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l. ANTECEDENTES 

1.1. IN T R o D u e e l o N 

Poco después de que los antibióticos se introdujeron en la medicina clínica, aparecieron 

cepas resistentes de S.aureus aisladas de muestras clínicas, y este organismo ha 

continuado respondiendo de esta manera a la introducción de nuevas drogas. Durante 

los años cincuentas, las infecciones estafiJocóccicas causadas tanto por estafilococo 

coagulasa positivo (EC+), como por estafilococo coagulasa negativo (EC-), eran tratadas 

con penicilina. Esta terapia se volvió ineficaz debido a la aparición de cepas resistentes 

a este antibiótico, es decir, productoras de penicilinasa, una enzima B-lactamasa que 

inactiva penicilinas (35). En 1959, se inició la comercialización de la meticilina, la primera 

peniciJina semisintética resistente a la penicilinasa, y que en la actualidad se considera 

como uno de los marcadores de sensibilidad de Staphylococcus a los antibióticos !l

lactámicos (66). Esta ofreda una solución a este problema terapéutico, sin embargo, un 

año después de que la meticilina comenzó a utilizarse clínicamente, se reconoció el 

primer brote de estafilococo resistente a meticilina (ERM) en Inglaterra (38). Este germen 

pronto se convirtió en una importante causa de infecciones nosocomiales en el mundo. 

Durante la década de Jos sesentas, la resistencia a meticilina pareda ocurrir 

naturalmente, como un fenómeno esporádico de pobre significado clínico, tanto en 

pacientes hospitalizados, como en aquellos que habían recibido tratamiento con otros 

antimicrobianos diferentes de meticilina en grandes cantidades. Sin embargo a partir 

de 1968, hubo un aumento importante en la frecuencia de aislamiento del ERM a nivel 

internacional, el cuál se prolongó hasta principios de los años setentas (34). En Zurich, 

en 1968, se informó que el 17% de las infecciones estafilocóccicas fueron causadas por 

ERM (5); en Londres se informó el 4.1% (16) y en Dinamarca el 10% (24). En Estados 

Unidos, este tipo de infecciones no fueron reportadas, sino hasta finales de los años 

sesentas, en un hospital de Boston (4). A mediados de los setentas, hubo en todo el 

mundo, un decremento general de la incidencia de ERM, aunque los problemas 

resurgieron otra vez en la última mitad de esta década. Entre 1976 y 1981 hubo, en los 



Estados Unidos, un aumento en el aislamiento de ERM de 2.4 a 4.9% (31). 

Para 1980 ya se habían detectado brotes por ERM en Londres (!1), Dublín (59), Sudáfrica 

(70), Australia (63), Medio Oriente (70) y Grecia (11). 

La mayoría de las infecciones causadas por ERM son adquiridas intrahospitalariamente, 

y las más comunes fueron: infecciones respiratorias (20-38%), infecciones de heridas 

quirúrgicas (22- 30% ), infecciones de músculo y piel (9-16% ), infecciones del tracto 

urinario (8-12%), infecciones de huesos y articulaciones (9-11 %), septicemias de origen 

desconocido (3-10%), e infecciones misceláneas (4-8%) (42). 

Las infecciones de heridas, músculo y piel, parecen ser las que inteivienen más en la 

diseminación del ERM debido a que las secreciones entran en contacto con las manos 

del personal hospitalario (47), y de ahí su fácil diseminación. 

La existencia de ERM es un problema real en México, sobre todo en hospitales de tercer 

nivel, en donde se ha detectado desde 1981. En el hospital de Pediatría del Centro 

Médico Nacional del IMSS, la resistencia en 1981 a dicloxacilina fue de 5.7% para EC+ 

y de 12.1 % para EC-, estos valores se elevaron en 1985 a 11.4% y 14.23% respectivamente 

(26). En el Hospital Infantil de México, Alpuche-Aranda y cols (1) informaron que la 

resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus aislados de 1986 a 1989, con 

metodología apropiada, fue del 5% en los microrganismos asociados a infecciones 

adquiridas en la comunidad y del 24% en aquellos aislados en el hospital. Esta 

resistencia es muy alta y superior a la reportada por Giraud y col (28), a dicloxacilina 

16% para Staphylococcus aureus y 19% para EC- en 1983-1984, lo cual probablemente 

se deba al empleo de un antibiótico que falla en la deteccion de la resistencia a metici!ina 

como la dicloxacilina. Recientemente Aragon y col (2) informaron resistencia a 

meticilina del 5% en EC+ y del 34% en EC-. En el Hospital de lnfectología del Centro 

Medico La Raza del !MSS, la resistencia para cefalotina fue de 25% en 1987. En 

unidades de neonatologfa, el EC- suele ser la causa más frecuente de infecciones, pero 

todas las cepas han sido sensibles a dicloxacilina y cefalotina (10). Por otra parte, el 

29% de las cepas de EC-, aisaldas de la orina de adultos fue resistente a dicloxacilina 

(57). Se ha informado que ·en el Hospital Angeles del Pedregal el 5% de las cepas de 

EC+ y el 43% de EC- son resistentes a meticilina (2). 
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El Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán" (INNSZ) es un hospital de 

tercer nivel de atención a la salud, que cuenta con 160 camas y que atiende a pacientes 

adultos con problemas quirúrgicos y de medicina interna, en el cual durante 1981el13% 

de las cepas EC+ y el 21% de EC- fueron resistentes a meticilina, con un incremento al 

14% y 23% respectivamente para 1987 (28). 

1.2. FACTORES DE RIESGO 

Los brotes nosocomiales, en los cuales se ha observado un alto porcentaje (a veces arriba 

del 50% ) de infecciones por ERM. ocurren sobre todo en hospitales grandes, de tercer 

nivel de atención y afiliados a Universidades. En hospitales más pequeños, se han 

encontrado esporádicamente a1gunos cultivos que presentan resistencia a metidlina, pero 

no se han publicado reportes, ya que su diseminación y persistencia es mínima. Las 

razones que explican ésta distribución son: en los hospitales grandes de tercer nivel, se 

atienden a pacientes de alto riesgo, internados en unidades de cuidados especiales ( 

quemados, terapia intensiva y traumatología ), y que por Jo general se encuentran 

recibiendo varios antibióticos en altas dosis. Además, al existir un contacto frecuente 

entre los empleados del hospital y los pacientes de estas salas se dan las condiciones 

para que el microrganismo pueda ser transmitido inadvertidamente por éstos a otros 

pacientes (34). 

En resumen, Jos principales factores de riesgo asociados con la adquisición del ERM 

intrahospitalariamente se consideran: la administración de dos o más antibióticos (76); 

concentración de pacientes de alto riesgo en unidades de terapia intensiva (34); pacientes 

hospitalizados por tiempo prolongado (39); pacientes que han sufrido alguna cirugía u 

otro procedimiento invasivo (39); pacientes con tejidos dañados, en presencia de cuerpos 

extraños (71). Todos estos factores proveen un medio ambiente favorable para la 

diseminación del ERM una vez que éste es introducido al hospital, ya sea a través de 

pacientes transferidos de otros hospitales, a través de personal que trabaja 

simultáneamente en más de un hospital y en menor grado, a través de Ja comunidad 

(34). 
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1.3. RESERVORIOS 

Una vez que se introduce el ERM en un hospital es muy difícil de erradicar, y su 

reservorio está constitufdo por: a) pacientes infectados o colonizados; b) personal 

hospitalario, el cual puede llegar a ser portador nasal del ERM durante Jos brotes 

epidémicos, aunque la prevalencia de estos portadores es baja (menos del 2% de Jos 

empleados vigilados ) (76) y c) objetos inanimados, ya que Ja contaminación de 

instrumentos, superficies y aire no se detecta con facilidad, sobre todo en las unidades 

de alto riesgo (76). 

1.4. INFECCIONES POR ERM ADQUIRIDAS EN LA COMUNIDAD 

Estos reservorios pueden extenderse a la comunidad cuando los pacientes infectados o 

colonizados son dados de alta, o tienen contacto con hospitales vía unidades de 

urgencias (11). Recientemente, se han detectado como reservarlos comunitarios a los 

individuos adictos a drogas que se administran por vía intravenosa en Detroit, EE UU 

(39), que adquirieron infecciones estafilocóccicas en septiembre de 1981 y 

correspondieron al 38% de las infecciones adquiridas en ese lapso (69). En este brote 

comunitario, los adictos a drogas correspondieron, aproximadamente, ·al 60% de los 

pacientes con ERM. El resto, conformado por Jos no adictos, tenía antecedentes de haber 

sido hospitalizados al menos un año antes de haber adquirido Ja infección. En el caso 

de los adictos, el principal factor asociado con Ja adquisición del ERM fue el uso 

excesivo de agentes antimicrobianos. Estudios realizados en varias muestras de 

diferentes tipos de heroína, demostraron que no existe un determinado tipo asociado con 

Ja adquisición de infecciones debidas a ERM (69). En el caso de Jos no adictos, la 

transmisión se facilitó por las enfermedades subyacentes y Ja hospitalización previa. 

Simultáneamente con el brote comunitario, surgieron brotes nosocomiales en los 

hospitales del área (69). 
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J.5. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL ESTAFILOCOCO RESISTENTE A 

METICILINA. 

Dentro de las características más importantes del ERM se encuentran: una concentración 

mínima inhibitoria (CM!} de meticilina "'a 16 µg/ml, y a oxacilina o nafcilina, "'a 8 

µg/ml; son cepas de crecimiento lento y presentan pleomorfismo; frecuentemente son 

multirresistentes; estos microrganismos son capaces de adquirir plásmidos que les 

proporcionan resistencia a aminoglucósidos, cloranfenicol y otros antibióticos con 

actividad antiestafilocóccica (44); producción de penicilinasa y presentan resistencia 

cruzada a todos los antibióticos p-lactámicos, incluyendo penicilinas y cefalosporinas; 

aunque su virulencia es la misma que la del estafilococo sensible a meticilina (ESM} (76), 

puede llegar a causar enfermedades serias y muerte, debido a su difícil control (68); la 

resistencia a meticilina es más común en EC- que en EC+ (77); los ERM se consideran 

también resistentes a todas las penicilinas penicilinasa-resistentes (cloxacilina, 

dicloxacilina, oxacilina y nafcilina y a las cefalosporinas} (44) y su caracterlstica más 

importante es la heterogeneidad fenotípica en cuanto a la expresión de la resistencia, es 

decir, solamente raras células (1 en 10' a 108) expresan el carácter resistente y crecen en 

presencia de altas concentraciones de la droga (50 µg/ml). La mayorla de las células 

aparecen susceptibles a concentraciones terapéuticas, relativamente bajas de droga (1 a 

5 µg/ml). Entonces, las cepas heterogéneas pueden ser consideradas como compuestas 

por dos poblaciones: células relativamente susceptibles y células altamente resistentes. 

Una minarla de las cepas son homogéneas, es decir, las células son uniformes en la 

expresión de la resistencia y pueden crecer en altas concentraciones de la droga. Por 

otro lado, las cepas homogéneas están compuestas por una población simple de células, 

las cuales tienden a ser altamente resistentes. 

Hartman y Tomasz han clasificado a las cepas resistentes en categorias de homogéneas 

y heterogéneas, basándose en la eficiencia de su crecimiento en placas, definido como 

el número de unidades formadoras de colonias (UFC} en placas de agar conteniendo la 

droga, dividido por el número de UFC en placas de agar libre de droga, multiplicado 

por 100% (13). 
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Ocasionalmente el EC- puede observarse aparentemente susceptible in vitro a 

cefalosporinas de primera generación, aunque para fines de tratamiento, se les considera 

resistentes (77). La resistencia a cefalosporinas en estafilococos es difícil de detectar. 

Existe evidencia física de aislamientos de S. aureus resistente a meticilina que no 

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

sugerido también para S. epidermidis. Si la resistencia a nafcilina, oxacilina ó meticilina 

se demuestra, las cepas pueden ser reportadas como resistentes a todas las 

cefalosporinas, tales como cefazolina o cefalotina. 

Los ERM suelen ser particulannente sensibles a : vancomicina, rifampicina, 

trimetroprim-sulfametoxazol (71), teicomicina, fosfomicina yac. fus!dico (31,44), aunque 

el más efectivo parece ser vancomicina, y mezclas sinergistas de ésta con otros 

antibióticos, por ello es el antibiótico de elección en el caso de un brote de ERM (47). 

1.6. FACTORES FISlCOS Y QUIMICOS QUE AFECTAN LA EXPRESION DE LA 

RESISTENCIA A METIClLINA 

1.6.1. TEMPERATURA: La expresión de la resistencia se aumenta si las cepas se 

cultivan a temperaturas menores de 35ºC, y es suprimida a temperaturas mayores de 

43ºC. Cepas heterogéneas que parecen homogéneas y altamente resistentes a 30'C, 

rápidamente asumen características de heterogeneidad al incubarlas a 37ºC (13). 

1.6.2. pH DEL MEDIO DE CULTIVO: A un pH de 5.2 o menor, la resistencia no se 

expresa, sin embargo a un pH de 7.4 la expresión de la resistencia se aumenta. El efecto 

del pH causa supresión de la resistencia, pero no eliminación de la característica genética 

(68). Una cepa homogénea puede aparecer susceptible a pH de 5.2, pero asume la 

expresión homogénea de resistencia cuando el pH se aumenta a 7.0. 

1.6.3. OSMOLARIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO: La adición de NaCl o sacarosa, 

a medio de cultivo, al igual que las bajas temperaturas, realzan la expresión de la 

resistencia por efectos en la subpoblación susceptible, no en la resistente. Estas 

condiciones protegen a las células susceptibles, las cuales entonces pueden crecer a 

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



1.6.4. LUZ VISIBLE: Al disminuir la cantidad de luz visible, se aumenta la expresión 

de la resistencia, aunque este efecto solo se observa en las células no pigmentadas, ya 

que el pigmento (P· carotenoide) protege a estas células (68). 

1.6.S. AGENTES QUELANTES Y CATIONES DIVALENTES: En algunas cepas la 

expresión genética de la resistencia es suprimida por la presencia de ácido 

etilendiaminotetraacéiico (EDT A) y la de otros agentes quelantes. Esta es restaurada con 

la adición de cationes divalentes (Ca'2 y Mg'2), lo que indica que estos iones tal vez 

funcionan como cofactores en el metabolismo de las células. Estos efectos también se 

observan en cepas sensibles, aunque en menor magnitud (13). 

1.6.6. ANTIBIOTICOS p-LACTAMICOS EN EL MEDIO: El aumento en la expresión 

genética resultante del pase en antibióticos difiere de los otros factores. El pase en 

antibióticos elimina la subpoblación susceptible y selecciona la subpoblación altamente 

resistente (homogénea). La característica homogénea persiste en estas células 

seleccionadas por el antibiótico, pero es inestable, con subcu !ti vos repetidos en un medio 

libre de droga, revierte a su forma heterogénea. 

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

tienen poco efecto en la resistencia de las cepas homogéneas (13). 

1.7. MECANISMOS DE RESISTENCIA A BETA-LACTAMICOS EN ESTAFILOCOCO 

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

hacia antibióticos P-lactámicos. 

1.7.l. MECANISMO MEDIADO ENZIMATICAMENTE. 

Es el más conocido, y su ejemplo más importante es la resistencia a penicilina. Este 

mecanismo se basa en la inactivación del antibiótico por una enzima ~·lactamasa, debido 

a Jo cual se crea una competencia entre la actividad del antibiótico para causar la muerte 

celular y la producción por parte de la célula de enzimas que inactiven al antibiótico 

antes de que éste cause cambios irreversibles en la misma (68). Para entender el 
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mecanismo de inhibición de P·lactamasa, es necesario conocer como interactúan los 

antibióticos fl-lactámicos con sus blancos en la célula, así como que la acción de la 

fl-lactamasas con los fl-lactámicos es muy similar a la interacción con enzimas que 

producen la pared celular. 

La "red" macromolecular que se encuentra alrededor de la bacteria es llamada 

peptidoglicano, la que consta de una cadena corta de péptidos que se enlazan 

cruzadamente a un polisacárido largo formado de unidades alternantes de 

N-acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico. El componente péptido está constituido 

de los siguientes aminoácidos: L-ala, D-glu, L-lis, D-ala, D-ala (Zl). 

El peptiglicano está directamente unido por enlaces covalentes a ácido teicóico o 

teicurónico. La síntesis de la red ocurre en etapas, y es solamente la última, la del 

enlazamiento cruzado, la que se lleva a cabo fuera de la membrana. Una nueva pared 

celular se construye por el enlace cruzado de péptidos adyacentes y adición de nuevas 

unidades a la cadena de peptidoglicano creciente, con la ayuda de una enzima 

transpeptidasa. La transpeptidación es el sitio de acción de la penicilina y de otros 

antibióticos fl-lactámicos (35). 

