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Lo mds bello que podemos experimentar es el lado misterioso de la vida. Es el

sentimiento profundo que se encuentra en la cuna del arte y de la ciencia verdadera.

Albert Einstein
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, de 0.5 a
1.5 mm de diametro, que se presentan aislados, en pares, tétradas o
cadenas cortas y en grupos irregulares. Son bacterias catalasa positivas,
inmoviles, oxidasa negativas y la mayoria de las especies que lo forman son
anaerobias facultativas. Staphylococcus aureus es de las 35 especies que
tiene el género la de mayor importancia, que se distingue por ser coagulasa
positiva, fermentador de varios azucares, entre ellos, el manitol, altamente
resistente al calor y la desecacion y puede crecer en condiciones de salinidad
(NaCl 7,5% p/v) (Banerman T, 2002).

S. aureus es considerado parte de la flora normal del hombre, siendo la
colonizacion de las fosas nasales el reservorio primario y la fuente usual de
infeccion, por lo que debe ser considerado como un patdégeno oportunista
(Casewell M, et al. 1986; Moss B, et al. 1948; Williams R, et al. 1946). Capaz
de causar un amplio espectro de enfermedades asociadas con elevada
morbi-mortalidad, logrando variar desde infecciones cutaneas, tales como,
impétigo, infecciones de heridas, infecciones asociadas a elementos
prostéticos (protesis), hasta infecciones sistémicas con riesgo de vida
(endocarditis, osteomielitis, neumonia, meningitis, bacteriemia), vy
enfermedades producidas por toxinas (intoxicacion alimentaria, sindrome de
la piel escaldada o sindrome de shock toxico) (Morton N, 1990; Jones M,
1999). Su protagonismo ha crecido en las ultimos décadas gracias al mayor
aislamiento de una nueva cepa, S. aureus meticilino resistente (SAMR), y la
aparicion de cepas con multiresistencia. Hasta hace poco considerado
patdogeno principalmente nosocomial, hoy cobra real importancia como

patdogeno comunitario (Bearman G, 2004; Naimi T, et al. 2001).
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Estudios epidemioldgicos de portacién nasal de S. aureus han estimado que
el 20 - 40% de las personas adultas son portadoras, distinguiendo 3 patrones
de portacion diferente: persistente, intermitente y no portador (Fekety
F.1964), con porcentajes que pueden ir desde el 30% de la poblacidn
persistente, 50% en portadores intermitente y un 20% que nunca ha sido
colonizado (Mandell G, et al.1997; Marjolein F, et al.1999). De igual forma
asociados con diversos factores de riesgo entre los que podemos destacar:
internacion (centros asistenciales o casas de salud) reciente, enfermedades
alérgicas, exposicion a antibioticos, enfermedad cronica, drogas de adiccion
o contacto cercano con personas con los factores de riesgos anteriores
(Oliveira D, et al. 2002; Aires De Sousa, et al. 2001).

Segun lo descrito en la literatura, la prevalencia de portacion nasal por S.
aureus puede variar de acuerdo a la poblacion en estudio, encontrando que
el personal de salud es mas propenso a su colonizacién con porcentajes que
pueden llegar al 56 % en contraste con 26% de la poblacion general
(Kluytmans J, et al.1997; Walker T, 2000), habiéndose reportado en
numerosas ocasiones el rol de este personal como transmisor y reservorio de
cepas epidémicas (Yu V, et al. 1986; Zimakoff J, et al.1996; Opal S, et
al.1990). Parte de este personal de salud altamente vulnerable corresponde
a los estudiantes de medicina, que viven en contacto directo no solo con el
personal clinico si no también comunitario en sus diferentes practicas y si le
sumamos a esto el escaso control de las infecciones a nivel hospitalario
llevan a establecerlo como un grupo en alto riesgo para la colonizacién de
S. aureus (Baliga S, et al. 2007, Stubbs E, et al.1994, Werner E. et al.2004).

