una amplia variedad de hospederos que incluyen géneros Gram-positivos y
Gram-negativos (Roberts, 2005).

a) Bacterias Gram-positivas

Actualmente, en 48 géneros de bacterias Gram-positivas se han descrito y determinado los
mecanismos de resistencia a tetraciclinas. Es importante mencionar que no todas las bacterias
resistentes a tetraciclinas han sido correlacionadas con los genes tet hasta hoy descritos. Un
total de 35 géneros llevan el gen tet(M), 12 llevan el gen tet(K) y 12 llevan el gen tet(O)
(Roberts, 2010).

Los genes tet(K) y tet(L) estan ampliamente distribuidos entre las especies Gram positivas
asociadas con humanos, animales y suelos y han sido encontrados en Mycobacterium,
Nocardia y Streptomyces spp. aislados desde pacientes. El gen tet(M) esta a menudo asociado
con elementos conjugativos de la familia de Tn916-Tn1545. En la mayoria de las especies
Gram-positivas, el gen tet(M) es encontrado en elementos conjugativos dentro del cromosoma
bacteriano. El gen tet(O) puede encontrarse en plasmidos conjugativos o en el cromosoma,
donde es mavil por si solo cuando se encuentra en plasmidos conjugativos (Chopra y Roberts,
2001; Roberts, 2005).

En Chile, en el ambito de medicina veterinaria, no existen antecedentes publicados respecto a la
deteccidn de genes de resistencia en bacterias nosocomiales. Este estudio, entrega informacion,
de la presencia de genes de resistencia a tetraciclinas en bacterias Gram positivas ambientales,
descritas como nosocomiales y respecto, a lo que esta sucediendo en nuestros recintos
hospitalarios veterinarios, lo cual puede ser incluso, un reflejo de la situacion en el pais.
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. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Detectar por PCR los tres genes mayormente asociados a resistencia a tetraciclinas (genes
tet) en bacterias nosocomiales Gram-positivas aisladas en recintos hospitalarios
veterinarios de la Universidad de Chile.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar el gen tet(K), que codifica proteinas de eflujo activo, en bacterias

nosocomiales Gram-positivas mediante la técnica de PCR convencional.

Detectar los genes tet(M) y tet(O), que codifican proteinas de proteccion
ribosomal, en bacterias nosocomiales Gram-positivas mediante la técnica de PCR

convencional.
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IV. MATERIAL Y METODOS

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

1. Muestras

Se utilizé un nimero de 35 cepas bacterianas cocdceas Gram positivas, obtenidas en un
estudio anterior (Avendafio, 2010), descritas como nosocomiales y fenotipicamente
resistentes (R) o con sensibilidad intermedia (SI) a tetraciclinas determinadas mediante
antibiograma por difusion de Kirby Bauer, frente a un panel de 11 antimicrobianos que
incluyd tetraciclina y doxiciclina (Ver anexo, cuadro 6 y cuadro 7).

2. Obtencién de ADN bacteriano

Para la extraccion del ADN bacteriano se utilizé un kit comercial de extraccion y purificacion
(Genomic DNA Purification Kit, Fermentas®), siguiendo las indicaciones del fabricante. Asi,
a 200 pL de un cultivo bacteriano de 1,5 x 10° UFC/mL (0,5 de MacFarland) se agregaron
400 pL de solucion de lisis, incubando a 65° C por cinco minutos, homogenizando
manualmente cada 1,5 minutos. Luego, se adicionaron 600 pL de cloroformo (Merk®),
mezclando suavemente y se centrifugé a 10.000 rpm por dos minutos (Heraus Sepatech
Biofuge®). Enseguida, se colecto la fase superior en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se
agregaron 800 pL de solucidn de precipitacion provista por el kit, mezclando nuevamente y
centrifugando a 10.000 rpm por dos minutos. El pellet obtenido fue disuelto en 100 pL de
NaCl (1.2 M). A esta mezcla se adicionaron 300 pL de etanol frio manteniéndola a -20° C por
10 minutos para precipitar el ADN. Posteriormente se centrifugd a 10.000 rpm por cuatro
minutos, se elimind el etanol y el pellet obtenido se disolvié en 100 pL de agua libre de
nucleasas (Winkler®).

3. Deteccion de genes de resistencia a tetraciclina mediante 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 incluyé las temperaturas, el tiempo
estimado para cada etapa y el namero de ciclos aplicables, segun el gen a detectar.