Tipper y Strominger propusieron en 1965 que la penicilina actuaba como un análogo 

estérico de la porción terminal D-ala de la cadena pentapéptida en el crecimiento del 

peptidoglicano (35). La unión de las penicilinas por un enlace covalente da como 

resultado la inactivación de la transpeptidasa. En la última década, esta hipótesis 

demostró ser correcta. Las enzimas que llevan a cabo las reacciones para producir la 

pared celular, han sido llamadas, en años recientes: proteínas füadoras de penicilinas 

.(Effi. La formación de un complejo acil-enzima también ocurre cuando las fl-lactamasas 

interactúan con las penicilinas. Las ~-lactamasas pueden ser formas evolucionadas de 

las enzimas que sintetizan peptidoglícanos, ya que éstas y las transpeptidasas tienen 

gran similitud en su secuencia de aminoácidos. La reacción básica de fl-lactamasa con 

una penicilina consiste en la hidrólisis del anillo cíclico amida del núcleo de penicilina, 

permitiendo la producción de peniciloatos inactivos antibacterialmente (35). 

Proteínas fijadoras de penicilinas. L1s cepas susceptibles de estafilococo producen 

cuatro o cinco PFPs: 1, Z, 3, 3'y 4 con pesos moleculares de aproximadamente 85, 80, 75, 



70 y 45 Kilodaltons. La función fisiológica específica o funciones de las PFPs 

estafilocóccicas como transpeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas ( las 

actividades enzimáticas que poseen las PFPs) no han sido definidas completamente (13). 

Algunas PFPs son esenciales para el crecimiento y supervivencia de la célula, y otras no 

lo son. Las PFPs esenciales se deducen de experimentos en los cuales se construyen 

mutantes letales condicionales deficientes en PFP y en los que los enlaces entre 

antibióticos p-Iactámicos y PFP están correlacionados con sus concentraciones mínima 

inhibitoria y mínima letal in vitro. 

La PFP4, que probablemente siive como transpeptidasa in vivo, pero que también tiene 

actividad carboxipeptidasa in vitro, no es esencial. La naturaleza esencial de las otras 

PFPs está en discusión (13). 

1.7.2. RESISTENCIA INTRINSECA. 

El segundo mecanismo es el más complejo, es llamado resistencia intrínseca, 

heterorresistencia o resistencia inducible (39). En este mecanismo no hay inactivación 

del antibiótico, por lo general es constante y viene acompañado por la resistencia 

mediada enzimáticamente (68), y se basa en la producción de una nueva PFP que no está 

presente en el estafilococo sensible. Esta PFP adicional de 78 kilodaltons es llamada 

PFP2a ó PFP2' y tiene una baja afinidad de enlace para antibióticos ~-Iactámicos. Se 

presume que esta PFP2a puede llevar a cabo las funciones de las otras PFPs en 

concentraciones de antibiótico que inactivan a estas últimas (33). La proteólisis limitada 

de PFP2a de cepas diferentes de EC+ y EC- sean horno o heterogéneas, producen 

fragmentos péptidos similares (13). En contraste con las otras PFPs las cuales enlazan 

antibióticos P- lactámicos a bajas concentraciones, las PFP2a los enlaza sólo a 

relativamente altas concentraciones. Se presume que la PFP2a puede sustituir a PFPs 

esenciales cuando éstas han sido saturadas con droga y por lo tanto, pueden llevar a 

cabo las funciones necesarias para el ensamble de la pared celular. 

Todavía no se ha resuelto si la PFP2a es un derivado de las otras PFPs, aunque la 

proteólisis limitada de una PFP2a radiomarcada, genera fragmentos péptidos que 
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difieren de aquellos producidos por las PFPs 1, 2 y 3, sugiriendo que la PFP2a no está 

relacionada cercanamente con las otras PFPs estafi1ocócdcas. Paradójicamente, aunque 

PFP2a es producida por cepas hamo y heterogéneas, el grado en que se expresa la 

resistencia en cada una de ellas varia enormemente dependiendo de una gran variedad 

de factores y esto se debe a que la PFP2a es una enzima inducble (13). 

1.7.2.1. Inducción de la PFP2a. En algunas cepas los antibióticos ll-lactámicos inducen 

la PFP2a y su producción difiere de acuerdo a las condiciones de crecimiento. La 

inducibilidad puede ser controlada por genes regulatorios presentes en plásmidos que 

codifican para la producción de penicilinasa. Las cepas penicilinasa negativas también 

pueden ser inducidas para producir PFP2a, posiblemente debido a la localización 

cromosoma! de algunos de los genes regulatorios de penicilinasa (79). 

La inducibilidad y diferencia en las cantidades de PFP2a producida puede tener cierto 

significado en la expresión heterogénea de la resistencia. Sin embargo no existe 

correlación entre la inducibilidad o cantidad de PFP2a y la característica de resistencia. 

La producción de PFP2a puede ser constitutiva y la cepa puede ser heterogénea. Las 

células pueden ser inducidas a producir grandes cantidades de PFP2a y de pronto lisarse 

bajo la exposición de bajas concentraciones de antibiótico (33). 

El enlace que se forma entre antibióticos p-lactámicos y la PFP2a es similar para cepas 

homogéneas y heterogéneas y no es alterado por las condiciones, así como la adición de 

NaCI al medio, que aumenta la expresión de la resistencia. Como se menciona 

anteriormente la PFP2a ya sea de cepas hamo o heterogéneas es muy similar 

estructuralmente hablando de cepa a cepa, no importando el nivel al cual se exprese la 

resistencia (13). 

1.7.2.2. Otros Factores. Debido a la dificultad para relacionar la producción de PFP2a 

con el nivel de expresión de la resistencia, Hartman y Tomasz (36) han postulado la 

existencia de un segundo factor, al cual llamaron factor X, responsable de la resistencia 

a meticilina en conjugación con la PFP2a. Este factor puede actuar dentro del 

mecanismo autolítico, el cual controla la degradación de la pared celular y puede mediar 

la lisis de células estimuladas por P-lactámicos, por lo tanto puede jugar un papel 

importante en el fenómeno de tolerancia. 
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1.7.2.3. Pared Celular. La pared celular, junto con la PFP2a y el factor X puede tener 

un papel en la expresión de la resistencia a meticilina. Sabath (67) observó en 1970 que 

después de la selección por antibióticos, las células fueron más resistentes a la lisis por 

lisostafina que las células originales. Sin embargo, no se observaron diferencias en la 

composición química de la pared de células sensibles y resistentes (13). 

Cepas resistentes a meticilina tienen una carga superficial menos negativa que las cepas 

sensibles, lo que ha sido atribuído a diferencias en el contenido de ácido teicóico. 

Wilkinson et al (81) examinaron varias cepas sensibles y resistentes, encontraron que 

aunque las cepas resistentes poseen bajos niveles de ácido teícóico en su pared celular, 

la deficiencia en ácido teícóíco, no resulta en resistencia a meticilina. No se encontraron 

nuevos polímeros de pared celular en las cepas resistentes. En NaCI y el EDTA 

inhibieron la autolisis en ambas cepas, resistentes y sensibles. 

En una cepa homorresistente la exposición al antibiótico disminuye los enlaces cruzados 

dentro de la pared celular del 90 al 60%. La disminución de éstos, y la 0-acetilación, ya 

sea en preparaciones crudas de pared, pared purificada o péptidoglicano resultaron 

similarmente sensibles a la digestión por autolisina o lisostafina tanto para cepas 

resistentes como sensibles. Entonces, las propiedades de la pared celular (si existen) que 

confieren la resistencia a meticillna, no han sido identificadas en material libre de células 

(13). 

La explicación puede ser que la degradación de la pared en todas las células, 

comparadas con la pared celular aislada es regulada. Regiones de la pared celular 

bacteriana pueden ser topográficamente diferentes in vivo, y tener diferentes 

sensibilidades. La síntesis del peptidoglicano por células resistentes en un medio 

deficiente, que permite la síntesis de la pared pero no el crecimiento de la célula da 

sensíbilidad a meticilina. Sin embargo, la síntesis en células creciendo da como 

resultado, resistencia a meticilina (74). 
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J.7.J. TOLERAN C 1 A 

Et tercer mecanismo, la tolerancia, ocurre cuando hay uncl diferencia ( ~32) muy grande 

entre Ja Concentración Mínima Inhibitoria (CM!) y la Concentración Mínima Bactericida 

(CMB) de un antibiótico frente a una cepa (71). La mayoría de la cepas tienen un radio 

de 1 a 4, y pocas lo poseen alrededor de 32. La razón para esta diferencia parece ser una 

disminución en la actividad de enzimas autoliticas debido a la presencia de un factor 

inhibidor de autolisinas. El problema clínico de este mecanismo consiste en que los 

organismos tolerantes, parecen estar asociados con infecciones estafilocóccicas 

importantes, en las cuales al no producirse una actividad bactericida a bajas 

concentraciones de antibiótico, hay una falla en el tratamiento, además la tolerancia 

puede ser cruzada con cefalosporinas, vancornicina o ambos, por tanto, debe utilizarse 

un segundo antibiótico, que actúe en alguna otra parte del metabolismo de Ja bacteria 

diferente de la pared celular o a los mecanismos que la mantienen (68). Otro problema 

adicional, es que el carácter genético es relativamente inestable, desapareciendo en 

estudios prolongados de laboratorio ( parece ser que un bacteriofago transfiere la 

característica de tolerancia de una cepa a otra ). 

Existen también, problemas técnicos para demostrar la tolerancia, y son debidos a la 

posible confusión con los siguientes fenómenos: persistencia (después de una noche de 

incubación, algunos organismo sensibles, menos de 0.1 % del inóculo, no han muerto, ya 

que no se encontraban activos metabólicamente); efecto paradójico ( en algunos cocos 

gram positivos, el rango letal puede disminuir, conforme la concentración de antibióticos 

se aumenta) y defectos en la técnica de la prueba ( ya que Ja determinación de CMB 

depende de muchos factores: tamaño de inóculo, medio de cultivo utilizado, 

tempera fura, tamaño de Ja muestra antes de la incubación y afros factores que pueden 

dar resultados falsos. La diferencia entre estos efectos . consiste en que, los 

microrganismos persistentes muestran supervivencia debido a la inactivación metabólica 

y los tolerantes debido a un incremento en la actividad autolítica y la presencia de un 

inhibidor de las autolisinas bacterianas (68). 

Comparando los tres mecanismos de resistencia encontramos que: la resistencia 

producida por jl-Jactamasas ocurre en presencia de muy altas concentraciones de 
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antibiótico, es selectiva a antibióticos fl-lactámicos, se expresa fenotipicamente en el 

99.9% de las células de una cepa, es estable, las cepas que lo poseen crecen rápidamente 

y la probabilidad de ocurrencia en hospitales es del 80 al 90%. La resistencia intrínseca, 

también, se encuentra limitada a antibióticos fl-lactámicos, aunque su expresión 

fenotípica es mínima, aproximadamente de 10"", los cultivos en este caso crecen 

lentamente, Ja característica de resistenáa también es estable y su ocurrencia en 

hospitales es mínima (1-8%), aunque en el caso de epidemias nosocomiales, puede llegar 

hasta un 30 ó 40%. La tolerancia no se presenta únicamente frente a antibióticos 

fl-lactámicos y su expresión fenotípica es un poco mayor que la de la resistencia 

inbínseca (10-2), los cultivos crecen rápidamente y pierden la característica de resistencia 

con facilidad dependiendo de las condiciones de almacenamiento de los organismos y 

en algunos hospitales su ocurrencia ha sido aproximadamente del 44% (68). 

1.8. SENSIBILIDAD INTERMEDIA A OXACILINA. 

Como se mencionó anteriormente se consideran ERM, a aquellas cepas que poseen el 

mecanismo de resistencia intrínseca, con una CM! de oxacilina ~ a 16 µg/ml. Sin 

embargo, ya que debido a la heterogeneidad fenotípica de las cepas resistentes, y a que 

requieren manipulaciones específicas de cultivo, se han desarrollado algunas 

modificaciones a los métodos tradicionales de detección. Estas modificaciones han 

permitido la detección de cepas que han sido clasificadas como con resistencia límite 

o intermedia con una CM! de oxacilina de 2 a 8 µg/ml, después de 48 horas de 

incubación. Estudios subsecuentes de estas cepas con inhibidores de fl-lactamasas ( 

ácido clavulánico, sulbactam, o ambos) han mostrado que la resistencia a las penicilinas 

penicilinasa-resistentes es mediada por la producción de cantidades excesivas de 

'3-lactamasa. Dado que, no son intrínsecamente resistentes, es concebible que una 

infección por una de estas cepas, puede ser adecuadamente tratada con una penicilina 

penicilinasa-resistente. Una forma de determinar en el laboratorio si la terapia es 

adecuada, consiste en obtener la CMB de estos antibióticos frente a las cepas problema. 

Estudios realizados en el Centro Médico de la Universidad de Nebraska entre septiembre 
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de 1986 y mayo de 1987, mostraron por dos métodos: determinación de CMB y estudios 

de curva letal, que estas cepas además de ser hiperproductoras de fl-lactamasa, poseen 

una CMB muy elevada en comparación con su CM!, por lo que son cepas marcadamente 

tolerantes (82). McDougal y Thomsberry (1986) (56) han recomendado que estas cepas 

sean consideradas resistentes a meticilina. Sin embargo, designarlas de esta manera 

implica tomar precauciones para su aislamiento y tratamiento con vancomicina. Dado 

el costo del aislamiento del paciente, y el costo y toxicidad potencial de la vancomicina, 

son necesarias investigaciones subsecuentes para resolver estas cuestiones terapéuticas 

y epidemiológicas. 

Una cuestión importante es definir cual es la correlación que tienen estos resultados con 

la eficacia del antibiótico en estudios in vivo. Sea cual fuere Ja técnica utilizada~ 

debe correlacionar con estudios in yjvo para poder resolver en cualquier momento 

discrepancias entre técnicas y resultados (82,56). 

Las cepas de bajo nivel de resistencia no producen la PFP2a de baja afirúdad que está 

asociada con la resistencia a meticilina y no contienen DNA que por hibridización 

reconozca al determinante de Ja RM. El bajo rúvel de resistencia en S. aureus es un 

fenómeno bioqufmica y genéticamente distinto de la verdadera RM y pueden ser 

consideradas como sensibles a antibióticos fl-lactámicos. El problema radica en saber 

diferenciar correctamente a aquellas de las que son verdaderamente resistentes. 

In vivo, bioqufmica y genéticamente, las cepas de bajo nivel de resistencia fueron 

senst'bles (12). La determinación de la presencia de Ja PFP2a o estudios de hibridización 

de DNA son atractivas post'bilidades para diferenciar a una cepa ·verdaderamente 

resistente de otra con bajo rúvel de resistencia, pero no existe la tecnologla para permitir 

que estas pruebas se lleven a cabo de rutina en un laboratorio cllrúco. Una propiedad 

que puede ser útil clírúcamente para determinar si una cepa es resistente, es la presencia 

de una subpoblación altamente resistente y su emergencia frente a la exposición de 

antibióticos ~-lactámicos. Por tanto, pueden emplearse pruebas confirmatorias basadas 

en la selección de subpoblacíones resistentes que pueden crecer en altas concentraciones 

de antibiótico. Las condiciones de cultivo utilizadas para aumentar la expresión de la 

resistencia a meticilina, pueden promover la producción o actividad de fl-lactamasas, con 
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hidrólisis de las penicilinas resistentes a B-lactamasas, por tanto se requiere una 

concentración más alta de antibiótico para inhibir el crecimiento de estas cepas. 

Entonces, la adición de un inhibidor de ~-lactamasas al antibiótico resistente a ll

lactamasa causa una disminución en la CM! de la cepa. Otro posible mecanismo es que 

el sistema autolftico puede ser alterado de alguna manera, como se ha sugerido para 

cepas verdaderamente resistentes a meticilina. Sin embargo, en presencia de NaCI o de 

una temperatura de incubación más baja, estas cepas pueden sobrevivir a una 

concentración de antibióticos ~-lactámicos sobre los puntos de corte convencionales para 

sensibilidad. Por tanto, la resistencia a bajo nivel, es probablemente un artefacto de los 

métodos de prueba, y no es importante clínicamente, sin embargo, deberán realizarse 

estudios clínicos para confirmar esto. Las cepas que expresan bajo nivel de resistencia, 

aparecen como completamente sensibles en estudios in vivo. y no tienen ninguno de los 

marcadores de los ERM por lo que las infecciones causadas por éstas cepas pueden ser 

efectivamente tratadas con antibióticos ~-lactámicos (12). 