Lo descrito anteriormente genero interés en el grupo de Genética y Biologia
Molecular de la Universidad de Cartagena y gracias al convenio

interinstitucional existente entre esta institucion y la Universidad de Sucre, se
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brindd la oportunidad de realizar una pasantia en el primer semestre del 2008
que permiti6 conocer el porcentaje de estudiantes de medicina de la
universidad Cartagena colonizados por Staphylococcus aureus, el patron de
susceptibilidad de los aislamientos y los factores de riesgo asociados a la
colonizacion de este grupo. Esperamos que este estudio contribuya a la
generacion de programas que favorezcan al control de este agente infeccioso

dentro de esta poblacién.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de colonizacion nasal de Staphylococcus aureus,
la susceptibilidad antibidtica y la asociacién con posibles factores de riesgo,
en los estudiantes de medicina de la universidad de Cartagena en el primer
semestre del afio 2008

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Apropiar conocimientos teoricos y practicos en los avances de la

Microbiologia basica y aplicada.

e Adquirir destrezas en la recoleccién y transporte de muestras nasales

para su conservacion y procesamiento en el laboratorio.

e Obtener habilidades en el manejo de cultivos in Vitro, para el

aislamiento de S. aureus mediante la utilizacion de medios selectivos.

e Identificar cepas de S. aureus provenientes de muestras nasales

mediante diferentes pruebas bioquimicas.

e Establecer el patrén de susceptibilidad antibiética de cada uno de los

aislamientos de S. aureus.

e Determinar la asociacion existente entre la portacion nasal y los

posibles factores de riesgo evaluados en la poblacién.

13



CAPITULO 1. INFORME CRITICO

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica.
Desde hace muchos afios se le ha reconocido como uno de los principales
agentes patdgenos para el humano. Es un coco gram-positivo, no moévil, que
no forma esporas, es anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones
aerobias. Forma parte de la familia Microccocaceae, y el género
Staphylococcus el cual contiene mas de 35 especies diferentes y muchas de
éstas son habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del
hombre. Microscopicamente las colonias son de 1-3 mm, convexas, lisas,
brillantes y de color blanco o dorado en medios sélidos debido a la
produccion de un pigmento carotenoide, la mayoria de sus cepas son beta-
hemoliticas en agar sangre y suele ser identificado mediante una serie de
pruebas bioquimicas entre las cuales tenemos: 1) test de catalasa positivo,
que lo distingue de los estreptococos, 2) test de coagulasa positivo que lo
distingue de las otras especies de estaflococos denominados por ellos
coagulasa negativo (S. epidermidis y S. saprophyticus, entre otros), 3)
fermentacién de manitol a diferencia de S. epidermidis y 4) sensibilidad a la
novobiocina a diferencia de S. saprophyticus que fermenta ocasional mente
el manitol. (Waldvogel F. 2000)

S. aureus posee un alto grado de patogenicidad que se produce al
combinarse los factores de virulencia de la bacteria con una disminucion de
las defensas del huésped. En su accionar intervienen los componentes de la
pared celular y la produccion de enzimas y toxinas favorecedoras de la
invasion tisular, ademas de su capacidad para diseminarse y multiplicarse en
los tejidos del huésped (Miller M, Y B. Bassler. 2001).

14



COMPONENTES DE LA PARED:

Peptidoglicano: Es el componente basico de la pared de S. aureus le
confiere resistencia y tolerancia osmoética tiene importantes propiedades
biolégicas: presenta actividad endotoxica, desencadena la produccion de
interleucina -1 por los monocitos, estimula la quimiotaxis y agregacién de los
leucocitos, activa el complemento e induce la produccién de anticuerpos

opsonizantes (Mandell G, et al. 2000).

Acido teicoico o polisacarido A: son polimeros de fosfato especificos de
esta especie, pueden estar unidos covalentemente al péptidoglicano de la
pared o ligados a los lipidos de la membrana celular. Su funcion es mediar
en la unién de los estafilococos a la superficie mucosas mediante uniones
especificas a la fibronectina. Tiene la capacidad de inducir la produccion de
anticuerpos (Mandell G, et al. 2000).