3.1 Partidores (Cuadro1)

o Genes tet(K), tet(M) y tet(O). La secuencia de los partidores se selecciond por su alta
especificidad, ampliando segmentos de 1159 pb, 1862 pb y 1723 pb, respectivamente
(Trzcinski et al., 2000).
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CUADRO 1: Partidores utlizados en el protocolo de PCR segln genes de resistencia

antimicrobiana.

Gen Partidores

tet(M) 5° -AGTTTTAGCTCATGTTGATG-3 |5, | CCoNCTATTTAGACBACEE:
5'-

tet(O) | AGCGTCAAAGGGGAATCACTATCC- | 5-CGGCGGGGTTGGCAAATA-3’
3!
5- 5-

tet(K) | TATTTTGGCTTTGTATTCTTTCAT - |GCTATACCTGTTCCCTCTGATAA -
3 3

3.2 Mezcladereaccion de PCR

Se utilizd un kit comercial (2X PCR Master Mix Fermentas®), que incluye la polimerasa
termoestable, los desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs), el buffer de reaccion y MgCl,. 12.5
uL de este Master Mix se depositaron en un tubo Eppendorf de 0,2 mL, junto a 5 pL de cada
uno de los partidores y 5 uL de la muestra de ADN templado, obteniéndose un volumen total
de 27.5 pL. Se utiliz6 un vortex para asegurar la mezcla de los reactivos.

a. Amplificacion del ADN
Se realizd segun los siguientes protocolos (Cuadro 2) (Trzcinski et al., 2000).

CUADRO 2: Protocolos de PCR para genes de resistencia antimicrobiana.

Gen Ciclos Den?r]tilé::f'on Hibridacion | Elongacion EIOE%Z?'On Ts;?]zgo
tet(M) 35 95° C; 60s 50°C; 60s | 72°C;90s | 72°C; 300s | 1862 pb
tet(O) 35 95° C; 60s 55°C; 60s | 72°C;90s | 72°C;300s | 1723 pb
tet(K) 35 95° C; 60s 50°C; 60s | 72°C;90s | 72°C; 300s | 1159 pb

b. Visualizacién de los productos amplificados

Se realizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa (Winkler®) al 2 % en buffer Tris
acetato EDTA (TAE) (Fermentas ®). 5 uLL del producto de PCR se mezclaron 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. La mezcla se depositd en el pocillo
respectivo del gel. La electroforesis se llevé a cabo a 90 V por 90 minutos. Se utilizo
Hiperladder Il (Bioscan) como marcador de peso molecular, que contiene fragmentos de

ADN entre 100 y 2000 pb para facilitar la deteccion de los fragmentos amplificados. Luego
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de la electroforesis, el gel se sometié a incubacion en bromuro de etidio (0,5 ug/mL)
(Fermelo ®) y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta
(Transiluminator UVP ®), y fotografiado con pelicula Polaroid ®.

4. Medidas de bioseguridad

Uso de delantal manga larga y guantes de latex. El proceso de visualizacion del producto
amplificado involucré el uso de bromuro de etidio y un transiluminador de luz UV, por lo
cual, al momento de visualizar el gel se utilizd una placa de acrilico y gafas con filtro UV.
Posteriormente la eliminacion del gel incubado en bromuro de etidio contempl6 su
incineracion, pues el compuesto quimico tiene, entre otras, propiedades mutagénicas.
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V. RESULTADOS

1. Deteccion de los genes tet(K), tet(M) y tet(O), mediante técnica de PCR convencional, en
bacterias ambientales descritas como nosocomiales

CUADRO 3: Cepas bacterianas Gram positivas segun aislado, especie, sensibilidad a tetraciclinas y
doxiciclinas y presencia de genes tet(K), tet(M) y tet(O).