1.9. GENETICA DEL ESTAFILOCOCO RESISTENTE A METICILINA 

1.9.1. GENOMA ESTAFILOCOCCICO. 

Un poco después de la introducción de los antibióticos en la práctica clfnica, se hizo 

aparente la capacidad del estafilococo para adaptarse a la presencia de drogas. Durante 

1940 y 1950, se pensaba que la resistencia era originada solamente por mutación y 

selección. Pero, a partir de la observación de que la resistencia a penicilina puede 

perderse irreversiblemente, se demostró que la producción de penicilinasa es debida a 

la presencia de plásmidos (72). Desde entonces, se han acumulado evidencias de que 

la resistencia hacia algunos antibióticos es mediada por plásmidos, ª'Jnque existen 

organismos resistentes a otros antibióticos que carecen de estos. La organización del 

genoma estafilocóccico es de gran importancia para la evolución de este microrganismo 

en cualquier cambio de medio ambiente. Estudios recientes de mapeo cromosomal por 

fusión protoplástica han demostrado que el cromosoma del estafilococo consta de una 
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111olécula simple y circular de DNA de 2 a 4 x 10' daltons la cual contiene 1.6 x 106 pares 

de nucleótidos, además de otros elementos genéticos que incluyen: plásmidos, 

transposones, profagos, etc. (62). El mapa cromosómico se divide en 18 segmentos en 

base a la secuencia de cotrasformación de marcadores específicos. Se sugiere que el 

cromosoma contiene cerca de 5 mil genes. Solamente se han mapeado, hasta ahora, 

algunos genes nutricionales y de resistencia a antibióticos1 así corno sitios de ataque de 

fagos y sitios de inserción de plásmidos y transposones. 

Los plásmidos son los principales portadores de la resistencia a antibióticos en 

estafilococo, y se han identificado tres tipos: el primero está formado de plásmidos 

pequeños de 1.5 a 5 kb de tamaño y con 10 a 50 copias; cada uno contiene un 

determinante de resistencia simple para tetradclina, estreptomicina, cloranfenicol, 

macrólidos, kanamidna y sales de cadmio y éstos pueden replicarse en otras especies de 

gram positivos. Un segundo tipo consta de plásmidos más grandes de 25 a 35 kb de 

tamaño; con aproximadamente 5 copias por célula; estos típicamente portan resistencia 

a penicilina o a iones inorgánicos y no se ha observado que se rep1iquen en otros 

géneros. Recientemente se ha identificado un tercer tipo, parecido al segundo, que se 

forma de plásmidos conjugativos también grandes (40 a 60 kb) que típicamente portan 

resistencia a gentamicina, penicilina, neomicina, compuestos cuaternarios de amonio 

como bromuro de etidio y algunas veces trimetroprim. Como en las bacterias gram 

negativas, muchos de los genes de resistencia en estafi1ococo son portados por 

transpososnes y por lo tanto pueden existir tanto en plásmidos o bien integrados al 

cromosoma. Se incluyen determinantes de resistencia a eritromicina, espectinomicina, 

penicilina (~·lactamasa), gentamicina y probablemente también meticilina. 

Otros genes accesorios pueden ser portados por elementos genéticos variables: los genes 

estructurales de la estafiloquinasa y de la enterotoxina A, parecen existir también en 

transposones. 

Ciertos estudios realizados en 1984 en el Reino Unido (17), a fin de tipificar cepas de 

ERM epidémico, por medio de análisis de plásmidos, determinaron, aparte de factores 

de resistencia cromosomales, plásmidos de gran peso molecular (15-23 Mdal) que 

conferían resistencia a gentamicina, propamidina, bromuro de etidio, etc. Algunas cepas 
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tenían también un plásrnido más pequeño (3 Mdal) que confería resistencia a 

doranfenicol y otros plásmidos crípticos, de 1 Mdal. En otros estudios, realizados en 

hospitales de Singapur (29), entre 1982 y 1985, los resultados indicaron que todas las 

cepas analizadas tenían resistencia aomosomal a gentamicina, kanamicina, 

estreptomicina, eritromicina y sulfonamidas. La mayoría contenía también plásmidos 

de gran tamaño de 18, 20 y 22 Mdal, junto con plásmidos más pequeños de 1.6 y 1.8 

Mdal. Todos estos plásmidos codificaban para la resistencia a otros agentes 

antimicrobianos. 

El estafilococo puede intercambiar material genético por varios mecanismos, incluyendo 

transducción generalizada, transformación mediada por DNA ya sea de células intactas 

o protoplastos, conjugación mediada por plásmidos y fusión protoplástica. La 

transferencia conjugativa se ha demostrado con plásmidos, pero no con el cromosoma. 

El estafilococo también intercambia plásmidos con especies de~ y Streptococcus 

(62). Estos procesos probablemente han sido los responsables de la diseminación de los 

marcadores de la resistencia a antibióticos dentro de la población estafilocóccica de la 

naturaleza. Por procedimientos de cultivos mezclados, in vitro, se observó alta 

frecuencia de transferencia, lo que sugiere que ésta puede ser mediada por bacteriófagos 

(72). 

1.9.2. GENETICA DE LA RESISTENCIA A METICILINA 

La genética de la resistencia a meticilina es tan compleja corno su bioqulmica y ha sido 

objeto de controversia desde su detección en 1960. La confusión inicial de si el 

determinante genético iru:s. de la resistencia a meticilina residla en plásmidos o en el 

cromosoma, ha sido resuelta. La evidencia de localización plasmidica, fue indirecta y 

basada en características de eliminación espontánea e inducida de l!!!:S de cepas 

resistentes. De cualquier modo, algunas condiciones asociadas con la eliminación, 

transducción y transformación de~ sugirieron que el determinante era cromosoma!. 

La transformación de ~ por DNA cromosoma!, pero no por plásmidos, y la 

elucidación de su mapa de localización ha demostrado conclusivamente que el 
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determinante es cromosomal. Ningun alelo equivalente a !!!!f existe en cepas sensibles 

(75). Las características de resistencia de ERM a otros antibióticos, varía a través del 

tiempo y de la geografía (72), y en muchos casos hay también variación en cuanto a la 

localización de la resistencia, ya sea en plásmidos, en el cromosoma o en ambos, lo que 

indica la presencia de transposones (41). 

1.9.2.1. Penlcilinasa. Un fragmento del !!!!:f de 2.3 Mdal hibridiza con fragmentos de 

plásmido de penicilinasa de cepas sensibles y resistentes y con dos fragmentos de 331 

Mdal conteniendo el determinante para la resistencia a mercurio en el plásmido de 

penicilinasa. Estos fragmentos pueden ser secuencias de inserción que a veces permiten 

al !!!!:f funcionar como un elemento transferible. Lyon y Skurray (49) reportaron la 

identificación de secuencias similares repetidas en plásmidos que codifican para la 

resistencia a metales pesados y a jl-lactamasa, en DNA cromosoma! de cepas resistentes 

a meticilina y en un transposon que media la resistencia a mercurio. 

La presencia de una secuencia de inserción compartida en el !!!!:f y en el plásmido de 

penicilinasa permite observar asociaciones entre la producción de penicilinasa y Ja 

resistencia a meticilina. Por ejemplo, recipientes menos efectivos para la transducción 

de~ requieren la presencia tanto de un determinante cromosomal, como plásmido 

para la producción de jl- lactamasa y la eficiencia de la transferencia es más baja en 

prescencia de un inhibidor de jl-lactamasa. La expresión de la resistencia puede ser 

suprimida por un mutante no inducible de un plásmido de penicilinasa (IS). Recipientes 

de S. epidermidis menos efectivos para !!!!:f dependen en parte de la presencia del 

determinante para la resistencia a mercurio. Las secuencias de inserción, por tanto, 

pueden controlar la integración de !!!fil: dentro de DNA cromosoma! y plasmfdico, y 

puede explicar los experimentos en los cuales ~ha sido asociado con marcadores no 

enlazados y con plásmidos (15). 

La interrrelación entre el determinante de penicilinasa, ~ PFP2a y la expresión de la 

resistencia son sorprendentes. Como se discutió, la producción de penicilinasa, o la 

presencia del determinante de penicilinasa es un requerimiento del recipiente para la 

transducción de ~· El plásmido de penicilinasa imparte inductibilidad a la PFl'2a. 
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La secuencia de DNA del fragmento de 9.3 Mdal que codifica para PFP2a tiene una 

homología con el del gene de penicilinasa. Las mutaciones que alteran la inductibilidad 

del plásmido de penicilinasa, suprimen la expresión de la resistencia a meticilina. Una 

prueba de DNA que hibridiza con el = también reconoce que es probable una 

secuencia de inserción en un plásmido de penicilinasa. Entendiendo las bases de esas 

interacciones puede ayudar a comprender los factores que regulan la expresión de la 

resistencia a meticilina. 

1.9.2.2. PEP2a. El producto proteínico, o productos codificados por~ no han sido bien 

definidos, pero la PFP2a probablemente está codificada dentro de este determinante. El 

grupo Matsuhashi (53) ha donado un fragmento de DNA de 9.3 Mdal de una cepa 

resistente en una de E. coli, este fragmento codifica para la resistencia a tobramicina y 

el gene estructural de la PFP2a. Dado que la PFP2a clonada no fue inducida por 

antibióticos ~lactámicos, el sitio regulatorio no está presente en el fragmento de 9.3 

Mdal o no funciona en la E. coli. La secuencia de nucleótidos sugiere que es el producto 

de la fusión de una región regulatoria derivada de un gene de penicilinasa y un gene 

ancestral que codifica la estructura de PEP2a. 

1.9.23. Otros loci genéticos. Los determinantes genéticos fisicamente distintos a= 

pueden alterar la expresión de la resistencia. La primera indicación de que marcadores 

no ligados a ~ podrían alterar la expresión de la resistencia a meticilina vino de 

estudios de Cohen et al (14), ellos encontraron que la resistencia a meticilina puede ser 

suprimida por mutaciones en los genes regulatorios de los plásmidos de penicilinasa 

inducibles. Berger-Bachi (6) encontraron que la inserción cromosoma! de un transposon 

dentro de una cepa de S. aureus resistente a meticilina produce transductantes 50 ó 100 

veces más sensibles a meticilina. Los sitios de inserción no fueron ligados al~ (41). 

Tomasz (78) también encontró que un transposon de resistencia a eritromicina insertado 

dentro de una cepa homogénea produce células heterogéneas en la expresión de la 

resistencia. Estas células producen PFP2a en cantidades normales. La transformación de 

DNA en esos derivados heterogéneos en las cepas originalmente homogéneas, produce 
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resistencia heterogénea. Estos estudios proporcionaron futuras evidencias de un 

so¡;undo foco regulatorio (factor X) de resistencia a meticilina al lado del gene estructural 

de PEP2a (13). 

1.10. METODOS PARA LA DETECCION DEL ERM 

En cuanto a los métodos más utilizados en la actualidad para la detección del ERM, se 

consideran: difusión en agar, microdilución, dilución en agar. y métodos rápidos con 

instrumentos automáticos (77). Dada la naturaleza heterogénea de estas cepas, pueden 

obtenerse fácilmente resultados erróneos, si las condiciones de las pruebas sólo favorecen 

el desarrollo de la subpoblación sensible, que crece con mayor rapidez (3). Para 

estimular la expresión fenotípica de la resistencia intrínseca de la subpoblación resistente, 

que crece más lentamente, a través de Jos años se ha sugerido hacer diversas 

modificaciones a los ensayos de sensibilidad: 

Utilizar inóculos mayores. Utilizando colonias frescas de un cultivo de 18 a 24 horas de 

incubación y preparando los inóculos un poco más cargados que en los métodos que 

señalados. 

Añadir NaCI al medio de cultivo. De 2 a 5%, dependiendo del método que se utilice 

para la detección. 

Incubar a temperatura de 35'C o menor. Los cultivos deben ser incubados a 

temperaturas por debajo de los 37"C para favorecer el crecimiento de las bacterias 

resistentes. Una temperatura de 35'C es razonable para uso de rutina, pero si la 

resistencia es muy esperada, deben usarse temperaturas de 30ºC. 

locubar por 48 horas. Para pennitlr el desarrollo de la subpoblación resistente, aunque 

en este punto hay que tomar en cuenta la especie, ya que las especies coagulasa 

positivas, con 48 horas de incubación pueden hiperproducir ll·lactamasa, y confundir la 

detección de cepas verdaderamente resistentes (22, 13). 

El aumento en la concentración de Naa y del inóculo, puede reducir el tiempo de 

incubación a 24 horas, sin afectar la CM! resultante de las cepas de estafilococo sensibles 

(22). Aunque se prefiere esperar hasta las 48 horas para detectar cepas con sensibilidad 

intennedia (43). 
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La oxacilina es generalmente el agente antimicrobiano de elección en estas pruebas, ya 

que es más estable que otras penicilinas resistentes a fl-lactamasas y por lo general 

detecta mejor la heterorresistencia. Sin embargo, la elección puede depender de las 

características particulares de la cepa (45). Cloxacilina y dicloxacilina no deben usarse. 

nafcilina tampoco debe usarse si el medio contiene sangre (60). Coudron y colegas han 

sugerido que la meticilina puede detectar resistencia en S. epidermidis. mejor que la 

oxacilina (18). 

En este momento, Ja detección confiable de ERM parece más segura a través de los 

métodos de dilución: Microdilución (MIQ utilizando caldo Müeller-Hinton 

suplementado con cationes divalentes (Ca (100 µg/ml y Mg SO µg/ml) y 2% de NaO, 

se incuba a 3S"C por 24 horas como mínimo. Este método parece detectar con 

confiabilidad el ERM, presentando un CMI de meticilina mayor o igual a 16 µg/ mi y 

una CM! de oxacilina o nafcilina mayor o igual a 8 µg/ml (39). 

Un procedimiento que puede ser utilizado alternativamente de escrutinio y para 

confirmación es el de dilución en agar, que utiliza agar Mileller-Hinton suplementado 

con 4% de NaC~ con meticilina (IOµg/ml), oxacilina o nafcilina (6µg/ml). Un inóculo 

de aproximadamente !O' UFC, obtenido de una suspensión con turbidez semejante al 0.5 

de McFarland, se coloca en Ja superficie del agar, se incuba a 3S'C durante 24-48 horas. 

El crecimiento en la placa indica una cepa con resistencia intrínseca (39). 

Las pruebas de difusión de discos, son poco exactas, debido a que los discos aceptados 

por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica, no 

tienen correlación con Jos valores que se obtienen por el método de microdilución. Por 

tanto, para mejorar la confiabilidad de los resultados por este método, se aconseja, 

además de las consideraciones antes mencionadas: utiJizar discos de oxacüina o 

meticilina (o ambos), obseivar con cuidado las zonas de inhibición para identificar 

colonias pequeñas que puedan desarrollarse en éstas y reincubar por 48 horas en total, 

si aparece alguna zona de tamaño intermedio (77). 

Se han realizado numerosos estudios para estandarizar y comparar estos métodos, pero 

los resultados difieren en función del tipo de laboratorio en que se realicen los estudios, 

su localización, el tipo de cepa, etc. Estudios realizados recientemente (1988) porPfaller 
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et al (64), indican los siguientes valores de sensibilidad, valor predictivo negativo, 

especificidad y valor predictivo positivo de los métodos de detección por difusión de 

discos de I<irby-Bauer y por dilución en agar ( tomand·o en cuenta todas las 

modificaciones sugeridas por Thomsberry y colegas } comparadas con el método de 

referencia: Microdilución. 

Sensibilidad 
VPN' 
Especificidad 
V p p" 

~Valor predictivo negativo. 
Valor pttdidivo posUivo. 

Difusión en 
agar 

94 
98 
67 
32 

Dilución en 
agar 

95-97 
99 

64-74 
30-37 

Estos datos indican que ambos métodos pueden ser útiles como métodos de escrutinio 

para detectar resistencia a meticilina, con la condición de que todas las cepas que 

resulten resistentes sean confirmadas por microdilución, esto es debido al gran número 

de resultados falsos resistentes que pueden presentarse. En el caso de difusión de 

discos, la manipulación de los mismos y los criterios de interpretación son más difíciles 

de estandarizar, por otro lado, el método de dilución en agar ha sido muy recomendado 

por varios autores como el mejor método de escrutinio para detectar ERM (64). La 

elección de un método de escrutinio depende de la capacidad técnica del laboratorio que 

desea ídentificar este tipo de rnicrorganismo, sin embargo, debería contarse con una 

alternativa para confirmación (MJC) intralaboratorio, o bien, cofirmar en laboratorios 

cercanos con mayores recursos. 