Capsula externa o gluococalix: Es de naturaleza polisacarida, facilita la
adherencia de las bacterias y tiene capacidad antifagocitaria. Se han descrito
11 serotipos capsulares, de los cuales los serotipos 5 y 8 son los que se
asocian con la mayor parte de las infecciones (Miller M, Y B. Bassler. 2001).

ENZIMAS:

Son sustancias que producen su accidn en zonas proximas al foco
infeccioso. (Bannerman ,2003) Las mas importantes son: Catalasa: degrada
el peroxido de hidrogeno protegiendo al microorganismo durante la
fagocitosis. Coagulasa: se encuentra en dos formas; el factor de agregacion
o coagulasa ligada, al que nos hemos referido al tratar los componentes de la
pared celular y la coagulasa libre o extracelular. Ambas, intervienen en la

formacion de coagulos, convierten el fibrinogeno en fibrina, facilitando
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procesos septicos y permitiendo la formacion de abscesos. Existe una fuerte
correlacidén entre la produccién de coagulasa y la virulencia de la cepa. La
deteccidon de la coagulasa libre es la prueba que diferencia S. aureus de los
estafilococos coagulasa negativos. Hialuronidasa: degrada el acido
hialuranico de la matriz del tejido conjuntivo y facilita la propagacion de la
infeccién. Penicilinasa: Esta enzima en la actualidad es producida por casi
todas las cepas de S. aureus y puede inactivar la penicilina mediante la
hidrdlisis de su anillo betalactamico (Madigan M, et al. 2003)

TOXINAS:

Algunas cepas de S. aureus son capaces de sintetizar proteinas
extracelulares adicionales que producen su accion en zonas distantes del
foco infeccioso. Su expresion esta regulada por un gen accesorio regulador
de proteinas (agr) y pueden ser modificadas por el ADN cromosomico o

plasmidico. Las mas importantes son (Dinges M, et al. 2000).

Hemolisinas: se han identificada cuatro, denominadas, alfa, beta, gamma vy
delta. Son sintetizadas por la mayoria de las cepas de S. aureus. Poseen
capacidad hemolitica y citolitica actuando sobre determinadas células
eucarioticas del huésped como leucocitos, macrofagos, plaquetas vy
fibroblastos. La toxina alfa es la mejor estudiada. Parece intervenir en el
desarrollo de edema y dafo tisular como consecuencia de los cambios de
permeabilidad inducidos en las células endoteliales y los consiguientes

cambios en el balance idnico.

Leucocidina de Panton — Valentine: es sintetizada por el 2-3% de las cepas.
Esta compuesta por dos subunidades proteicas la F y S sintetizadas
independiente mente que actuan en forma sinérgica sobre las membranas de

las células fagociticas. Se une a lo fosfolipidos de la membrana de los
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leucocitos y macrofagos induciendo la formacion de poros que destruyen la
célula al alterar la permeabilidad celular (Omoe K, et al. 2003).

Toxinas exfoliativas o epidermoliticas: la prevalencia de cepas
productoras de estas toxinas varia geograficamente, pero generalmente es
inferior al 5-10%. Se han identificado dos serotipos, A 'y B (ETA y ETB),
ambas pueden producir el sindrome de la piel escaldada. La toxina esfoliativa
A es termoestable y de codificacion cromosomita, mientras que la B es
termolabil y de codificacion plasmidica. Actua destruyendo los desmosomas
del estrato granuloso de la epidermis, sin citolisis, ni inflamacion, por lo que
en la capa de la epidermis afectada no se encuentran ni leucocitos ni
estafilococos. Poseen actividad proteasa serinica, lo que desencadenaria la
exfoliacion (Dinges M, et al. 2000).