N° || Aislado Esbecie T D tet(K) | tet(M) || tet(O)
1 051. | E. faecium R R +

2 076. | E. faecium R R +

3 082. | E. faecium R R +
4 055. | E. faecium R R

5 083. | E. faecium R R + + +
6 061. | E. faecium R R +

7 087. | E. faecium R R

8 062 s | E. faecium R R +

9 511 s | E. faecium R R

10 054. | E. faecium R R

11 033-3 | E. faecium Sl R + +
12 341. | E. faecium R SI +

13 356 M | E. faecium R R

14 036 - 1 | E. faecium R R + +
15 001-3 | E. faecium R R + +
16 085. | E. faecium R R

17 358 s | E. faecium S SI

18 034. | E. faecium R SI + +
19 508-2 | E. faecium R R + +
20 508 M | E. faecium R R

21 060. | E. faecium S R

22 538 s | E. faecium R R + +
23 317. | E. faecium SI S +

24 038 - 2 | E. faecium R R

25 001. | E. faecium R SI +

26 003-2 | E. faecium R R

27 014 - 1 | E. faecium R Sl +
28 551 - 1 | E. faecium SI Sl +
29 520 | E. durans R S +
30 031. | E. durans R R + +
31 548 s | E. durans R R

32 028-1 | E. durans R S +

33 045-1 | E. faecalis S R

34 038. | S.intermedius| R R +

35 078 s|S.intermedius| R SI +

T: Tetraciclina; D: Doxiciclina; R: Resistencia; Sl: Sensibilidad Intermedia;
S: Sensibilidad. (+): Presencia del gen.
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Figura 1 : Gel de Agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Amplicones de 1862 pb
tet(M); 1723 pb tet(O); 1159 pb tet(K)-

122 240 et ® 1 Carril | Muestra (contenido)

1 083 E.faecium

2 061 E.faecium

3 051 E.faecium

4 087 E.faecium

5 Control negativo (tet(M),

tet(,K))

6 Hyperladder 11 (50-2000 pb)
7 Control negativo (tet(O))
8 520 E.durans

9 031 E.durans

10 085 E.faecium

e El gen tet(K) fue detectado en dos oportunidades; en 2/22 de las cepas resistentes a
tetraciclina y a doxiciclina.

e El gen tet(M) detectado en diecisiete oportunidades; en 10/22 de las cepas resistentes a
tetraciclina y doxiciclina; 2/4 y 4/7 de las cepas con sensibilidad intermedia a tetraciclina
y doxiciclina respectivamente; y en 1/2 de las cepas sensibles a doxiciclina.

e EIl gen tet(O) fue detectado en doce oportunidades; en 7/22 de las cepas resistentes a
tetraciclina y doxiciclina; en 2/4 y 3/7 de las cepas con sensibilidad intermedia a
tetraciclina y doxiciclina respectivamente, presentando una de estas cepas sensibilidad
intermedia a tetraciclina y doxiciclina; en 1/2 de las cepas sensibles a doxiciclina.

e Los genes tet(K), tet(M) y tet(O) fueron detectados de forma simultanea en una oportunidad; en
1/22 de las cepas resistentes a tetraciclina y doxiciclina.

e Los genes tet(K) y tet(O) fueron detectados de forma simultanea en una oportunidad; en 1/22 de
las cepas resistentes a tetraciclina y doxiciclina.

e Los genes tet(M) y tet(O) fueron detectados de forma simultanea en seis oportunidades; en 4/22
de las cepas resistentes a tetraciclina y doxiciclina; en 1/4 y 1/7 de las cepas con sensibilidad

intermedia a tetraciclina y doxiciclina respectivamente.
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VI. DISCUSION

Actualmente la tenencia de animales de compafiia ha aumentado en forma considerable y con
ello la preocupacion por la prevencion y el tratamiento de las enfermedades infecciosas que
los afectan. Como consecuencia de estos cambios, los agentes antimicrobianos son cada vez
mas frecuentemente utilizados en las mascotas, incluyendo preparaciones antimicrobianas
especificamente usadas en humanos. En la préctica clinica de pequefios animales, los médicos
veterinarios normalmente se enfrentan a situaciones econdmicas que no permiten la
realizacion de exdmenes de laboratorio; de ahi que se realicen terapias antimicrobianas
empiricas sin estudios de susceptibilidad que aseguren un buen uso de estas drogas y que, por
el contrario, contribuyen al aumento de la resistencia antimicrobiana (Guardabassi et al.,
2004).

Asi, la resistencia antimicrobiana es un problema complejo que involucra especies
bacterianas, mecanismos de resistencia, mecanismos de transferencia genética y reservorios.
Diversos estudios han demostrado que el uso de antimicrobianos en animales de abasto
contribuye a la seleccion de cepas resistentes e implica riesgos a humanos por la transmision
de bacterias zoonoticas resistentes, mediante la cadena alimenticia y la indirecta transferencia
de genes de resistencia desde animales a humanos. Las bacterias resistentes pueden ser
adquiridas por el hombre a través de vias alternativas como la transmision de persona a
persona, la exposicion ambiental y la exposicidn directa a animales (Lloyd, 2007).