1.11. SISTEMAS DE TIPIFICACION EPIDEMIOLOGICA 

Debido a su ubicuidad, es deseable algunas veces separar cepas de estafilococo en tipos 

o grupos. La tipificación se indica generalmente para detectar la fuente de un brote 

nosocomial o comunitario, 0° la fuente de una intoxicación estafilocóccica por alimentos. 
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Se han propuesto una gran variedad de técnicas, pero las más utilizadas incluyen: 

tipificación serológica, perfiles bioquímicos ( biotipificación ), perfiles de sensibilidad 

antimicrobiana ( antibiogramas ), patrones de sensibilidad a bacteriofagos ( 

fagotipificación ) y métodos de tipificación de DNA (perfiles plásmidos, análisis de 

restricción de enzimas de DNA cromosoma! o plásmido con endonucleasas e 

hibridización de DNA). 

La tipificación serológica, basada en la determinación de la presencia o ausencia de 

anticuerpos a ácido teicóico de la pared celular del estafilococo (71), ha mostrado ser de 

valor, pero debido a las dificultades de preparar los antisueros específicos y de 

estandarizar los métodos, es raramente utilizada. La biotipificación es utilizada 

principalmente con especies de EC-, ya que las cepas de ~ son relativamente 

homógeneas bioquímicamente. La biotipificación incluye la detección de hemólisis, 

lipólisis, proteólisis, producción de pigmentos, fermentación de lactosa, identificación de 

B-hemolisinas y la utilización de un sistema miniaturizado de pruebas bioquímicas como 

es el caso del sistema API (API Staph ldent y API Staph Trae). El problema principal 

que implica el uso de los sistemas anteriores en estudios epidemiológicos es que estos 

fueron desarrollados con el propósito de la diferenciación de especies y no subespecies 

o delineación de cepas, como resultado el número de biotipos diferentes para·cualquier 

especie dada es limitado y la mayoría de los aislados clínicos están contenidos dentro 

de pocos biotipos distintos (54). 

El antibiograma puede ser utilizado epidemiológicamente ya que es determinado de 

rutina en el laboratorio y se han establecido procedimientos altamente estandarizados. 

La emergencia de una cepa de estafilococo con un patrón de sensibilidad único puede 

ser una señal importante para el microbiólogo y puede proveer un marcador por el que 

se pueden detectar cepas similares. Debe ser reconocido, sin embargo, que los patrones 

de sensibilidad pueden ser fuertemente influenciados por la amplitud del uso de 

antibióticos dentro de una localidad dada, por lo que los resultados pueden variar 

considerJblemente de una comunidad a otra. Por tanto, los antibiogramas son las 

técnicas más utilizadas dentro de un área determinada y no en áreas geográficas a gran 

escala. Los perfiles de sensibilidad pueden varias aún dentro de una institución, 
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haciendo Ja identificación de las cepas más difícil. 

Desafortunadamente, existen algunos problemas que limitan su utilidad, los principales 

~<>n: a) una gran proporción de aislados nosocomiales son resistentes a múltiples 

antibióticos, por tanto se limita el número de antibiogramas únicos observados en una 

institución; b) día a día existe una variación considerable en los antibiogramas, ·que 

pueden resultar en variaciones analíticas en los métodos, y c) la expresión de la 

resistencia a antibióticos en algunas cepas puede ser inestable (65). 

El sistema más establecido para la tipificación epidemiológica de estafilococo es la 

fagotlplficaclón. Desde 1952 esta técnica ha encontrado un amplio uso, y se ha 

establecido un sistema internacional para controlar los fagotipos y los procedimientos 

(PHLS Staphylococcus Reference Laboratory) (59). No es, sin embargo, un sistema 

estático, y debe responder a la emergencia de nuevas cepas que no sean tipificables. 

Entonces los bacteriófagos utilizados en la serie estándar de tipificación varían y se 

extienden a través de los años. Este factor debe ser considerado cuando se comparan 

los patrones de años previos con los actuales. La mayoria de las series estándar, sólo 

incluyen bacteriófagos para S. aureus (45). Se han definido tres características que deben 

poseer Jos sistemas de fogotipificación para ser útiles epidemiológicamente: a) debe 

tipificar o lisar un gran número de cepas; b) debe ser reproducible; diferentes aislados 

derivados de la misma clona bacteriana, deben dar reacciones esencialmente idénticas, 

y c) debe discriminar cepas relacionadas epidemiológicamente de las no relacionadas 

(54). 

La determinación de perfiles de plásmidos de estafilococo por electroforesis en gel de 

agarosa parece ser un método prometedor para Ja identificación de cepas o poblaciones 

clonales. Sin embargo, esta propuesta está muy por debajo del alcance de Ja mayoría de 

Jos laboratorios clínicos. En ocaciones, pueden observarse variaciones en el perfil 

plásmido dentro de una cepa. Muchas de las especies de estafilococo demuestran 

perfiles plásmidos complejos, permitiendo una variación considerable entre cepas. 

Algunas cepas pueden portar de 5 a 10 plásmidos diferentes (45). Se puede llevar a cabo 

además, una subsecuente identificación de los plásmidos individuales aislados por 

tratamiento con enzimas endonudeasas o enzimas de restricción y determinación de 
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los fragmentos fonnados, también por electroforesis en gel de agarosa, lo que 

proporciona un perfil más depurado de cada una de las cepas, ya que algunos plásmidos 

pueden tener el mismo peso molecular, presentarse en el gel en la misma posición y sin 

embargo tener secuencias de nucleótidos diferentes. Las técnicas de hlbridlzación de 

DNA están también basadas en las propiedades ffsicas únicas del DNA, tomando ventaja 

de la fidelidad de los pares de bases, uno puede inequívocamente establecer que dos 

plásmidos son idénticos utilizando un fragmento de DNA o un plásmido entero de una 

de las cepas como una prueba marcada en un ensayo de hibridización Southem. Este 

método correlaciona bien con la fagotipificación y ·ofrece una alternativa para tipificar 

aislados que no puedan ser fagotipificados (58). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Determinar la prevalencia y distribución por especie de ERM causante de 

infecciones nosocomiales en el INNSZ de julio de 1988 a junio de 1989. 

2.2. Poner en práctica un procedimiento sensible y de fácil ejecución para la detección 

y confirmación de la resistencia a meticilina accesible y de uso generalizado en 

hospitales de segundo y tercer nivel. 

2.3. Determinar las características bacteriológicas de los microrganismos resistentes a 

meticilina y de aquellos con sensibilidad intermedia. 

2.4. Determinar el comportamiento de estos microorganismos frente a otros 

antibióticos con aplicación potencial en las infecciones por ERM. 

2.5. Determinar las características epidemiológicas de los pacientes con aislamiento de 

ERM. 

2.6. Obtener el perfil de plásmidos de los microorganismos resistentes o con 

sensibilidad intermedia a meticilina como método de tipificación. 
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3. HIPOTESIS 

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

hospitales de tercer nivel en México y en otros países. 

3.2. El método que se utilizará tendrá mayor sensibilidad para la detección de ERM 

que el método de uso común en el INNSZ. 

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

epidermidis • el cual procederá primordialmente de secreciones de heridas. 

3.4. Los ERM que se aislen de los pacientes hospitalizados en el INNSZ serán 

predominantemente heterorresistentes y presentarán resistencia cruzada con 

aminoglucósidos, macrólidos y tetraciclina, así como susceptibilidad a 

ciprofloxacina, rifampicina, himetoprim-sulfametoxazol y vancomicina. 

3.5. Se espera que la prevalencia de las cepas con sensibilidad intermedia (cepas 

tolerantes e hiperproductoras de fl-lactamasas) en el INNSZ sea tan alta como la 

resistencia a meticilina. 

3.6. Los pacientes con infección o colonización por ERM tendrán como factores de 

riesgo aquellos previamente descritos. 

3.7. Se espera encontrar un patrón uniforme as! como un mayor número de plásmidos 

en aquellos micoorganismos completamente resistentes a meticilina que en los 

organismos con sensibilidad intermedia. 
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4. O 1 S E Ñ O D E L E S T U D 1 O 

Este es un protocolo retrolectivo, observacional y abierto, donde se incluyen los 

microorganismos resistentes a metkilina como sujetos de estudio, los cuales fueron 

detectados en el Laboratorio de Microbiología Clínica del INNSZ. 

Cepas de estafilococo 

Detección de resistencia 
a Oxadlina 

~ 
Cepas resistentes 

Sensibilidad por difusión en 
agar 

Cepas sensibles 

~ ~ 
Sensibilidad por microdilución Fuera del estudio 

~ 
Determinación de sitio de origen y especie 

~ 
Infección/Colonización 

..¡, ~ 
RESISTENTES SENSIBILIDAD INTERMEDIA 

..¡, ~ 
Características de los pacientes 

..¡, 
Sinergismo con ác. clavulánico 

Patrón plásmido 

~ Determinación de CMB 

Patró*lásmido 

Análisis de Resultado~ 
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25. MATERIAL Y METODOS 

5.1. POBLAC!ON Y PERIODO DEL ESTUDIO. 

Se utilizaron en el estudio cepas de estafilococo aisladas de todo tipo de cultivos, 

obtenidas del Laboratorio de Microbiología Clínica del Departamento de Infectologfa del 

INNSZ de julio de 1988 a junio de 1989'. Las cepas fueron presuntivamente 

identificadas como estafilococo y luego se probaron por el método de dilución en agar 

(Ver apéndice 1) para detectar resistencia a oxacilina. 

La resistencia se confirmó por el método de microdilución (M!q (ver apéndice 11). Se 

obtuvieron los siguientes datos (de entrevistas personales cuando fue posible) de cada 

uno de los pacientes de los cuales se aisló el ERM: 

a) Fecha de aislamiento del germen 

b) Edad y sexo 

c) Fecha de internamiento 

d) Tiempo de estancia en el Hospital 

e) Diagnóstico de ingreso (enfermedades asociadas) 

f) Tipo de cultivo (sangre, vías urinarias, catéteres, vías aéreas, secreciones, tejidos 

blandos, diálisis y líquidos de cavidades normalmente estériles (LCNE)) 

g) Administración de antimicrobianos desde cualro semanas antes de la detección del 

germen: 

h) Procedimientos invasivos, relacionados con el tipo de cultivo, practicados al menos 

cuatro semanas antes del aislamiento. 

El ERO se consideró causante de infección en las siguientes condiciones: i) sangre: 

aislamiento de EC-RO en más de dos muestras tomadas en sitios diferentes, el EC+RO 

cuando se aisló, cuando menos, en un frasco de hemocultivo. ii) orina: aislamiento de 

10' o más unidades formadoras de colonias (UFq de estafilococo como germen único 

en un urocultivo obtenido de chorro medio, con o sin leucocituria, en los pacientes con 

•Las cepas aisladas desde Julio de l~ll8 a Enero de 1989 fueron guard.tdas en papel con Caldo Soya TripUcasa 

y 20% de Glicerol y almacenadas a p20ºC, recuperándose después para Ja detección de la resistencia a oxadlina. 

29 



sonda vesical la muestra se obtuvo por punción de la sonda y se consideró 10' UFC/ml 

como mínimo (29,75). iii) catéteres intravasculares y prótesis: para los primeros se 

consideró como positivo la presencia de más de 15 UFC, después del rodamiento de un 

segmento de dos pulgadas de la punta del catéter en una caja con medio de cultivo (41). 

iv) secreciones broncopulmonares: se consideró solo al EC+RO en las siguientes 

muestras: expectoración con más de 25 leucocitos y menos de 10 células epiteliales por 

campo lOX en un examen microscópico (49), aspirado transtraqueal, y broncoscopía 

(cuando fue el germen predominante). v) heridas con evidencia de inflamación, secreción 

purulenta y el aislamiento del ERO como agente único o como organismo predominante 

en infecciones mixtas. vi) En líquidos obtenidos de cavidades normalmente estériles se 

consideró infección al aislamiento del ERO, siempre y cuando hayan desarrollado en más 

de un medio de cultivo, asociado a: liquido de diálisis peritoneal con un mínimo de 100 

leucocitos/mm'; derrame pleural con un pH menor a 7.3, una relación de proteínas del 

liquido pleural con las proteínas plasmáticas de 0.5 g. o más de 10,000 leucocitos/mm' 

(53,14) y líquido cefalorraquídeo con 100 leucocitos/mm' ó más y 100 mg/dl de 

proteínas (6). 

5.2. PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICAClON. 

5.2.1. Morfologla Colonial. Esta se observó en placas de agar sangre de camero 

tratando de identificar colonias cremosas, opacas, de color blanco o amarillo, 

posiblemente hemollticas, circulares, con bordes regulares, de 1 a 3 mm de diámetro, 

después de 24 h de incubación a 37ºC. 

5.2.2. Morfología Microscópica. Se hizo un frotis de la colonia y se tiñó por el método 

de Gram (39). Se observaron cocos de 0.5 a 1.5 µm en diámetro, gram positivos y 

dispuestos, por lo general, en forma de racimos. 

5.2.3. Mediante la prueba de Catalasa. El estafilococo posee esta enzima que 

descompone el peróxido de hidrógeno, liberando oxígeno libre, por tanto, debe resultar 

invariablemente positiva. Se determinó colccando una colonia con un aplicador dentro 

de una gota de H,O, (78). 
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5.2.4. Prueba de Coagulasa en tubo. Llevada a cabo inoculando 0.5 mi de plasma 

humano heparinizado, diluído 1:2 con solución salina, con una colonia de estafilococo. 

Las cepas coagulasa positivas generalmente producen un coágulo visible dentro de las 

primeras 4 horas de incubación a 35'C. Si la prueba es aún negativa después de éste 

tiempo se saca de la estufa y se deja a temperatura ambiente hasta las 24 h que puede 

ser considerada negativa. Esto es debido a que las bacterias pueden producir enzimas 

fibrinollticas a altas temperaturas que disuelven el coágulo formado después de las 4 

horas (76). 

5.2.5. Fermentación de Manito!. La mayoría de las cepas de S. aureus. en contraste con 

los EC-, pueden fermentar manito! y formar ácido (76,78). 

5.2.6. Sensibilidad a N ovobioclna. Esta es una prueba presuntiva para la identificación 

de S. saprophyticus, aunque existen otras dos especies de EC- resistentes a novobiocina 

íS. cohnii y S.xylosus ), las cuales, por lo general, no tienen significado clínico. Se inoculó 

una placa de agar sangre de camero con una suspensión con turbidez semejante al 0.5 

de McFarland, se colocó un disco con 5 µg de novobiocina ( BBL Microbiology Systems, 

Cockeysville, M. D.) y se incubó a 35'C por 18-24 h. Las cepas resistentes mostraron un 

halo de inhibición igual o menor a 16 mm (76). 

5.2.7. Determinación de DNAs.t. Solamente el S. aureus es productor de DNAsa 

tennoestable. Esta enzima, hidroliza DNA, aún después de haberla expuesto al calor 

(76). Se inoculó con las cepas una placa de agar DNAsa ( Bioxon ), se incubó por 48 h 

a 37°C, &e agregó azul de toluidina a la superficie de la placa y se dió como positivo la 

aparición de un halo color violáceo alrededor del inóculo. 

5.2.8. La confirmación de la especie en el estafilococo resistente a oxacilina por 

microd.ilución se llevó a cabo con micrométodos comerciales ( API 20 GP y API Staph 

Trae, Analytab Products, Plainview,N.Y.). 

5.2.8.1. API Sl•ph Trae. Es un micrométodo de identificación rápida para especies de 

estafilococo y ciertos micrococos. Contiene 20 microcúpulas con 19 sustratos y un control 

negativo. Después de la inoculación, las tiras se incubaron en aerobiosis a 37'C por 24h. 

5.2.8.1. API 20 GP. Es otro sistema de identificación tanto para estafilococo como 

estreptococo del grupo D, y también consta de 20 pruebas bioquímicas. 
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53. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA. 

A todas las cepas de estafilococo aisladas en el INNSZ durante el periódo de estudio se 

les detenninó antibiograma por el método de difusión en agar (Ver apéndice 1) a los 

siguientes antibióticos: nitrofuranto(na, gentamidna, amikacina, eritromidna, tetradclina, 

cloranfenicol, penicilina ( Bigaux Diag., México, D. F.) y Vancomicina (Difco, Detroit, 

Mich.). 