Enterotoxinas: son producidas por el 30- 50% de las cepas de S. aureus Se
han descrito 8 serotipos de enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D, E, G, H,
[). Siendo el serotipo A, el mas comun de todos ellos, son termoestables y
resistentes a las enzimas digestivas. Siendo responsables de intoxicaciones
alimentarias con emesis y cuadros de enterocolitis. Posees Ilas

caracteristicas inmunomoduladoras propias de los super antigenos.

Toxina 1 del sindrome del Shock toxico: anteriormente denominada
exotoxina pirogénica C o enterotoxina F, es una proteina termoestable
sintetizada por genes cromosomicos. Actua como un superantigeno,
induciendo la liberacion de citotoxinas por macrofagos vy linfocitos T. A bajas
concentraciones produce la extravasacion de las células endoteliales, y a

altas concentraciones tiene efecto citotoxico (Mandell G, et al. 2000).
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

En cuanto a su epidemiologia S. aureus es considerado un patdégeno
oportunista que forma parte de la microflora humana, alcanzando a estar
colonizada con esta bacteria entre el 30 y 50% de la poblacién, siendo la
localizacion mas frecuente la colonizacion nasal (Wenzel R, et al.1998). El
principal reservorio de S. aureus lo constituye el hombre enfermo o portador.
La frecuencia de colonizacion es mayor en el medio hospitalario,
especialmente en pacientes sometidos a hemodialisis, diabéticos tipo I,
pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados por el VIH y en adictos a

drogas por via parental.

El portador nasofaringeo asintomatico es también el origen mas frecuente de
S. aureus resistente a meticilina (SARM). Actualmente este microorganismo
es reconocido como uno de los patogenos mas importantes causantes de
infecciones nosocomiales en todo el mundo. Cuando una persona entra en
contacto con una cepa de SARM puede resultar colonizada, desarrollar
infeccion y/o convertirse en portador (Wenzel R, et al.1998): Asi pues, se
habla de colonizacion por SARM cuando este microorganismo es aislado de
una muestra clinica en ausencia de signos de infeccidn. Las zonas mas
frecuentes de colonizacion son; las lesiones cutaneas, el tracto respiratorio y
el tracto urinario (Coello R, et al. 1994). Ademas la colonizacion por SARM
puede persistir durante meses o afos (Sanford M, et al. 1994). Las
infecciones causadas por SARM son las mismas que las producidas por
cepas sensibles a meticilina. Las mas frecuentes son las de herida quirurgica
(10 -28%), bacteremia (10 -21%) generalmente a partir de catéter y la
neumonia (15- 40%), sobre todo en enfermos ventilados (Pujol M, et al.
1994). En menor frecuencia se encuentran las infecciones de partes blandas,
urinarias, intraabdominales, cardiovasculares y osteomielitis (Coello R, et al.
1994).
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Finalmente se considera que una persona es portadora de SARM cuando
este microorganismo se aisla en una localizacion, en la que no suele causar
infeccion lo que facilita su persistencia en el microorganismo. La localizacion
mas frecuente es la nariz, donde actua como reservorio seguido de la
orofaringe y las regiones perianal, inguinal, axilar y rectal (Coello R, et al.
1994).

Diferentes estudios describen que los portadores nasales de SARM tienen un
mayor riesgo de infeccion nosocomial por este microorganismo y que los
pacientes infectados por SARM presentan una mayor morbi mortalidad
comparada con los pacientes infectados por cepas sensibles de S. aureus
(Romero — Vivas J, et al. 1995; Pujol M, et al; Cosgrove S, et al. 2003).por lo
tanto este hecho es importante a la hora de intentar mantener una

prevalencia de SARM baja.

CARACTERISTICAS GENETICAS

S. aureus se caracteriza genéticamente por poseer un genoma de un tamafno
aproximado de 2800 kb, que esta formado por un unico cromosoma circular
en el que se encuentran elementos génicos mdéviles como son plasmidos,
bacteri6éfagos, transposones y secuencias de insercidon (Pattee L, et al. 1990).
El estudio de estos elementos ha permitido explicar los mecanismos de
transferencia génica entre las cepas mediante procesos de conjugacion,
transformacion, transduccién y movilizacion mediante plasmidos conjugativos
(Archer G y Scout J. 1991; Skurray R.1997).