Es importante destacar que gran parte de las investigaciones veterinarias relacionadas con el
aislamiento de cepas bacterianas nosocomiales y su posterior deteccion de genes de
resistencia, han sido realizadas sobre la base de muestras obtenidas de pequefios animales. En
esta Memoria de titulo, las muestras utilizadas fueron muestras ambientales de hospitales
veterinarios, en las cuales se detectaron bacterias descritas como nosocomiales. A los aislados
bacterianos nosocomiales se les estudié el perfil de susceptibilidad antimicrobiana y se les
detectd los genes de resistencia involucrados en el estudio, con la intencion de obtener una
aproximacion a la realidad en que se encuentran los hospitales veterinarios en cuanto a
infecciones nosocomiales. A la hora de establecer comparaciones entre los resultados de este
estudio con investigaciones previas, lo importante a considerar no es el origen de los aislados,
es decir ambientales o comensales, sino los patrones de resistencia antimicrobiana y los genes
de resistencia detectados en las especies bacterianas (Lloyd, 2007; Jackson et al., 2010).

Algunas investigaciones previas indican que aislados bacterianos nosocomiales que presentan
resistencia a tetraciclinas tambien poseen perfiles de susceptibilidad de multiresistencia,
situacion observada también en esta Memoria de titulo, revelando que del total de los aislados
resistentes a tetraciclinas el 65% (23/35) presentaron multiresistencia (Lloyd, 2007
Guardabassi et al., 2004).
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En relacion a las cepas aisladas en esta Memoria de Titulo, se concuerda con trabajos
anteriores que muestran que enterococos y estafilococos son las de mayor interés en cepas
veterinarias nosocomiales resistentes (Schwarz et al., 1998; Jackson et al., 2010). Jackson en
2009, describe a E. faecium y E. faecalis como las especies mas frecuentemente aisladas de
perros y gatos, situacion encontrada también en el presente trabajo donde el 80% (28/35)
corresponde a E. faecium (Ver Anexo, Cuadro 3). Los enterococos han sido detectados en
numerosos habitat que incluyen el tracto intestinal de mamiferos, suelo, agua, plantas,
insectos y alimentos. Son considerados lideres de las infecciones nosocomiales en humanos y
son resistentes a agentes antimicrobianos comunmente usados en hospitales. Ademas de ser
reconocidos como una de las primeras causas de infecciones nosocomiales, también son
considerados un reservorio de genes de resistencia a antimicrobianos (Jackson et al., 2009).

Resultados de otras investigaciones indican que perros y gatos sanos son fuente de
enterococos resistentes a los antimicrobianos y pueden actuar como un reservorio de genes
resistencia y se pueden transferir de las mascotas a las personas, de las personas a las
mascotas y al medio ambiente. En este estudio se pueden corroborar las conclusiones de esas
investigaciones, ya que los aislados bacterianos de este estudio fueron obtenidos a partir de
muestras ambientales de hospitales veterinarios, en que los aislados tienen una alta
probabilidad de provenir y haber sido diseminados por perros y gatos que ingresaron al
recinto hospitalario (Delgado et al., 2007).

Si bien S.intermedius corresponde una bacteria comensal, es la principal causa de pioderma en
caninos y es un patdgeno comun de encontrar en otitis (Lloyd, 2007). S.intermedius parece ser
comun en el personal veterinario en constante contacto con los perros y los duefios de los
perros con dermatitis atdpica. EI hecho de que S.intermedius es normalmente raro en los seres
humanos sugiere la transmision de perros a humanos. Cepas encontradas en humanos en
general se correlacionan con cepas recuperadas de sus perros y esas cepas pueden ser
resistentes a gran variedad de agentes antimicrobianos, incluyendo penicilinas, &cido fusidico,
macrolidos,  lincosamidas, tetraciclinas y  cloranfenicol. Dado  quela  resistencia
antimicrobiana en cepas de S.intermedius es comun, existe el riesgo de que los genes de
resistencia sean transferidos desde S.intermedius a estafilococos patégenos humanos (Tanner
et al., 2000; Guardabassi et al., 2004). Cabe hacer notar que en esta memoria se aislaron dos
cepas de S.intermedius.