5.3.1. DETECCION DE LA RESISTENCIA A OXACILINA. 

La sensibilidad a penicilinas resistentes a penicilinasa se determinó por el método de 

dilución en agar utilizando oxacilina. Desde junio de 1988 a febrero de 1989 se utilizaba 

agar Müeller-Hinton suplementado con 7 µg/ml de oxacilina (Bristol), 50 µg/ mi de iones 

Ca", 25 µg/ml de iones Mg" y 4% de NaO. Partiendo de un cultivo de 24-48 horas 

se preparaba una suspensión en solución salina, con turbidez semejante al 0.5 del patrón 

de McFarland, con ésta se humedecía un hisopo, y se depositaba sobre la superficie del 

agar. Se incubaba por 48 horas a 35ºC, reportándose como resistencia al crecimiento 

masivo de la superficie inoculada. A partir de marzo de 1989 se realizaron algunas 

modificaciones: Se utilizó oxacilina 2µg/m!", 100 µg/ml de iones Ca", 50 µg/ml de 

iones Mg'' y 4% de NaCI. Se partió de un cultivo fresco (18-24 horas) para preparar una 

suspensión con turbidez semejante al estándar 0.5 de McFarland, de ésta se tomó una 

al!cuota de 10 µl (lo' UFQ para inocular las placas con agar y éstas se incubaron a 30ºC 

por 48 horas. En estas condiciones sólo crece la subpoblación de estafilococo resistente 

a oxacilina, por tanto se reportaron como resitentes todas aquellas cepas en las que se 

observó crecimiento de una o más colonias (34,43). 

Se utilizó como control sensible S. aureus ATCC 29213 y como control resistente un ~ 

epidennidis resistente a oxacilina aislado en el hospital (INNSZ !). 

•La concentración de oxaciHna recomendada e1 de 6 µg/ml, pero con la finalidad de detectar todas aqueJLu 

cepu con 1tn1ibUidad intermedia, la concentración de oxacilin& se disminuyó a 2 µg/ml. 
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5.3.2. CONFIRMACION DE LA RESISTENCIA A OXACILINA. 

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

les realizaron ensayos de sensibilidad 

por microdilución (Ver apéndice 11) para confirmar el resultado de resistencia a oxacilina 

obtenido por difusión en agar (56), de acuerdo con las recomendaciones de la NCCLS: 

utilizar caldo Müeller-Hinton suplementado con SO µg/ml de Ca'2, 25 µg/ml de Mg'' 

y 2% de NaCI; incubar a 30'C y por 24 y 48 horas, dependiendo de la especie, en 

S.aureus por 24 horas (ya que esta especie puede producir ll-lactamasas en cantidades 

excesivas, con incubación prolongada y aumentar la CMJ (57). Se utilizaron como 

controles S. aureus ATCC 29213 y S. faecalis ATCC 29212. 

5.3.3. DETERMINACION DE CMB. 

A las cepas con sensibilidad intennedia a oxacilina por microdilución (CMI de 2-8 

µg/ml) se les detenninó su concentración mínima bactericida (CMB) a penicilina, 

oxacilina y vancomicina, para detectar tolerancia (Ver apéndice 111), comparándola con 

la CMB de cepas resistentes (CM! >16 µg/ml) y de cepas sensibles (CMI <2 µg/ml). 

5.3.4. PRUEBAS DE SINERGISMO ENTRE OXACILINA YACIDO CLA VULANICO. 

Se determinó el efecto de un inhibidor de fl..lactamasas (ác. clavulánico) en la CMJ y 

CMB de oxacilina de las cepas con sensibilidad intermedia, utilizándose concentraciones 

de 4, 2, 1, 0.5, y 0.25 µg/ml de ác. clavulánico frente a concentraciones variables de 

oxacilina de 0.12 a 128 µg/ml (Ver apéndice IV). 

5.4. ANALISIS DE PLASMIDOS. 

Se llevó a cabo detenninación del perfil de plásmidos de 37 cepas de ERO y 10 cepas con 

SI por un método de extracción alcalina (22) modificado para estafiloco (Ver apéndice 
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V). Las cepas se cultivaron en caldo L por a 37'C por 16·18 h. Se centrifugaron y el 

precipitado se lavó una vez con 1 mi de buffer TE ( 10.mM Tris, 0.1 mM EDTA 

disódico, pH 7.S). Después de cetrifugar otra vez, el paquete celular se resuspendió en 

100 µI de buffer TEG (SO mM glucosa, 10 mM EDTA y 2S mM de tris-HCI, pH 8) 

conteniendo 130 µg/ml de lisostañna (Sigma Chemical Ca., St. Louis, Mo. ), se incubó 

a -70ºC por 10 min, se descongeló a temperatura ambiente y se incubó a 37'C por 30 

min. Las células se lisaron can 200 µI de una solución detergente (SOS 1% y NaOH 

0.2 M ), agitándose suavemente y manteniéndose en hielo por S mln. Después se 

añadjeron 150 µI de acetato de sodjo 3 M (pH 4.8), se mezcló por inversión y se 

mantuvo 1 h en hielo, para permitir la precipitación de Ja mayor parte de las 

proteínas, RNA de alto peso molecular y DNA cromosoma!. Se centrifugó por S min 

hasta que se obtuvo un sobrenadante casi claro. Se transfirieran 400 µI del sobrenadante 

a un tubo limpio y se mezcló con 1 mi de etanol al 9S% enfriado a ·20'C durante 30 min, 

después de lo cual se obtuvo un precipitado, que se centrifugó, se dejó secar y se 

resuspendió en 30 µl de buffer TES ( 30 mM Tris, S mM EDTA y SO mM NaCJ, pH 8 ) 

conteniendo 40 µg/ml de RNAsa pancreática libre de DNAsa (Sigma). Se mezcló con 

S µl de mezcla colorante (0.03S mM EDTA, O.OS mg/ml Azul de bromofenol glicerol al 

50%) y se aplicó a un gel de agarosa (0.8% p/v) para electroforesis a 80 V por 4 horas 

aproximadamente, en buffer Tris-borato (89 mM Tris (pH 8.2), 2.S mM EDT A djsódico 

(pH 8) y 89 mM de ácido bórica). Como marcador de peso molecular se aplicó el DNA 

fago lambda, djgerido con Hind m. El gel se tiñó con bromuro de etidjo (O.S µg/ml) 

durante 30 min y se fotografió sobre un transiluminador de luz UV con una cámara 

Polaroid can pellcula tipo SS, can exposición de 3 segundos. 
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6. RESULTADOS 

6.1. PREVALENCIA Y DISTRIBUCION. 

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

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

escrutinio (23 EC+ y 60 EC-). La resistencia se confirmó en 40 (4.16 %) de estas cepas 

( 3 EC+ y 37 EC- ) y en 13 (1.35 %) la sensibilidad resultó intermedia (SI) ( 1 EC+ y 12 

EC-). En la tabla 1 se describe la relación de la distribución por especie de acuerdo al 

resultado obtenido por microdilución. Solamente a tres de las 23 cepas de EC+ 

resistentes por el método de escrutinio se les confirmó la resistencia y una fue sensible. 

TABLA 1 

DISTI\IBUCTON DE LOS ESTAFILOCOCOS AISLADOS EN EL !NNSZ DURANTE !ULIO DE 1988 

A !UNJO DE 1989. 

B.SPEC!E NO. Resistente por el RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE 

Método de E>crutlnla no. % no. % no % 

S. aureus 355 23 (6.5%) (0.8) (0.2) 3SS (99) 

ECN 606 60 (9.9%) 37 (6.1) 12 (2.0) 557 (92) 

Novo 1ensible 568 53 (9.3%) 36 (6.3) 12 (2.1) 520 (91) 

Novo resistente 38 (18.4%) (2.6) (-) 37 (97) 

TOTAL 961 83 (8.6%) 40 (4.2) 13 (1.4) 908 (94) 
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6.2. SITIO DE AISLAMIENTO: 

El sitio de origen de las 83 cepas resistentes por el método de escrutinio se describe en 

la tabla 2 y se agrupan de acuerdo al resultado del método de confirmación (MIC). Las 

cepas con resistencia confirmada provienieron principalmente de tejidos blandos, vías 

urinarias y llquido de diálisis, siendo en su mayoría (92.5%) EC-; las cepas con SI se 

aislaron de tejidos blandos y vías aéreas, entre otras, fueron en su mayoría (92%) EC- y 

las cepas que resultaron sensibles se recuperaron de tejidos blandos, vías aéreas, sangre 

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

TABLA 2 

smos O!! OR!GEN PE 83 CEPAS DE ESTAFILOCOCO QUE DESARROLLARON EN AGAR 

CON OXAcn.JNA C 21!g/ml J 

smooe 
ORIGEN 

SANGRE 

VJAS 

URINARIAS 

C,Al"BTERES 

VIAS 

AEREAS 

SECREOONES 

TEllOOS 
BLANDOS 

DJAUSIS 

Lc.N.E.' 

TOTAL 

RESISTENTES (•16 µg/ml} INTERMEDIAS (U µg/ml) 

c:oag. (+) coag. (·) coag. (+) coag. (-) 

11 

37 12 

•L.c.N.E.: UquJdos de caviClades normalmente estériles. 
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SENSIBLES slµg/ml) 

coag. (+} mig El 
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Al determinar si el microrganismo fue colonizante o infectante encontramos que el 50% 

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

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

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

TABLA 3 

PROPORCION DE ESTAFILOCOCO NO SENSIBLE A OXACILINA INFECTANTE 

CARACTERISITTCA RESISTENTE 
coagulasa 

COLONIZANTE 

INFECTANTE 

(+) (-) 

3 

20 

17 

INTERMEDIO 
coagulasa 
(+) (-) 

6 

6 

6.3. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS: 

TOTAL 
coagulasa 
(+) (-) 

4 

26 

23 

Las características epidemiológicas de los pacientes de quienes se obtuvieron los 

microrganismos con resistencia confirmada y con sensibilidad intermedia se muestran 

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

cepas con SI a 10 pacientes y con 11 infecciones. El tiempo de evolución, el tipo de 

enfermedades asociadas, la administración previa de antibióticos, la edad y sexo fueron 

semejantes en ambos grupos. 
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TABLA 

CARACTER!SllCAS DE LOS PAQENTES CON AISLAMIENTO DE ESTAFILOCOCO 

RESISTENTE A OXAOUNA I CM! "2 ug/¡nJl 

CARACTERISmCA E5fAF. RO E5fAF. 51 

Ndmero de Padenlea 30 10 

NWnero de Infecciones 38 11 

Edad Promedio (rango) 42 (17-76) 40 (26-66) 

Sexo F(ll):M(ll) 13 (44)-17 (56) 5 (50)·5(50) 

Tiempo promedio de intcr· 

namlento pr<'lllo 1 detección 23 dlas 29 dlas 

ENFERMEDADES ASOOADAS (ll) 

lnauf. Renal Crónica (22) (23) 

Cologenopotla5 (17) (7.7) 

NeopL!slas Hematológlcas (9.7) (15.4) 

Hepotopatlal Crónk:u (H.6) (7.7) 

Diabetes Mellitus (9.7) (7.7) 

C!rugla de Tubo Digestivo (7.3) (15.4) 

Otru' (17.0) (23) 

Admlnlltradón previa de 

1ntlb!6tlcol (4 semanas) 68.4ll 77ll 

Procedlmlentos invasivos 

pr<Vlol-(4 semanas) 40.Qll 8.0ll 

•Otras: Fibrosia Pulmonar, Mielofibrosia, Leptoptroais. HIV(+), Pneumoofl 

~ Hipertensión arterial, Cryptococosis y Pseudotumor ettebral con derivad6n. 

" Proc:edimlentos invasivos relacionados al tipo de cultivo. 
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6.4. MICROBIOLOGIA: 

En cuanto a la identificación final de los estafilococos no sensibles a oxacilina, en la tabla 

5 se observa que la especie más común fue S. epidermidis, seguido por otros EC

sensibles a novobiocina, como el S. hominis y el S. haemolyticus. y en menor proporción 

se encontraron S. aureus y EC- resistentes a novobiocina (S.cohniil. 

TABLA S 

!DENI!FJct,qON DE ESTAFILOCOCO NO SENSIBLE A OXACILINA 

ESPECIE 

~ 
~,m1dmu1~ 

S. hominls 

~· h1rmol~cus 

~ 

~ 
S.cohnU 

TOTAL 

RESISTENTES 

No. (%) 

(7.S) 

22 (SS.O) 

(IS.O) 

(IS.O) 

( 2.5) 

(2.S) 

( 2.S) 

65. PRUEBAS DE SENSIBILDAD: 

INTERMEDIOS 

No. (%) 

(7.1) 

12 (92.3) 

13 

La sensibilidad antimicrobiana realizada por difusión en agar en las 83 cepas con 

resistencia mostró que: el 100 % de las cepas fueron resistentes a penicilina, el 52 % a 

eritromlcina, el 46 % a gentamicina, el 40 % a cloranfenicol, el 28 % a tetraciclina y el 14 

% a amikacina. Los antibióticos con mejor actividad contra estas cepas fueron: 

nitrofurantofna (1.2 %) y vanéomicina (2.4%). En la tabla 6 se muestra la sensibilidad por 
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microdilución de las mismas 83 cepas (aquí los resultados se expresan en términos de 

CMI 50 y CMI 90, es decir la CM! que inhibe al 50 y al 90 % de las cepas 

respectivamente). Se distribuyeron en tres grupos: las cepas RO, aquellas con SI y las 

sensibles a oxacilina. Como puede observarse, las cepas RO mostraron resistencia a 

otros antibióticos, además de la oxacilina: gentamicina 82 %, eritromicina 75 %, 

clindamicina 72 %, amikacina 55 % y fueron totalmente sensibles a vancomicina. 

Eritromicina mostró una MIC SO notablemente menor frente a las cepas sensibles a 

oxacilina, cotrimoxazol reveló pobre actividad frente a las RO y SI y muy buena 

susceptibilidad en las sensibles, rifampicina mostró escasa resistencia en los tres grupos, 

a diferencia de clindamicina que fue pobremente activa contra los diferentes grupos, 

amikadna fue más activa que gentamidna tanto en las cepas resistentes como en las 

intermedias y finalmente, observamos 27 % de resistencia a ciprofloxacina en ERO. Las 

cepas sensibles solamente presentaron resistencia a penicilina y los CM! SO y 90 se 

encontraron en los límites más bajos del rango. En la figura 6.5.2 se esquematizan los 

niveles de sensibilidad en los tres grupos de cepas. 

TABLA 6 

SENSIBILIDAD ANTIMJCROB!t.NA POR MICROD!LUQON DE TRES POBLAOONES 

DE ESTAFILOCOCO IRES!STENTh INTERMEDIO Y SENSIBLE A OXAC[LINAl 

CC M t en ug/m)l 

RESISTENTE5 (40) INTERMEDIOS (13) SENSIBLES (30) 
llang1l L....M_.L Rango l;.__H_! Rango L..1Ll 

50 90 50 90 50 90 

PENIOLINA .0.25-•16 16 16 .0.25-a!6 2 16 dJ.25-a16 05 B 
OXAOLINA 16-a32 32 32 2-8 4 B dJ.S.l 05 1 
VANCOM!CINA .05-8 1 2 dJ.25-2 05 1 dJ.S.2 Ul 1 
ERflROMICINA .0.12-•B B B .0.12-aB B 8 dJ.12-8 0.12 B 
COTRIMOXAZOL' •l.25-.SO 40 80 •l.25-.SO 10 40 •l.25-aBO 1.25 80 
RIFAMP!CINA" dJ.S.a32 05 32 .O.S.16 05 2 dJ.S.16 05 2 
CLINDAMIC!NA .0.25-al6 16 16 .0.25-a16 16 16 .0.25-al6 0.25 16 
AMIKACINA •l->64 8 64 .:l-a64 B 32 1·•32 2.0 32 
GENT AMICINA dJ.25-al6 16 16 dJ.25-al6 4 16 .0.25-1tl6 0.25 16 
CIPROFLOXAC!NA dJ.06-a4 0.25 4 .0.06-2 0.12 05 .0.06-a4 0.12 2 
TETRAOCLINA dJ.S.a32 2 32 dJ.S.a32 2 32 .O.S.a32 05 32 

• Trimetroprim.suUametoxuol . 
.. Concmtradón mlnima detectada en sangre. 
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TABLA 7 
PORCENTA!E DE RESISTENCIA POR MJCRODILUCION DE TRES POBLACIONES DE 

ESTAFILOCOCO 

ANTIB!OTICO RESISTENTE (40) INfEMEDIOS (13) SENSIBLES (30) 
% % % 

PENICILINA 100 100 100 
VANCOMICINA o o o 
ERITROMICINA 7S 61 27 
COTR!MOXAZOL 37 8 7 
RIFAMPICINA 18 8 7 
CUNDAMICINA 72 54 23 
AMIJ(ACINA SS IS 10 
GENTAMICINA 82 38 23 
CIPROFLOXACINA 27 o 3 
TETRACICLINA 2D 31 13 

En la tabla 8 se muestra la actividad letal de penicilina, oxacilina y vancomicina contra 

las 13 cepas con SI, comparado con 10 cepas RO y 10 cepas sensibles. Se observó que 

en las RO no existe diferencia entre la CMI y CMB para penicilina, oxacilina y 

vancomicina. En las cepas sensibles a oxacilina la diferencia para penicilina fue de 2 

títulos, para oxacilina de uno y para vancomicina de dos. En cambio, en el caso de las 

cepas con SI la diferencia entre CMI y CMB para penicilina fue de tres o más títulos, 

para oxacilina de dos o más y para vancomicina de dos titulas. 