Los plasmidos son moléculas extracromosomicas de DNA circular de
pequefio tamafo (2.5 kb) que contienen genes que codifican para la
produccion de toxinas y/o para la resistencia a antibiéticos y metales
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pesados; Pueden transferirse de una célula a otra mediante el proceso de

conjugacion.

Los transposones son fragmentos moviles de DNA generalmente
flanqueados por secuencias repetidas, su longitud varia de unos cientos a
unos miles de nucledtidos. La transposicion tiene lugar a través de dos
mecanismos: uno consiste en la escision del elemento mévil para luego
insertarse en el DNA diana, el otro consiste en un mecanismo de
retrotransposicion, mediante el cual el transposon genera una copia de si
mismo que se insertara en el DNA diana. Las enzimas que catalizan los
cortes y las uniones de estos elementos son especificas y estan codificadas
en el propio transposon. Los transposones pueden transportar uno o varios
marcadores de resistencia antibiotica. Se han descrito distintos transposones
como el Tn5517 portador del gen ermB de resistencia a eritromicina (Kham S
y Novick R. 1980), Tn4001 portador de genes que codifican la resistencia a
kanamicina, tobramicina y gentamicina (Lyén B, et al. 1984), Tn4003 codifica
la resistencia a trimetoprin (Rouch D. 1989), Tn552 contiene el gen operon
bla que le confiere resistencia a penicilina (Rowland S.1989) por la
produccion de penicilinasa y Tn554 que contiene los genes ermA para la
resistencia a eritromicina y el gen spc que codifica la resistencia a
espectinomicina (Murphy E, et al.1985). Los dos elementos utilizados en la
transferencia génica son TN&857 y Tn554. Tn554 se encuentra con gran
frecuencia en el cromosoma de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) y se ha utilizado para el seguimiento epidemiolégico de clones
epidémicos SARM (De lencastre H, et al. 1994; Dominguez M,1994).

RESISTENCIA ANTIBIOTICA
En cuanto a la resistencia antimicrobiana S. aureus fue el primer

microorganismo en poner de manifiesto la resistencia a los antimicrobianos y
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ser capaz de desarrollar multiples mecanismos, intrinsecos o adquiridos, que
le han ido confiriendo resistencia a la mayoria de los antimicrobianos
adecuados para el tratamiento de la infeccidn estafilocécica. De tal manera a
que en los primeros afnos de la década de 1940 se introduce de forma
terapéutica la penicilina en el tratamiento de las infecciones estafilococicas.
Poco tiempo después, se empiezan a descubrir aislamientos de S. aureus
con resistencia a penicilina debido a la produccion de betalactamasas
(barber, 1947).

Durante la década de los afos 1950, a medida que se iban adquiriendo
resistencia a los antibiéticos conocidos, se fueron introduciendo en la practica
clinica nuevos antibidticos. Asi, en 1957, muchas cepas de S. aureus
presentaban resistencia multiple a penicilina, estreptomicina, tetraciclina,

cloranfenicol y eritromicina (Sanson, 1981).

En 1959 se introduce la meticilina, una penicilina semisintetica que resiste la
accion de la betalactamasa que degrada la penicilina. Esta nueva droga
permite volver a tener un control sobre las infecciones de S. aureus; sin
embargo, esta nueva situacion va a demorar poco, ya que en 1961 aparecen
las primeras cepas resistentes a meticilina aisladas en Inglaterra por jevons y
Knox (Jevons y Knox ,1961). Dos afos después aparece el primer brote
epidémico de infeccibn nosocomial por S. aureus resistente a meticilina
(SARM) en el reino unido (Stewart, 1963). Estos aislamientos de S. aureus
resistentes a meticilina presentan resistencia intrinseca a todos los

betalactamicos, incluidas las cefalosporinas y carbapenemes.