La resistencia a tetraciclinas en cocos Gram-positivos es mediada por la expresion de genes
tet, que codifican para determinantes de resistencia los cuales actian mediante sistemas de
bombas de eflujo y proteinas de proteccion ribosomal (Woodford, 2005).

En esta memoria de titulo, el gen de resistencia a tetraciclinas en bacterias Gram positivas con
mayor frecuencia de deteccion fue tet(M). Estos resultados se condicen con investigaciones
previas, los cuales han descrito los determinantes de resistencia de mayor frecuencia segun el
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aislado bacteriano, para estafilococos y enterococos se encuentran proteinas de eflujo activo
Tet(K), Tet(L) y proteinas de proteccion ribosomal Tet(M) y Tet(O) (Woodford, 2005).

Resultados de esta Memoria de titulo sefialan que 10/35 (29%) de las cepas presentaron a lo
menos un gen tet y poseen sensibilidad intermedia y/o sensibilidad a tetraciclinas y/o
doxiciclinas. La presencia de alguno de los genes tet detectados en este estudio, no implica
que ese aislado deba manifestar resistencia a tetraciclinas, ya que puede existir la presencia de
uno de los genes, pero que este no se encuentre expresado. Por ésto, se debe considerar 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. Por otro lado, en esta memoria en el 10/32 (31%) de las cepas resistentes a
tetraciclinas y/o doxiciclinas no se detectaron los genes tet incluidos en el estudio. La
ausencia de los genes tet incluidos en el estudio, no implica que ese aislado deba manifestar
sensibilidad a tetraciclina, ya que su sensibilidad intermedia o resistencia frente al
antimicrobiano puede estar dada por la presencia de otro gen tet no detectados en esta
memoria. Esto sobre la base de que los mecanismos de resistencia son muy numerosos y las
bacterias pueden utilizar uno, varios combinados o todos.

Todo lo anteriormente expuesto reafirma que las técnicas de amplificacion de genes, cada vez
mas usadas en el diagnostico en microbiologia, deben ser siempre complementadas con la
susceptibilidad antibiodtica de las bacterias aisladas, mediante el método de Kirby-Bauer que
indica el patron de resistencia o sensibilidad in vitro de un organismo ante un panel de
antimicrobianos (Woodford y Sundsfjord, 2005). Asi, de las cepas resistentes
fenotipicamente a tetraciclinas y/o doxiciclinas, incorporadas en este trabajo, 12/35 (34%) no
presentaron ninguno de los tres genes tet en estudio. Esto se puede explicar porque, si bien,
los tres genes tet estudiados son los méas frecuentes, no son los Unicos responsables de la
resistencia a estos antimicrobianos (Robert, 2010).

Otros resultados de investigaciones previas que han estudiado los mecanismos de resistencia
antimicrobiana en enterococos aislados de animales de compafiia, han evidenciado la
frecuencia de los determinantes genéticos de la resistencia a tetraciclinas, siendo el gen tet(M)
el més frecuente de encontrar seguido de tet(O) (Jackson et al., 2010). En esta memoria el gen
tet(M) fue identificado en 13/33 (39%) y tet(O) fue detectado en 12/33 (36%) de los aislados
de enterococos.

Las bases geneticas de la resistencia antimicrobiana en S.intermedius han sido extensamente
estudiadas entre bacterias de pequefios animales. Pequefios plasmidos median la resistencia a
tetraciclinas via tet(K). La gran mayoria de las cepas de S.intermedius parecen preferir genes
de resistencia transmitidos por transposones, como los genes de resistencia a tetraciclinas
tet(M) el cual esta localizado en transposones conjugativos Tn916. En este estudio en las dos
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cepas aisladas se detecto el gen tet(M) lo que se condice con las investigaciones previas
(Guardabassi et al., 2004).

Llama la atencion que S.intermedius resistente a tetraciclinas contiene genes de resistencia
prevalentes en enterococos resistentes y estreptococos (por ej. tet(M)), sugiriendo que
S.intermedius podria preferentemente adquirir esos genes de resistencia desde enterococos.
La transferencia interespecie de genes de resistencia de aminoglicosidos transmitidos por
plasmidos, se ha demostrado que se produce desde E. faecalis a S. intermedius bajo
condiciones de laboratorio. Estos estudios indican que cepas de S.intermedius son capaces de
adquirir genes de resistencia desde los enterococos. Es interesante que el hallazgo de
investigaciones, puedan extrapolarse en esta memoria, al encontrar que las cepas de
S.intermedius aisladas en esta memoria fueron obtenidas de las mismas areas de muestreo en
donde también fueron aislados E. faecium y ambos aislados presentaron genes tet(M)
(Guardabassi et al., 2004). (Ver anexo, Cuadro 5).