TABLA 8 

CONCENJ'RACION MINIMA !NHJBITORIA CCMD Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA 

A PENICILINA. OXACIT.INA Y VANCOMICINA 

SENSIBU.IDAD 
A 
OXACIT.INA 

RESlS'reNTES 
INTERMEDIOS 
SENSIBLES 

No .c~-~M~--~ 
de fL_ º1!!_ Va 

5090 cepas SO 90 SO 90 

10 
13 
10 

:11:16 .11:16 
2 al 
.0.25 2 

a32 a32 1 
4 8 .05 
.05 2 1 
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El efecto sinergista del ácido clavulánico en la CM! y la CMB de oxacilina de cepas RO 

y con SI se muestra en la tabla 9. En las cepas resistentes la CM! de oxacilina no se ve 

afectada por el aumento en la concentración de ácido clavulánico y es por esto que no 

hubo necesidad de realizar CMB. En las cepas con SI al aumentar la concentración de 

ácido clavulánico, tanlo la CM! como la CMB disminuyen proporcionalmente. La figura 

6.5.3 muestra los mecanismos de resistencia y el efecto sinergista con el ácido 

clavulánico. 

TABLA 9 

S!NERGISMO AaDO ctA VULAN!CO-OXACIUNA 

HIPERPRODUCTORAS DE (13) RESISTENTES (({)) 
CONC. DE AaDO fl.LACT AMASA 
CLA VULANICO !;_M_J C M B C M B &....M--ª 

(µg/ml) 50 90 5090 50 90 50 90 

o.o M 128 •128 •128 

0.25 16 128 •128 •128 

o.so 0.5 16 M a!28 •128 

1.00 0.25 2 16 32 •128 •128 

2.00 s{).06 0.12 2 32 •128 •128 

f.00 .0.06 .0.06 .0.06 16 •128 •128 

Un fenómeno semejante a la tolerancia se observó, solamente, en las cepas con SI y se 

vio afectado por la adición de ácido clavulánico de la siguiente manera: la tolerancia 

aumentó de un 15% en aquellas pruebas sin ácido clavulánico a un 30% en aquellas con 

. 0.5 µg/ml y finalmente a 46% en pruebas con 4 µg/ml. 
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Niveles de Sensibilidad por microdilución 

Cepas de ERO 

Cepas ESO 

Cepas de estafilococo 

con SI 

FIGURA 6.S.1. Niyclcs de sensibilidad de cepas ERO, con SI y sensibleJ. 
Pe: penicilina: Va: vancomidna; E: crilromicina; SXT: cotrimonzol: Rifa: rií:lmplcina; Clind: cllndamicina; 
An: 11mibclna; Ge: gcnlamícina; Cipro: dproíloxacina y Te: lctraciclina. 
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MECANISMOS DE RESISTENCIA 

PF:~P3 + A_ - ~"::,~ ~. "·7~ LLJ LLJ Síntesis J 
de '-., 

-.-A Pared 
PFP4 PFP4 LLJ 

~~ ·~:i-CQ~·62/ ·~.J ~G = "'· G /".) 
PFP ~FP, -1=0 l~e/ 

+ ÓJ - R PFP:z. - Contin_úa la 
sfntests de 

-.-A Pared 
PFP4 PFP4 LLJ 

~ ~-c:Q::,~.a 
ílc::J PFP, G PFP, -có 
FIOURA 6.S.J. Esquema de lot: mecanismos de reacción de las cepas m:islcnlcs {R), 

scnsib/ca(S) y ~on Sl(l) frente 1 t:n1acilina y de las cepas con SI frente a la 
combinacidn de oxaeilina y it'ido clavulilnico, PFP: Protcfn,,. fijadora de Penicilina, 
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TABLA ID 

RELACION CM!ICM!l DE OXAC!LINA EN 13 CEPAS DE ESTAFILOCOCO CON 

SENSIBILIDAD INTERMEDIA 

CONC. DE ACIDO 

CLA VULAN!CO(µg/ml) 

o.o 
0.25 

o.so 
!.DO 

:Z.00 

4.00 

NWn. de cepas con 

CM!/C~IB •32 

6.6, ANALISIS DE PLASMIDOS. 

?ó de Tolerantes 

15 

15 

30 

46 

38 

46 

En el análisis de plásmidos se observó una gran variedad de estos fragmentos de DNA 

no cromosómico tanto en las cepas RO como con SI, destacaron los siguientes hallazgos: 

se encontraron 140 plásmidos en las 37 cepas RO que se analizaron ( 3.7 plásmidos por 

cepa en promedio) a diferencia de 31 plásmidos en 10 cepas con SI ( 3.1 plámidos por 

cepa ) (P=0.26, T student); en la tabla 11 se observa que el 28% de las cepas resistentes 

tuvieron seis o más plásmidos, en tanto que, sólo en el 10% de aquellas con SI se 

observó este mismo patrón. 

TABLA 11 

CORRELAQQN QEL NUMERO DE PLASMIDOS CON LA RES!TENCIA Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA 

A OXACILINA EN ERO. 

No. de Plásmidos 

1 
2 
3 
4 
5 

6 6 ""' 

No. de Cepas 
Reslstentes 

ID 
7 
4 
5 
1 
ID 
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No. de Cep3.s 
lntermedlas 

3 
2 
2 
1 
1 
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En las cepas RO y con SI existen tres grupos de plásmidos, de acuerdo a su peso 

molecular (ver tabla 12). El primer grupo, compuesto por plásmidos de 1 a 2 Mdal, 

lo poseen 19 cepas RO y 4 con SI; el segundo, con plásmidos de 2.10 a lS.O Mdal, lo 

tienen 18 cepas RO y 7 con SI y el tercero por plásmidos de más de 15 Mdal, 37 cepas 

RO y 7 con SI.( Ver figuras 6.6.1, 6.6.2, 6.6.3 y 6.6.4 ). En las cepas con sensibilidad 

intermedia no se encontraron plásmidos con pesos moleculares menores de 1.10, de 1.4 

a 2.00 y de 15.5 a 25.0 Mdal. 

TABLA 12 

PESOS MOLECULARES DE LAS CEPAS ERO y CON SI A OXAC!LINA 

RESISTENTES INTERMEDIAS 

Mdal No. de cepas No. de «pa• 

1.00-1.10 

1.25-135 10 

1.4().2.00 12 

2.11).2.50 

2.6G-3.00 10 

3.25-HO 

5.00-7.00 

7.51).15.0 2 

15.S-20.0 

22.S-25.0 

28.1).33.0 12 

>33 27 
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Figura 6.6.1 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plásmido extraído de cepas de 
ERO. En el primer canal se encuentran los fragmentos del fago lambda digerido con 
Hind III (los valores de peso molecular de cada uno de los fragmentos se señalan del 
lado izquierdo). En el segundo canal se encuentra el mismo fago lambda pero sin 
digestión. En los canales 3 a 14 se encuentra el perfil plásmido de 12 cepas de ERO. El 
DNA cromosómico y el RNA remanentes de la extracción se sei\alan del lado derecho. 
Se observan plásmidos de pesos moleculares muy variados. 
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Figura 6.6.2 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plásmido extraído de cepas de 
ERO. En los canales 4 a 13 se encuentra el perfil plásmido de 10 cepas de ERO. 
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Figura 6.6.3 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plásmido extraído de cepas de 
ERO. En Jos canales 3 a 14 se encuentra el perfil plásmido de 12 cepas de ERO. 
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Figura 6.6.4 Electroforesis en gel de agarosa de DNA plásmido extraído de cepas de ERO 
y de estafilcoco con SI. En los canales 10 y 14 se encuentran dos cepas de ERO y en los 
canales 3 a 9 y 11 a 13 cepas de estafilococo con SI. Se observa un menor número de 
plásmidos en las cepas de estafilcoco con SI. 
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7. DISCUSION 

La resistencia a meticilina existe en el INNSZ, aunque su prevalencia es baja y ocurre 

sobre todo en S. epidermidis. El sistema de escrutinio utilizado parece ser más sensible 

que los que se han empleado, y permitió detectar además de las cepas resistentes, otras 

cepas con sensibilidad intermedia, las cuales en realidad deben considerarse como 

resistentes a expensas de la lúperproducción de B-lactamasas y de la tolerancia a B

lactámicos que presentan in vitro. Los microorganismos que resultaron resistentes a 

oxacilina mostraron también un patrón de multirresistencia a aminoglucósidos y 

macrólidos. Los estafilcocos resistentes contuvieron mayor número de plásmidos que 

aquellos con sensibilidad intermedia. 

En el INNSZ, la incidencia de ERO es baja comparada con los resultados reportados por 

Alpuche-Aranda ( 24% en infecciones nosocomiales del Hospital Infantil de México entre 

1986-1989 ) (1). Encontrándose las siguientes diferencias: utilización del método de 

dilución en agar, empleo de meticilina como antibiótico de escrutinio y población 

pediátrica. Giraud y col. ( 16% para S. aureus y 19% para EC- en el lNNSZ entre 1983-

1984 ) (28) y Guiscafré y col.( 0-203 para S. aureus y 12-14% para EC- en el Hospital 

Pediátrico del CMN del IMSS entre 1979-1985 ) (32). Esto pudo deberse a que el 

antibiótico utilizado en esos casos fue la dicloxacilina, un antibiótico que se sabe falla en 

la detección del ERM (45). 

Es importante mencionar que en las cepas de~ se observó un mayor número de 

falsos positivos en el método de escrutinio que en las de EC-, dado que sólo en el 18% 

de los S. aureus se confirmó la resistencia. Este fenómeno puede explicarse por el hecho 

de que, en estos organismos se favorece la producción de B-lactamasas, después de 

incubación a 30'C por 24 h, de esta manera el exceso de B-lactamasa puede hidrolizar 

ligeramente a las penicilinas penicilinasa-resistentes (22,13) utilizadas en el 

procedimiento de escrutinio, es por esto que al realizar el antibiograma por 

microdilución estos organismos resultan sensibles. 

Los resultados de este estudio concuerdan con los de otros trabajos en el sentido de que 

los ERO provienen predominantemente de infecciones de tejidos blandos ( biopsias, 
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secreciones de heridas, absesos y post-mortem ) (63,76). l'or otro lado, se encontró un 

número considerable de ERO proveniente de vías urinarias y líquido de diálisis 

peritoneal, predominantemente EC-, lo que indica una posible relación con catéteres 

urinarios o de diálisis infectados. Todos Jos S. aureus resistentes fueron aislados de 

hemocultivos, esto es de gran importancia porque las bacteremias son las infecciones 

más graves, y el manejo de estas infecciones se complica cuando el germen infectante 

es resistente a los antibióticos de uso habitual. 

Los factores de riesgo que se han asociado con la adquisición del ERO en estudios de 

casos y controles son: estancia hospitalaria mayor de dos semanas (19,8); administración 

previa de uno o más antibióticos (19,76) e infección de herida quirúrgica. En Jos 

pacientes con ERO y con estafilococo SI se observó un tiempo de internamiento previo 

a la detección de 23 y 29 días respectivamente, los pacientes recibieron antibióticos en 

un 68.4 % y 77 % respectivamente y el 40 % de aquellos con cepas resistentes tuvieron 

procedimientos invasivos durante las cuatro semanas anteriores a Ja detección del 

estafilococo, lo cual concuerda con los resultados reportados. Sin embargo, en Jos 

pacientes con aislamieto de estafilococo SI solamente el 8 % tuvo procedimientos 

invasivos. Se desconoce el significado de este fenómeno y conviene realizar mayor 

investigación para definir el valor de ello. 

Generalmente los EC- han sido considerados como co1onizantes o contaminantes, pero 

los resultados de este estudio muestran que más del 40 % de estos microorganismos 

estuvieron asociados a verdaderas infecciones. 

La resistencia a oxacilina no se encontró asociada a una especie de estafilcoco en 

particular, es decir, que su distribución es consecuencia del predominio de EC-. 

Los resultados del antibiograma por microdilución mostraron multirresistencia a 

aminoglucósidos y macrólidos, seguramente en relación a la existencia de numerosos 

plásmidos en estos organismos, como Jo han informado otros autores (54,62). Es 

interesante el hecho de que cotrimoxazol y rifampicina, que han sido reportados 

previamente como opciones de tratamiento contra ERO (71,52), en este estudio 

presentaron una resistencia del 37 %, y del 18 % respectivamente, esto sugiere que 

cotrimoxazol no es en realidad una buena alternativa en las infecciones por ERO en el 
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lNNSZ. Se observó sensibilidad del 100 % a vancomicina, y se midió su CMB sin 

observar tolerancia por lo que éste evidentemente es el antibiótico de primera elección 

(47) a pesar de que se asocia con toxicidad renal y un alto costo. 

Se observaron diferencias entre la CM! SO y CMB 50 ( dos o más títulos} de: penicilina 

en las cepas sensibles a oxacilina y en aquellas con SI; oxacilina sólo en las cepas con SI 

y vancomicina en ninguno de los grupos. De los estafilococos con SI solamente dos 

presentaron tolerancia a oxacilina ( CMl/CMB ~32 ). Es por esto que, ante la duda, este 

tipo de organismos deben considerarse como resistentes, aún cuando no presenten una 

CM1 elevada. 

En las pruebas de sinergismo entre ácido clavulánico y oxacilina en el grupo de 

estafilococo con SI fue claro que conforme se aumentó la concentración del inhibidor de 

B-lactamasas, la CM! a oxacilina disminuyó, no obstante, la CMB a bajas concentraciones 

de ác. clavulánico no se vio afectada, lo cual semeja el fenómeno de tolerancia. Sin 

embargo, con una concentración ~2 ¡tg/ml de ácido clavulánico hubo una disminución 

importante ( de 16 a 2 ¡tg/ mi ) en la CMB. Esto puede deberse a que a mayor 

concentración de ácido davulánico, mayorinhibición de B-lactamasa, por lo tanto la CM! 

disminuye, acentuando la diferencia. Al emplear bajas concentraciones de ácido 

davulánico, las B-lactamasas logran inactivar parcialmente a la oxacilina, deteniendo el 

crecimiento celular, sin muerte, resultando una CM! baja y una CMB alta. A 

concentraciones más altas de ácido clavulánico se bloquea totalmente la actividad de las 

B-lact~masas y de esta forma se hace aparente un microrganismo "sensible'. 

Como previamente se ha descrito, mientras más multirresistencia, mayor número de 

plásmidos. Al comparar las cepas RO y con SI encontramos que en las primeras se 

observaron un gran número de plásmídos con pesos moleculares muy variados, mientras 

que en las segundas, los plásmidos están mejor distribuidos en tres grupos, es decir, que 

contienen plásmidos de bajo, mediano y gran peso molecular, y que existen muchos 

plásmidos presentes en las cepas RO que no aparecen el las cepas con SI. Este es un 

fenómeno que se describe por primera ocasión, dado que previamente, se ha descrito la 

diferencia en el contenido de plásmidos entre las cepas resistentes y sensibles a oxacilina 

(54,62). 
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No se encontró una distribución uniforme de plásmidos que nos rev•lara la posibilidad 

de un brote, aún cuando, por Jos procedimientos de identificación, pudimos deducir que 

en un hospital de baja prevalencia de ERO el germen predominante es S. epidermidis. 

lo que en un momento dado podria confundirse con un brote, sin embargo, se ha 

informado un aumento en el aislamiento de este gennen como agente causal de 

infecciones estafilocói:cicas (48,51,65). 

Se intentó encontrar una relación entre el número de plásmidos y la resistencia hacia 

algunos antibióticos, sobre todo aminoglucósidos, macrólidos, cotrimoxazol y en el caso 

de los organismos hiperproductores de B-lactamasas, hacia penicilina, sin embargo, todos 

las cepas tuvieron un patrón de plásmidos heterogéneo, sin relación con la resistencia. 

Estos resultados son difíciles de interpretar ya que un mismo plásmido puede presentar 

diferentes formas topoisométricas con diferente movilidad cada uno, produciendo 

bandas distintas (83). Además, los procedimientos de concentración de DNA, las 

condiciones de la electroforesis y su interpretación son factores difdciles de estandarizar 

para poder comparar los resultados con los de otros estudios. La digestión por 

endonucleasas ( enzimas de restricción ) y las pruebas de conjugación podrian ayudar 

a diferenciar enh'e formas topoisométricas de un mismo plásmido (54). 
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B. CONCLUSIONES 

B.1. La prevalencia de ERO es baja en el lNNSZ comparada con aquella informada 

por otros hospitales de tercer nivel de atención médica en México. 