La resistencia de S. aureus a aminoglucosidos parece estar relacionada en
su inicio con el uso topico. Los primeros aislamientos resistentes a este

grupo de antibidticos se detectaron en 1959 en EEUU y es en los afios 70
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cuando aparecen los primeros casos en Europa (Crossley, 1979). A finales
de los afios 80 se muestran cepas de S. aureus que combinan la resistencia
a meticilina con la resistencia a otros muchos grupos antibiéticos incluyendo
cloranfenicol, tetraciclina, macrdlidos , lincosamidas, amino glucésidos y
fluoroquinolonas (Schaefler,1989). En la ultima década se han documentado
casos de S. aureus con sensibilidad disminuida a glucopeptidos (Hiramatsu,
1997), y recientemente se han descrito casos en Estados Unidos de cepas
de S. aureus con resistencia de alto nivel a vancomicina (CDC, 2002; Chang
,2003; CDC, 2004; Tenover 2004

MECANISMO RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

Los antibidticos betalactamicos actuan inhibiendo la sintesis de la pared
bacteriana al unirse de forma irreversible a las enzimas peptidoglicanos-
transpeptidasas, también denominadas PBPs (Penicillin- Binding- Proteins).
S. aureus ha desarrollado tres mecanismos de resistencia a los
betalactamicos. En primer lugar, la produccion de betalactamasas que actuan
sobre las penicilinas naturales y semisinteticas; en segundo lugar, la sintesis
de PBPs modificadas con baja afinidad a los betalactamicos, que origina la
denominada resistencia intrinseca a meticilina y al resto de los
betalactamicos; y por ultimo, la tolerancia al efecto bactericida de los
betalactamicos. Cada cepa de S. aureus puede tener varios de estos
mecanismos de resistencia (Imsade J .1978).

Produccién de betalactamasas.

Las betalactamasas son enzimas extracelulares que inactivan la penicilina
mediante la hidrdlisis de un enlace betalactamico. El determinante génico
que determina su sintesis (gen blaZ) se localiza habitualmente en plasmidos,

que también suelen conferir resistencia a otros antibidticos. Las
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betalactamasas de S. aureus son inducibles, a diferencia de las producidas
por las bacterias gramnegativas; esto significa que la produccion a niveles
elevados de esta enzima depende de la presencia de antibidticos
betalactamicos. El mecanismo de induccion es el siguiente: la penicilina y sus
analogos favorecen la produccion de una proteina antirrepresora que, al
inhibir el gen represor de la betalactamasa (gen blal) aumenta la sintesis de

penicilinasa (Imsade J. 1973).

La susceptibilidad de los distintos betalactamicos a las betalactamasas de S.
aureus depende de su sensibilidad a la hidrdlisis enzimatica y del nivel de
produccion de betalactamasa que inducen (Cercenado E et al. 1997). Dicha
sensibilidad se determina mediante la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de cada antibiotico betalactamico frente a S. aureus. Asi, las penicilinas
naturales y semisinteticas como la bencilpenicilina, que son muy sensibles a
las penicilinasas, tienen CIMs que oscilan entre 0.2 y 32 ug/ml. En cambio las
llamadas penicilinas resistentes alas penicilinasas —PRP-(oxacilina vy
meticilina) y las cefalosporinas son resistentes a los niveles habituales de
produccion de betalactamasas.

Resistencia intrinseca.

La resistencia intrinseca de S. aureus a la penicilina, también denominada
resistencia a la meticilina, es un fendbmeno genéticamente complejo, que
tiene una expresion fenotipica variable y multifactorial. Las cepas de S.
aureus sensible a meticilina (SASM) tienen 5 tipos de PBPs (1, 2, 3, 3°, 4),
mientras que las resistentes (SARM)producen una PBPs supernumeraria,
denominada PBP2a o PBP2°, que tiene menor afinidad ala meticilina y al
resto de los antibidticos betalactamicos. En las cepas resistentes la PBP2’
asume la sintesis de la pared bacteriana cuando las otras PBPs estan
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saturadas por el antibiotico, evitando asi la muerte del microorganismo
(Hartman B et al. 1986).