En este estudio el gen tet(M) fue identificado en 15/35 (42%) de los aislados. El gen tet(M) se
encuentra frecuentemente asociado a transposones conjugativos Tn916 y Tn1545, lo que
permite explicar su ubicuidad tanto en éste como en otros estudios de resistencia (Chopra y
Roberts, 2001; Hegstad et al., 2010)

La manifestacion de la multiresistencia bacteriana corresponde a la expresion del material
genético de las mismas. En este estudio, en 17/35 (48%) de los aislados se evidencid
multiresistencia y presencia de genes de resistencia a tetraciclinas, lo cual es esperable al
considerar que estos genes se encuentran frecuentemente asociados a plasmidos o
transposones conjugativos, los que portan mas de un gen de resistencia a antimicrobianos
(Hegstad et al., 2010).

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 répido, ya que el
proceso de obtencion de ADN, amplificacion del mismo y electroforesis puede ser llevado a
cabo dentro de 24 horas. La sensibilidad del método es alta, porque permite detectar bajas
concentraciones del ADN que se desea amplificar y tiene una especificidad elevada,
determinada especialmente por la secuencia de los partidores utilizados y por las condiciones
de la hebra blanco de ADN. Adicionalmente, los resultados obtenidos en esta Memoria de
Titulo se estdn complementando con la secuenciacion de los amplicones resultantes con la
finalidad de obtener controles positivos nativos (Wolcott, 1992; Powledge, 2004).
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VIl.  CONCLUSIONES

1.- La metodologia empleada permitié detectar los tres genes mayormente asociados a
resistencia a tetraciclinas en bacterias descritas como nosocomiales.

2.- Los genes detectados no sélo estan presentes en las cepas bacterianas definidas como
resistentes a tetraciclinas y/o doxiciclinas por el Método de Kirby-Bauer.

3.- No existe una relacion directa entre el resultado de un antibiograma Yy la deteccién de los
genes de resistencia mas frecuentes.

4.- La técnica de Biologia molecular (PCR) es complementaria a la técnica de Microbiologia
Clasica (Kirby-Bauer) en la determinacion de resistencia en una cepa bacteriana.
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VIII.  ANEXOS

CUADRO 4: NUmero de muestras y su composicion (%).

N° | %
Total de muestras recolectadas 380 | 100
Cepas sometidas a estudio 120 | 32
Cepas nosocomiales 89 |74.16
Cepas nosocomiales Gram + 56 | 62.9
Cepas nosocomiales Gram (+) con R o Sl a tetraciclinas| 35 | 39.3

CUADRO 5: Distribucién de aislados nosocomiales Gram positivos, segun especie.

AISLADO n
E. faecium 28
E. durans 4
E. faecalis 1
S.intermedius 2

Total 35
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CUADRO 6: Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de los 35 aislados bacterianos nosocomiales

Gram positivos con R o Sl a tetraciclinas.