B.2. El método utilizado como escrutinio fue más sensible para la detección de ERO 

que el método que se utilizaba previamente. Aunque ocurrieron un número 

importante de falsos positivos de S. aureus . 

8.3. El ERO más importante en el lNNSZ fue S. epidermidis y se aisló principalmente 

de infecciones de tejidos blandos, seguido de infecciones de las vías urinarias y 

de diálisis peritoneal. 

8.4. Los ERO aislados de los pacientes hospitalizados en el INNSZ fueron 

heterorresistentes y presentaron multirresistencia cruzada con aminoglucósidos 

y macrólidos. A diferencia de lo que se esperaba, trimetroprim-sulfametoxazol, 

ciprofloxacina y rifampicina no parecen ser buenas alternativas terapéuticas en las 

infecciones por este germen, por lo que vancomicina sigue siendo la mejor opción 

de tratamiento. 

8.5. Se encontraron cepas de estafilococo con sensibilidad intermedia debida a 

tolerancia e hiperproducción de B-lactamasas, que en realidad son resistentes a 

la acción de las penicilinas penicilinasa-resistentes, y su prevalencia fue 

notablemente más baja que la de ERO. 

8.6. Los pacientes con infección o colonización por ERO y por estafilococo con SI 

tuvieron los mismos factores de riesgo: administración de antimicrobianos, 

hospitalización previa y procedimientos invasivos previos. 
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8.7. No se encontró un patrón uniforme de plásmidos en ERO ni en los estafilococos 

con SI, que indicara Ja existencia de una epidémia. Se encontró relación entre el 

número de plásmidos existentes y Ja multirresistencia a aminogJucósidos, 

macrólidos y trimetroprim-sulfametoxazol, en aquellos estafilococos 

completamente resistentes a oxacilina. 
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9. A P E N D 1 C E S 

9.1. A P E N D 1 C E 1 

METODO PARA DETERMINAR SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN AGAR 

(I<IRBY-BAUER) 

9.1.l. PRINCIPIO: El método de difusión en agar se llevó a cabo agregando una 

cantidad conocida de agente antimicrobiano a un disco de papel absorbente de 6 mm 

de diámetro. Se colocó el disco sobre agar previamente inoculado con el 

microorganismo y se observa una zona de crecimiento inhibido alrededor del disco en 

los microrganismos sensibles. Este zona debe tener una relación lineal demostrada con 

la CMI para la mayoría de los antibióticos, medida por pruebas de sensibilidad por 

microdilución. La NCCLS realiza una evaluación continua al procedimiento, lo que 

permite mantener esta correlación •. 

9.1.2. MEDIOS Y REACTIVOS: El medio de cultivo empleado fue agar MÜeller 

Hinton a pH de 7.2 a 7.4 (25), discos con los antibióticos a probar, hisopos estériles y 

pinzas o aparato aplicador de discos. 

9.13. CEPAS CONTROL: Deben usarse cepas control como el S. aureus (ATCC 25923). 

E. rolí (ATCC 25922), y Ps. aeruginosa (ATCC 27853). 

9.1.4. PROCEDl_MIENTOS (3,45): 

9.1.4.l. Con una asa se tomaron 4 o 5 colonias aisladas-, del mismo tipo morfológico y 

se inoculan en un tubo con caldo MÜeller-Hinton. 

9.1.4.2. Se incubó a 37ºC, hasta que apareció una leve turbidez ( 2 a 5 horas). 

9.1.4.3. Se ajustó la concentración bacteriana, a una turbidez comparada con el 0.5 de la 

escala de McFarland. El ajuste se puede hacer directamente sin necesidad de incubar, 

aunque no es muy recomendable. 

9.1.4.4. Se inoculó et agar MH con un hisopo humedecido con la suspensión bacteriana 

• Esta: técnica ha tldo dlseflada para pradleane s61o con badatas de crecimiento rápido. 

""Et ntt!.sarla tener la upa problema. alalada, tdentifica:da: y en estado de pureza. 
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quitando el exceso de caldo presionándolo y girándolo sobre la pared interna del tubo 

y se inoculó en fonna masiva la placa en tres direcciones para 

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

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

9.1.4.6. Colocación de los discos. 

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

que se pueda prevenir una superposición de las zonas de inhibición y separdos 

del borde de la caja por unos 15 mm. 

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

contacto completo con la superficie. 

c) Dejar reposar la placa durante 15 minutos. 

9.1.4.7. Invertir la caja e incubar en estufa a 37'C durante 16-20 h. 

9.1.4.8. Medir los halos de inhibición con vernier, regla o plantilla por el fondo de la caja. 

9.1.5. lNTERPRETACION: Los halos de inhibición en mm son comparados con los 

diámetros de inhibición de estándares interpretativos: 

Di.S.metros de la zona de lnhlbidón de estindarn inttrpret.atiyog y correl.ad6n aproximada con 
CMI por Mlcrodltud6n 

Zona de inhibición en mm 
ANTIBIOTICO(Carga del disco) R l S 

Nltrofunntofna ( 300 µg) <14 15-16 >17 
• Centamlcina ( lOµg) <12 13-14 >15 

Amilcadna (30µg) <14 15-16 >17 
V ll'ICOmicina ( 30µg) <9 10-11 >12 
Erltromldna ( lSµg) <13 14-17 >18 
TetnelcUna (30µg) <14 15-18 >19 
Ctoranlenkot ( 30µg) <12 13-17 >18 
Penlállna (lOU) <28 

Del NNCLS de 1989. 

Correlación aproximada 
con MIC (¡<g/mt) 
R S 

>10 25 
>8 <6 
> 32 <12 

<5 
>8 <2 
>16 <4 
>25 <12.S 

<1).1 

9.1.6. CONTROL DE CALIDAD: Los diámetros de la zona de inhibición ¡iara el control 
de calidad de las pruebas de sensibilidad por difusión de discos en agar MÜeller-Hinton 
sin sangre u otros suplementos para las cepas control: ~ ATCC 25923, E. coli 
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 son los siguientes: · 
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Zona dl4metro limite ímml 
Am!BJOTICO (C:..rga del disco)~ ATCC 25923 ~ ATCC 25922 P. aerug!nosa ATCC 27853 

N!troluranlo!na ( 300 µg) 18-22 
CentAm!dna ( IO µg) 19-27 
Am!k.adna ( 30 µg) 20-26 
Vancomlclna ( 30 µg) 15-19 
Eritromlc!na ( IS µg) 22·30 
Telrac!c!!na ( 30 µg) 19-28 
Cloranlenlcol ( 30 µg) 19·26 
Penlclllna ( JO U ) 26-37 
Oxaclllna ( I µg) 18-24 
Colrl.tnOJ<AZol (1.25/23.75 µg) 24-32 

18-25 
21-27 

24-32 

16-21 
18-26 

9.1.7. MANEJO DE LOS DISCOS: Los discos se deben mantener en congelación (-20'C) 

para guardado de varias semanas o meses y en refrigeración (4-8'C) para guardado de 

días y ponerlos a temperatura ambiente durante 1 ó 2 horas antes de utilizarlos. 

Descartar los discos vencidos. 

Las causas más comunes de error en Jos resultados son: 

9.1.7.1. Preparación defectuosa del medio de MÜeller-Hinton suplementada con calcio 

y magnesio o uso de otros medios de cultivo. 

9.1.7.2. Inadecuada conservación de los medios de cultivo y sensidiscos. 

9.1.7.3. lnóculo bacteriano incorrecto. 

9.1.7.4_. Exceso de bacterias en el hisopo al aplicar la suspención bacteriana. 

9.1.7.5. No respetar los tiempos de inoculación. 

9.1.7.6. Exceso de incubación antes de aplicar los sensidiscos. 

9.1.7.7. Alteración de los antibióticos: 

a) Inactivación 

b) Concentración 

c) Difusión 

9.1.7.8. Cambio en la temperatura de la estufa de incubación. 

9.1.7.9. Empleo de cultivos con mezclas de bacterias. 

9.1.7.10. Lectura del resultado antes de las 16 horas o después de las 18 horas de 
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incubación. 

9.1.7.11. Error en las medidas de las zonas de inhibición. 

9.1.7.12. Falta de cepas control. 
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9.2. A P E N D 1 C E 11 

METODO PARA DETERMINAR SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION (NCCLS) 

9.2.1. PRINCIPIO: Los cultivos bacterianos se exponen a diluciones seriadas de cada 

agente antimicrobiano a probar, después de lo cual, la concentración de droga que inhibe 

el crecimiento se determina por inspección visual. 

9.2.2. EQUIPO E INSTRUMENTAL: Se emplearon placas de plástico moldeado con 8 

hileras de 12 pocillos pequeños (0.2 mi) de fondo en forma de U y esterilizadas con 

óxido de etileno, micropipetas y microdilutores calibrados a 50 ¡ti y espejo de lectura. 

9.2.3. MEDIO DE CULTIVO: Se empleó caldo Müeller-Hinton suplementado con 100 

µg/ml de iones Ca", 50 µg/ml de Mg'' y 4% de NaCl. Para determinar la CM! de 

trimetroprim-sulfametoxaxol, el caldo Müeller-Hinton se complementó con sangre 

hemolizada de caballo (80). 

9.2.4. CEPAS CONTROL: Se utilizaron como cepas control: S. aureus ATCC 29213 y 

Streptococcus faecalis ATCC 29212. Cuyos valores de concentración mlnima inhibitoria 

(CM!) frente a algunos antibióticos se muestran en la siguiente tabla: 

l\angol aceplables de Control de Calidad de CM! (pg/ml) para cepas de ~ 

C M ! !uglmll 

ANT!B!OTICO ~ S. r.aealis 
ATCC29213 ATCC29212 

Penldllna IJ.25.1.0 l.<J.l.O 
Oxadllna 0.12-0.S B.0.32 
Vanccmidna 0.5-2.0 l.<J.l.O 
Erltromldno 0.12.0.s 1.0-4.0 
Cotri!l\OltUOl (T/S) 0.5/9.5 0.5/9.S 
Rllampldna 0.008-0.03 1.0-4.0 
Olndamlclna 0.06-0.25 4.0.16 
Amll<adna 1.G-40 64-256 
Gentamldna 0.12-1.0 4.0.16 
Clproftoxaclna 
Tetnclcllna 0.25-1.0 8.0.32 
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9.2.5. SOLUCION DE ANTIMICROBIANOS: La cantidad a pesar de cada uno de los 

antibióticos para preparar las soluciones stock, depende de la potencia de la sal y de la 

concentración absorbida en sangre de cada uno de los antibióticos. En la siguiente tabla 

se muestran los disolventes, diluyentes, concentración y potencia de los antibióticos 

empleados: 

ANTIB!OTICO LABORA TOIUO POTENCIA CONCENTRAOON DISOLVENT!l D!LuYENTE 

Penicilina Bristol 1555 32,.g/ml 
Oxadllna Briatol 8S7 64,.g/ml 
Vmcomidna Ully 985 64 ,.g/ml 
l!ritromldna Abbott 685 16,.g/ml 
Cotrlmoxuol Roche 1000/100 16/300 l'giml 
Rllampklna• Brlstol 993 64 ,.g/ml 
Olndamlcina UpJohn 847 32,.g/ml 
Amllcadna Briatol 905 128,.g/ml 
Gentamldna Sheramex 643 32jlg/ml 
Qprolloxadna Mil., BS8 8,.giml 
Teb'adclina Bdatol 995 64 ,.g/ml 

' La 10lud6n de rilamptdna d•be cubrln. pua evitar au oxidodón. 

La fórmula para determinar el peso es la siguiente: 

Peso: Concentración x Volumen x 1000 
Potencia 

/\gua De<lon. /\gua Dnlon. 
Agua. Desion. Agua Des:ion. 
Agua Des.fon. Agua Desion. 
Etanol 951' Agua Deslon. 
HCJ0.5N/Na0H0.05N /\gua De.i:n 
Metano! Agua De.Ion. 
Metanol Agua Oedon. 
Agua Deaion. Agua Oealon. 
/\gua Dffion. /\gua Dealon. 
/\gua Dffion. Agua Dffion. 
/\gua Dffion. /\gua Deslon. 

Las soluciones stock se prepararon y congelaron en alícuotas, de tal manera que se 

descongeló solamente la cantidad a utilizarse cada vez. Estas se mantuvieron congeladas 

aproximadamente un mes y una vez descongeladas no volvieron a congelarse. 

9.2.6. PREP ARACION DE MICROPLACAS: Las placas están formadas por 8 columnas 

(de la A a la H) de 12 lúleras cada una (del l al 12). Se colocaron 50 µ.! de medio de 

cultivo de la columna B hada abajo A continuación se colocaron 50 ¡d de la solución 

stock de antibiótico en las columnas A y B, se procedió a diluír con el microdilutor 

desde la columna 8, hasta la G, agitando perfectamente cada columna (la H no se toca) 

y se desecharon los 50 µ.I sobrantes. El microdilutor se lavó perfectamente después de 
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cada dilución, para evitar que el antibiótico cristalizara en él, se esterilizó a la flama y 

se dejó enfriar para volverlo a usar. La columna H debe contener la bacteria sin 

antibiótico como control de calidad de crecimiento. 

9.2.7. PREPARACION DEL INOCULO: Se hizo una suspensión en caldo BHI con un 

cultivo fresco de las cepas (18-24 h de incubación) hasta obtener una turbidez del 0.5 de 

McFarland. De esta suspensión se tomaron 10 µl y se transfirieron a un tubo con 10 ml 

de PBS (NaCl 0.8%, KH2PO, 0.02%, Na2HPO, 0.3% y KCl 0.02%), para lograr una 

concentración final de 1.5 x 10' UFC/ml. 

9.2.8. INOCULACION E INCUBACION DE LAS PLACAS: Las placas se inocularon 

en todos los pocillos con 50 µl de la suspensión. En cada una de las placas debe ir la 

cepa control. Una vez inoculadas se incubaron a 37ºC por 16-18 h y se cubrieron con 

papel estaño para evitar contaminaciones y I o evaporación del medio de cultivo. 

9.2.9. INTERPRETACION: Después de la incubación se procedió a la lectura de las 

placas, con ayuda del espejo. La CM1 se tomó como la menor concentración sin turbidez 

visible o un botón de células en el fondo del pocillo. El valor de CMI de corte para 

determinar a las cepas resistentes se tomó de las tablas del NCCLS (1989). 
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9.3. APENDICE 111 

METODO PARA DETERMINAR CONCENTRACJON MINIMA BACTERICIDA 

(CMB) A PARTIR DE MICRODILUCION (46). 

9.3.1. INTRODUCCION: La CMB de un antibiótico es la concentración que es letal 

cuando menos para el 99.9% de un inóculo bacteriano estandarizado. 

9.3.2. PRINCIPIO: Pocos antibióticos inhiben el crecimiento bacteriano sin matar a los 

microrganismos, pero la mayoría de los antibióticos modernos exhiben una actividad 

letal menor. La concentración de droga que inhibe el crecimiento es muy cercana a la 

concentración que produce la muerte de la bacteria ( con diferencia de 1 ó 2 diluciones 

). En algunas situaciones, existe gran diferencia entre las concentraciones inhibitorias y 

letales, lo que sugiere tolerancia al antibiótico. La tolerancia ha sido operacionalmente 

definida como una diferencia de al menos 1:32. 

9.3.3. MATERIALES Y REACTIVOS: Además de los mismos reactivos y materiales 

que se utilizan en la determinación de MIC se necesitaron: 

- Placas de agar sangre de camero 

- Pipetas calibradas a 10 µl y puntas estériles. 

9.3.4. SUBCULTIVO DE LAS PLACAS DEL MIC Cada una de las placas de agar 

sangre de camero se dividió en 8 partes y en ellas se subcultivaron lO¡d de las diluciones 

del antibiótico. Las placas se incubaron a 35ºC por 18 horas. 

9.3.5. LECTURA: Las placas se le.en tomando como CMB la dilución anterior a la que 

se observe el crecimiento de al menos dos colonias. 

9.3.6. INTERPRETACION: El número de células en el inóculo para el MIC fue de 1.5 

x 10' UFC/ml. En 10 µl entonces hay 1500 colonias. Si el antibiótico destruyó al 99.9% 

de éstas, la CMB será aquella en la que se observe crecimiento de al menos una colonia. 
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9.4. A P E N D I C E IV 

METODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 

(CMI¡° Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL 

SINERGISMO ENTRE ACIDO CLAVULANICO Y OXACILINA POR 

MICRODILUCION (3). 