La resistencia de S. aureus a meticilina esta codificada en la region
denominada“ mec” cromosomica, que esta presente Unicamente en las cepas
resistentes. Dicha regién esta formada por el gen “mec A”, responsable de la
sintesis de PBP2a y marcador genético de la resistencia y por el gen “mec R”
o represor. Sin embargo, no todas las cepas con el gen “mec A” no expresan
la resistencia y su grado varia una cepa a otra e incluso entre los distintos
clones de una cepa. Por ello se distinguen dos tipos de resistencia intrinseca:
la homogénea y la heterogenia. La base genética de estos dos tipos de
resistencia es la siguiente. En las cepas con resistencia homogénea la
sintesis de PBP2a es constitutiva, es decir, que no esta influenciada por otros
factores.en cambio, en las cepas heterogéneas la expresion del gen “mec A”
estaria regulada por otra region cromosomica desconocida a través de la
produccion del llamado factor X. diversos factores favorecen la sintesis de
PBP2a en las cepas heterogéneas: las condiciones de incubacion, un inoculo
elevado, la presencia de antibidticos betalactamicos. Ademas, los genes que
codifican la produccion de betalactamasas (blal y bla R) también producen la
sintesis de PBP2a (Hiramatsu K et al. 1990).

TOLERANCIA A LOS BETALACTAMICOS

El ultimo paso en la actuacion de los antibidticos betalactamicos es la lisis de
la bacteria por enzimas autoliticas intracelulares (autolisinas). La tolerancia al
efecto bactericida de los antibidticos betalactamicos es un fenomeno
detectado en S. aureus y otros microorganismos grampositivas. Las cepas
tolerantes requieren para su lisis una concentracion de antibiotico,
denominada concentracion minima bactericida (CMB), mucho mayor que la

necesaria para inhibir su crecimiento (ClIM).este fendmeno es debido a una
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disminucién de la actividad autolitica de la bacteria por la presencia de un
exceso de inhibidores de las autolisinas (Sabath L and Mokhbat K. 1983).

La trascendencia clinica de este fendmeno puede ser mayor en
determinadas infecciones como endocarditis, meningitis y osteomielitis, y en
el huésped inmuno deprimido, en el que es imprescindible un efecto
bactericida del antibiotico (Sabath L and Mokhbat K. 1983).
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METODOLOGIA

POBLACION DE ESTUDIO Y DISENO EXPERIMENTAL

Este estudio se llevo a cabo en el periodo comprendido entre marzo y julio
del 2008, en la Facultad de Medicina de la Universidad de Cartagena,
participando en el todos los estudiantes de medicina que por voluntad propia
firmaron un consentimiento informado como participante de la investigacion
(anexo 1). Luego a cada uno de ellos se les suministro un formulario en el
que se recogia informacion como la edad, genero, sexo, historial medico
incluyendo modificaciones anatomicas de la nariz, alergias crénicas, el uso
de antibidtico y el contacto con pacientes entre otras (anexo 2). El estudio fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Cartagena,
manejando como disefio experimental un estudio observacional de corte

transversal.

RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

A cada voluntario le fue tomada una muestra nasal utilizando para ello un
hisopo de algodon estéril por cada participante, mediante la técnica de 3
movimientos circulares en sentido de las manecillas del reloj y luego al
sentido contrario, en cada uno de los orificios nasales (Karabay O, et al,
2006), inmediatamente tomada la muestra se introdujo el hisopo en un tubo
de tapa rosca previamente rotulado, que contenian medio de transporte
Stuart (OXOID),y refrigerados a una temperatura de 4°C, con el propésito de
mantener la viabilidad de los microorganismos sin permitir la proliferacion y

muerte de los mismos hasta su posterior utilizacion (Salazar, et al., 2006).
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AISLAMIENTO DE CEPAS PRESUNTIVAS