N° | Aislado Especie Enr| A |[Amc|Cip| T | Stx |[Van| D G || Ox | Sul
1 051.| E. faecium R R R R R R S R S R R
2 076.| E. faecium R R R R R R S R S R R
3 082.| E. faecium R R R R R R S R S R R
4 055.| E. faecium R R - R R R S R R R R
5 083.| E. faecium R R - R R R S R R R R
6 061.| E.faecium R R Sl R R R S R S R R
7 087.| E. faecium R R - R R R S R R R -
8 062 s| E. faecium R R - R R R S R R R -
9 511s| E. faecium R Sl - R R R S R R R -
10 054.| E. faecium R R - R R R S R S R -
11 033-3| E. faecium R R R SI | SI S R R R R SI
12 341.| E. faecium Sl R R S R R S SI S R R
13 | 356 M| E. faecium S R R S R S S R S R R
14 | 036 —1| E. faecium Sl R R Sl R S S R S R R
15 001-3| E. faecium R R SI SI R S S R S R R
16 085.| E. faecium SI S - R R R S R R R -
17 358 s| E. faecium SI R R SI S R SI | SI S R R
18 034.| E.faecium SI R R SI R S S Sl S R R
19 508-2| E. faecium R S S R R S S R S R SI
20 | 508 M| E. faecium R S - Sl R R S R S R -
21 060.| E.faecium R Sl - R S S S R S R -
22 538 s| E. faecium SI S S SI R S S R S R R
23 317.| E.faecium S R SI SI | SI R S S S R R
24 | 038 —2| E. faecium SI S S Sl R S S R S R Sl
25 001.| E. faecium R S S S R S S Sl S R Sl
26 003-2| E. faecium Sl | SI - Sl R S S R S Sl -
27 | 014—-1| E.faecium S S S SI R S S SI S R Sl
28 | 551 —-1| E.faecium S S - S| | SI S S SI R R -
29 520| E. durans R R - R R R R S S R -
30 031.| E.durans S S S S R S S R S R Sl
31 548 s| E. durans S S - S R S S R S Sl S
32 028-1| E. durans S S - S R S S S S S S
33 | 045-1] E.faecalis | R | S | - |RISI/ RISIR | RI|R -
34 038. | S.intermedius | S R Sl S R R S R S R SI
35 078 s| S.intermedius | S S S S R S S SI S S S

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

Ox: oxicilina; Sul: sulperazone;R: resistente; Sl: sensibilidad intermedia; S: sensible.
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CUADRO 7: Descripcion del hospital veterinario, sector y lugar de donde fueron obtenidas las

muestras de los 35 aislados bacterianos nosocomiales Gram positivos.

N° | N° | AISLADO ESPECIE | HOSPITAL SECTOR LUGAR || GENES tet
1 2 551 -1 E. faecium Sta. Rosa Hosnital no Jaula {e)

2 7 511s E. faecium Sta. Rosa Hospital no Meson

3 5 508 M E. faecium Sta. Rosa Hospital infeccioso Meson

4 5 508-2 E. faecium Sta. Rosa Hospital infeccioso Meson (M),(O)
5 4 538 s E. faecium Sta. Rosa Hospital infeccioso Meson (M),(O)
6 2 548 s E. durans Sta. Rosa Cirugia - Pabellén Mueble

7 7 520 E. durans Sta. Rosa Clinica—Consultal | Mesén (O)

8 9 076. E. faecium Bilbao Hosnital infeccioso Jaula (M)

9 7 054. E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Jaula

10 2 003-2 E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Mueble

11 1 028-1 E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Mueble (M)
12 9 055. E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Meson

13 3 001. E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Meson (M)
14 6 001-3 E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Meson (M),(O)
15 9 083. E. faecium Bilbao Hospital infeccioso Meson | (K),(M),(O)
16 9 051. E. faecium Bilbao Hosnital no Jaula (M)
17 7 033-3 E. faecium Bilbao Hospital no Mueble (M),(O)
18 3 031. E. durans Bilbao Hospital no Jaula (M),(O)
19 1 078 s S.intermedius Bilbao Hospital no Jaula (M)
20 9 082 E. faecium Bilbao Ciruaia Meson (@)
21 8 061. E. faecium Bilbao Cirugia Meson (M)
22 8 062s E. faecium Bilbao Cirugia Mueble (M)
23 6 085. E. faecium Bilbao Cirugia Maquina

24 6 045-1 E. faecalis Bilbao Ravos Mesdn

25 8 087. E. faecium Bilbao Rayos Maquina

26 | 4 060 | F. faecium | Rilbag | Sala de qatos Jaula

27 5 038 S.intermedius Bilbao Sala comun Jaula (M)
28 6 036 -1 E. faecium Bilbao Sala comun Jaula [ (K),(M),(O)
29 5 034. E. faecium Bilbao Sala comun Jaula (M),(O)
30 3 038-2 E. faecium Bilbao Sala comun Jaula

31 2 014 -1 E. faecium Bilbao Sala comun Jaula (O)
32 4 317. E. faecium Bilbao Sala comun Jaula (M)
33 6 356 M E. faecium Bilbao Sala comun Jaula

34 5 358 s E. faecium Bilbao Sala comun Jaula

35 6 341. E. faecium Bilbao Sala comun Meson (M)

N°R: NUmero de antimicrobianos que resulto ser resistente para cada aislado.
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