9.4.1. PRINCIPIO: Existen cepas con sensibilidad intermedia, el mecanismo de 

resistencia de estas cepas no es el mismo que el de las cepas verdaderamente resistentes, 

y se cree que consiste en la hiperproducción de fl..lactamasas. La manera más sencilla 

de confirmarlo, es observando el efecto en la CMI y CMB de oxacilina frente a diferentes 

cantidades de un inhibidor de ll-lactamasas como el ácido clavulánico. 

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

microdilución. 

9.4.2. SOLUCIONES DE ANTIMICROBIANOS: Se necesitan 150 mi de medio de 

cultivo para oxacilina ( caldo Müeller-Hinton suplementado con 100 µg de Ca'', 50 µg 

de Mg" y 4% de NaCI), 20 mi de solución stock (J6µg/ml) de ácido clavulánico 

(Boecham), disuelto en el MH y 10 mi de solución stock (256µg/ml) de oxacilina 

(Bristol). 

9.43. PREPARACION DE LAS PLACAS: Se colocan las placas en posición vertical, sólo 

son necesarias 7 columnas (de la A a la G). Las diluciones de ácido clavulánico serán de 

4 a 0.25 µg/ mi, una hilera para oxacilina sin inhibidor y la otra para el control. Las 

diluciones de oxacilina serán de 128 a 0.12 µg/ml. Ambos antimicrobianos se diluirán 

1:2 cada vez. El procedimiento es el siguiente: 

a) Se colocan 50 µl de medio de cultivo (sin ác. davulánico) de las columnas B a la G 

(menos en la hilera 1). 

b) Se agregan SO µl de la solución stock de ác. clavulánico en la columna A y B (menos 

en 1). 

e) Se procede a diluir de la columna B a la E (F y G no se tocan), eliminando los 50 µl 

sobrantes. 
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d) Se colocan 50 µ1 de la solución stock de oxacilina en la hilera 1 y 2. 

e) Se procede a diluir de la hilera 2 a la 11 (la 12 no se toca), eliminando los 50 µ1 

sobrantes. 

La concentración de ác. clavulánico en la columna A será de 4 µg/ml y la de oxacilina 

en Ja hilera 1de168 µg/ml, ambas antes de inocular. En este momento las placas están 

listas para inocularse o congelarse a -40ºC al igual que las soluciones de antimicrobianos 

sobrantes. 

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

9.4.5. LECTURA: Las lecturas deben realizarse a las 24 y 48 horas, registrando la CM! 

de oxacilina (comenzando a contar por 168 µg/ml) en presencia de 4, 2, 1, 0.5, 0.25 y O 

µg/ mi de ác. clavulánico. La CM! de ác. clavulánico se lee en la línea 12. 

NOTA: Para que las lecturas sean válidas, el control debe tener una CM! entre 0.12 y0.5 

µg/ mi de oxacilina. 

9.4.6. DETERMINACION DE CMll: Para determinar la CMB a partir del método de 

Microdilución, se divide una caja de petri de gelosa sangre de camero en 8 partes. 

Después de leer la CM! a las 48 horas, se toman 10 µ1 de cada pozo y se siembran en 

cada una de las partes de la caja. Sólo se siembran 7 diluciones arriba del primer pozo 

con crecimiento. Se necesita una caja para cada una de las concentraciones de ác. 

clavulánico. Las cajas se incuban a 37°C por 24 horas y se leen de la misma forma que 

en microdil ución. 
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9.5. A P E N D 1 C E V 

METODO PARA LA EXTRACCION ALCALINA DE DNA PLASMIDO DE 

ESTAFILOCOCO Y ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

9.5.1. INTRODUCCION. 

Los plásmidos son moléculas circulares de DNA con doble cadena, covalentemente 

cerrada, las cuales se encuentran en el citoplasma de los procariotes. Su organización 

es parecida a la del cromosoma bacteriano, con genes que aseguran su replicación, 

mantenimiento y distribución a células hijas durante la división celular (43). Son 

elementos de DNA con autonomla replicativa, es decir, pierden el marcador espontánea 

y frecuentemente, sobre todo después de la acción de agentes físicos o qu!micos. Esta 

pérdida es irreversible, perdiéndose dos o más caracteres simultáneamente (21). 

Algunos plásmidos, generalmente los de bajo peso molecular, pueden encontrarse en 

múltiples copias en una célula bacteriana simple, mientras que los plásmidos más 

grandes generalmente tienen una replicación restrictiva y existen en pocas copias. Puede 

haber genes codificados en plásmidos no esenciales, los cuales promueven la 

conjugación, y la transferencia de plásmidos a una célula receptora. Los plásmidos 

grandes son los que con mayor frecuencia contienen estos determinantes de conjugación. 

Los plásmidos más pequeños pueden ser transferidos o movilizados por un plásmido 

conjugativo (43) entre bacterias del mismo o de diferentes géneros. Generalmente todas 

las funciones requeridas para la transferencia, incluyendo la síntesis del pili, están 

codificadas en genes del mismo plásmido. Entonces, después de transferirse a un 

segundo huésped, estos genes pueden capacitar al receptor (transconjugante) para 

convertirse en donador en otra ronda de conjugación. Este proceso puede ser repetido 

varias veces (43). 

Los plásmidos pueden transportar genes que codifican para otras funciones además de 

la transferencia y replicación, como la resistencia a antibióticos y la producción de 

toxinas, adhesinas, enzimas metabólicas, etc. Los plásmidos que contienen secuencias 
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que codifican para la resistencia a antibióticos son conocidos como factores R o R 

plásmidos. Recientemente se ha descubierto que la resistencia a antibióticos mediada 

por plásmidos es frecuentemente portada en transposones, que son segmentos de DNA 

que pueden insertarse por si mismos en varios sitios del genoma, independientemente 

del proceso de recombinación ordinario. Dentro del transposon se encuentran genes 

relativos a funciones de inserción. Los transposones pueden contener también genes que 

codifican para la producción de toxinas. La promiscuidad de los transposones brincando 

de un DNA a otro, ya sea a un plásmido, cromosoma o fago, es el factor principal en la 

diseminación de la resistencia a antibióticos (43). 

La mayoría de los plásmidos que se encuentran en aislados clínicos se denominan 

"cipticos", por que los productos de sus genes no han sido aún determinados. La 

distnbución de los plásmidos cipticos en casi todos los géneros de bacterias de 

importancia clínica, sirven como una especie de marcadores de la cepa. La técnica de 

la "huella digital" de plásmidos explota la propiedad de muchas especies bacterianas de 

transportar un "exceso de equipaje" y se ha convertido en un arma poderosa para 

investigar epidemias. El principio de esta técnica es que los aislados de la misma cepa 

contienen el mismo número de plásmidos, con los mismos pesos moleculares, y tienden 

a tener fenotipos similares, mientras que aquellos aislados fenotípicamente distintos 

también tienen diferentes "huellas digitales" (43,21). 

El procedimiento de extración alcalina se basa en la estructura del DNA plásmido, 

cadenas supercoloidales covalentemente cerradas que no se desnaturalizan bajo la 

exposición a un pH alcalino(22). 

9.5.2. MATRIALES Y EQUIPO. 

Fueron necesarios tubos de polipropileno tipo Eppendorf (1.5 mi), microccntrlfuga capaz 

de generar S-10 000 x g, micropipetas de 2-10, 10-100 y 100-1000 µ!,puntas estériles, una 

unidad para electroforesis horizontal submarina (Maxiphor, LKB), una fuente de poder 

(EPS 500/400, Pharmacia), un transiluminador de luz UV (UVP, INC,), una cámara 

Polaroid MD4 con película tipo 55 (43) y los siguientes reactivos: 
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SOLUCION l. 
EDTA (O.S M, pH 8.0) 
Tris (1 M Tris hidrochloride, pH 8.0) 
Glucosa (20% p/v) 
Agua destilada 

SOLUCION2. 
NaOH (lON} 
Dodecil sulfato de sodio (20% p/v 
en agua) 
Agua destilada 

SOLUCION 3. 

0.2ml 
0.2S mi 
0.4S mi 
9.Sml 

0.2ml 

O.Sml 
9.3ml 

Acetato de sodio, 3 M, pH 4.8. Para 100 mi, 0.3 moles de acetato de sodio 
(rehidratado) y SO mi de agua destilada. Se ajustaelpHa4.8conácidoacético 
glacial. El volumen final de 100 mi se alcanza con agua destilada. 

BUFFER TE. 
10 mM Trs pH 7 
0.1 mMEDTA 

BUFFER TES. 
30 mM Tris, pH 8.0 
SmMEDTA 

SOmMNaO 

MEZCLA COLORANTE. 
Glicerol SO mi 
EDTA(O.S M) 7 mi 
Azul de Bromofenol S mg 
Llevar a 100 mi con agua destilada. 

ETANOL AL 9S%, • 20ºC. 

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

BUFFER TRIS.BORATO (lx hecha de una solución stock lOx) 
89 mM Tris, pH 8.2 
2.S mM Na,EDTA, pH 8 
89 mM de Acido Bórico. 

BROMURO DE ETIDIO. 
Solución stock de rn·mg/ml; concentración final aproximadamente de O.S a 
1 ¡.g/ mi en agua destilada. 
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CALDO L. 
Bacto-Tripton (peptona) 
Extracto de Levadura 
NaCI 
Ajustar pH a 7.3 

SOLUC!ON CONCENTRADA DE RNAsa. 

1 % 
o.s % 
o.s % 

1 mg/ml (Sigma) en buffer TES, calentar a ebulllción durante lS min.hacer 
alicuotas de SO µl y congelar a -20'C hasta su utilización. 

SOLUC!ON STOCK DE LISOSTAF!NA. 
1 mg/ml (Sigma) en buffer TE. 

ESTANDARES DE PESO MOLECULAR. 
Fago Lambda digerido con Hind Hí 

9.S.3. PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR DNA PLASMIDO.(Modificado del 
método de Bimbom and Doly (22). 

9.S.3.1. Se cultivaron las cepas durante 16-18 h (a la zona estacionaria del crecimiento 

celular) en S mi de caldo L (medio de cultivo mínimo suplementado con antibióticos y 

requerimientos nutricionales apropiados). Se transfirió el cultivo a un tubo de 

microcentrífuga y se centrifugó por 10 min (10 000 x g). Se decantó el sobrenadante y 

se lavó una vez con buffer TE decantando y eliminando las últimas gotas con papel 

secante (60). 

9.S.3.2. Se diluyó la solución stock de lisostafina a una concentración final de 130 µg/ml 

en la solución l. Se suspendió el precipitado celular en 100 µI de la solución 1 con 

Iisostafina mezclándose por inversión o con un vortex. Se congeló a -70'C durante 10 

min y se dejó a temperatura ambiente hasta descongelacion (18) introduciéndose en un 

baño o estufa a 37'C, por 30 min. En esta etapa la pared celular se debilita por la acción 

de la enzima en los enlaces que la constituyen. 

9.S.3.3. Se añadieron 200 µl de la solución 2, y se mezcló muy suavemente por inversión 

solamente, dejando en hielo por 5 min. La solución se volvió clara y viscosa, como 

resultado de la lisis celular y desnaturalización de los ácidos nucléicos, debida a la 
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elevación del pH hasta valores de 12-12.5 (21). 

9.5.3.4. Se añadieron 150 µ) de Ja solución 3, mezclando por inversión, y manteniendo 

durante 1 h en hielo. En esta etapa de neutralización precipitan con el SDS las protelnas, 

el RNA de alto peso molecular y el DNA cromosoma), que al renaturalizarse lo hace en 

forma desordenada dando Jugar a agregados que arrastran a las demás macro moléculas. 

9.5.3.5. Se centrifugan Jos tubos por 5 min y se transfieren 400 µl del sobrenadante en 

un tubo de microcentrifuga limpio. Se añade 1.0 mi de etanol enfriado a -20ºC 

mezclando por inversión y dejando a -20ºC por 30 min. En este lapso precipitan las 

moléculas de DNA y de RNA y protelnas que no hayan precipitado con la solución 3. 

9.5.3.6. Se centrifugaron Jos tubos congelados, con Jos tubos orientados en la centrifuga 

de tal manera que el precipitado se depositó en el mismo lugar en cada tubo. Se 

decantó el sobrenadante, teniendo cuidado de no dislocar la pequeña cantidad de DNA 

precipitado en la pared del tubo. Se lavó el precipitado añadiendo de 1 a 2 mi de etanol 

al 95% a -20ºC a cada tubo, sin dislocar el precipitado. El tubo se invirtió y se drenó 

inmediatamente sin permitir que el precipitado se resuspendiera. 

9.5.3.7. Se secaron los tubos perfectamente al vado para eliminar el alcohol residual, 

utilizando un desecador al vado (si no se dispone de uno, pueden ser secados al aire 

a temperatura ambiente durante varias horas). 

9.5.3.8. El precipitado se suspendió en 50 µ) de buffer TES, con 40 µg/ml de RNAsa 

pancreática libre de DNAsa e incubó a 37°C por 30 min. 

9.5.3.9. Se tomaron 10 µl de la preparación de DNA y se añadieron 5 µI de la mezcla 

colorante, aplicando al gel como se explica a continuación. 

9.5.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

9.5.4.1. PRINCIPIO: Las moléculas de DNA y RNA son capaces de migrar en un gel 

de agarosa empujadas por corriente eléctrica. El grado de migración es inversamente 

proporcional al peso molecular, por Jo tanto moléculas de diferente tamaño aparecen 

como bandas diferentes en e! gel. El peso molecular de un plásmido se puede extrapolar 

de una curva obtenida trazando la distancia migrada desde el origen contra el logaritmo 
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del peso molecular de los plásmidos de tamaño conocido, los cuales deben correrse 

simultáneamente en el mismo gel (50). El grado de migración depende además de la 

corriente aplicada, al sistema buffer en que se corre y del tamaño de poro del gel. 

9.5.4.2. PROCEDIMIENTO: 

9.5.4.2.1. Se unieron las placas de vidrio con los espaciadores, manteniéndolas unidas 

firmemente con sujetadores. Se pipetearon 2 mi de agarosa fundida entre las placas para 

sellar el fondo del molde y se dejó solidificar a temperatura ambiente por 10 minutos. 

9.5.4.2.2. Se colocó el peine, evitando que éste llegara al fondo del molde, fijándolo con 

los sujetadores. Se virtió la agarosa remanente con cuidado en el molde, evitando la 

formación de burbujas. El gel se dejó solidificar a temperatura ambiente. 

9.5.4.2.3. Se quitaron los sujetadores, las placas, espaciadores y peine con mucho cuidado 

para no romper el gel. El exceso de agarosa se eliminó con un hisopo empapado de 

buffer Tris-borato. 

9.5.4.2.4. Los electrodos se colocaron en ambos extremos de la cámara, sujetándolos con 

tela adhesiva. La corriente migra del polo negativo al positivo. Ambos extremos de la 

cámara fueron llenados con buffer Tris-borato. 

9.5.4.2.5. Las muestras de DNA, incluyendo el estándar, se colocaron con pipetas 

delgadas o tubos capilares. 

9.5.4.2.6. Se conectaron los electrodos a la fuente de poder y se corrió a 80 V 

(aproximadamente a 100 Amp) por 4 a 5 horas. La extensión de la migración fue 

seguida observando el recorrido del colorante. La fuente de poder se apagó cuando el 

colorante alcanzó el final del gel. 

9.5.4.2.7. Se transfirió el gel a una bandeja que con 200 mi de agua mezclada con 

bromuro de etidio (0.5 µg/ml). Se utilizaron guantes cuando el gel teñido se manipuló 

con este potente mutagénico. 

9.5.4.2.8. Después de teñir por 30 minutos, el gel se transfirió a una bandeja con agua 

por 5 min. para desteñir. En ese momento el gel está listo para ser visto y fotografiado 

a través de un transiluminador de luz UV y la cámara Polaroid, manteniendo el 
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obturador abierto por S segundos. Se utilizaron siempre gogles o lentes especiales 

mando el gel se obseryó a través del transiluminador para prevenir quemaduras de 

córnea. 

9.5.4.2.9. Una vez tomada la fotografía, el gel y la solución de teñido y desteñido se 

neutralizaron con hipoclorito de sodio al 10% y se desecharon. 

' Dlgeslión dt fago lambda por Hind lll. 
l. Tomar 20 µl de fago lambda (IBI) 
2. Agregar 5 µl de buffer d• Hind m 10 X (10 mM Tri>-HO pH 7.5, 60 mM de Nao. 7 mM de MgCJ,) 
3, Agregar 20 U de la enzima de tt•lrlcdón Hind lll (aproxlmadamen!• de 1 a 2 µ!). 
4, Mantener t ha are, y de$put!s 10 mín a 6Q..7Crc, para tnactivar la enzima. St congela a ~20•c. 
5. Pua cornr, se toman 5 µl de l.tmbda/Hlnd la ae apgan 5 µ.I de inezcla colorante y se lleva a 20 #Ll con 

buffttTES. 
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