Para el aislamiento primario de S. aureus, cada una de las muestras fue
cultivada en medio agar manitol sal (OXOID). Por ser un medio altamente
selectivo para el crecimiento de S. aureus, Luego se incubaron en
aerobiosis a 37°C durante un periodo de 24 a 48 horas (Incubator Automatic,
Presicidon Scientific Inc, model (1020)). Transcurrido el periodo de incubacion
se procedio a la seleccion de las colonias presuntivas, teniendo en cuenta
caracteristicas como la pigmentacion que puede variar desde amarillo hasta
amarillo naranja, que es indicativa de fermentacion del manitol (virando el
color del medio de rojo a amarillo), presencia de bordes lisos, apariencia,
ligeramente convexas y con diametro entre 1 - 2 mm (Joklik W, et al. 1986.
p 518 - 523).

Una vez seleccionadas fenotipicamente las colonias presuntivas de S
aureus. Se procedid a la obtencidn de colonias puras. Para esto fueron
subcultivadas en agar nutritivo (DIFCO) mediante el método de siembra por
agotamiento, e incubadas a 37°C durante 24 horas, para su posterior

identificacion bioquimica.

ANALISIS MICROSCOPICO E IDENTIFICACION BIOQUIMICA
ANALISIS MICROSCOPICO

El examen microscépico fue utilizado como criterio de exclusidon, para
separar las bacterias de nuestro interés (cocos gram positivos) de las que no
eran de interés (gram negativas), para lo cual fue utilizada la coloracion de

gram descrita por Koneman (Koneman, et al, 1999. p. 84 - 86).

Tincién de gram.

Para llevar a cabo esta técnica primero se escogia la colonia bacteriana de

interés proveniente de un cultivo en agar nutritivo de 24 horas y se realizaba
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un extendido bacteriano delgado sobre un portaobjeto, se fijaba al calor y
luego se cubria la superficie con el colorante cristal violeta por un minuto;
trascurrido este periodo se lavaba con abundante agua y se le agregaba
lugol por el mismo tiempo del paso anterior. Después de un enjuague con
agua y una decoloracion con alcohol acetona por mas o menos 30 segundos,
se lavaba el preparado con agua y se le agregaba safranina, se esperaba un
minuto y se volvia a lavar, se secaba al ambiente y se examina el extendido
bajo un microscopio optico (Microscopio Olympus, Olympus Corporation,
MODEL CX3IBSFA) en el objetivo de 100X.

Se escogieron aquellas colonias que al monitorearse las placas se
observaban como cocos gram positivos en racimos como lo reporta la

literatura para la identificacion microscépica de S. aureus.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Para la identificacion bioquimica de las cepas presuntivas de S. aureus se
realizaron las siguientes pruebas: test de catalasa, seguido de la Prueba de
coagulasa y finalmente un test de aglutinacién en latex. Se utilizé en cada
uno de estos ensayos la cepa control ATCC 25923 la cual es MSSA

R-lactamasa-negativa.

Prueba de la catalasa.

El peréxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales de
oxidacion del metabolismo aerobio de los hidratos de carbono. Si se permite
que se acumule, resultaria letal para las células bacterianas. Como un
mecanismo de evasion se produce la enzima catalasa que convierte el

peroxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno segun la siguiente reaccion:
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2H202 — 2 H20 + O2 (burbujas de gas)

De esta manera las bacterias se protegen del efecto toxico del H202. Esta
prueba se usa con mucha frecuencia para diferenciar miembros de la familia

Micrococcaceae de miembros de la familia Streptococcaceae (Lutz B, 1992).

Para la determinacion de esta enzima en primera instancia se transfiere una
porcion de colonia proveniente de un cultivo de 24 horas sobre la superficie
de un portaobjetos, luego se realiza un frotis y posteriormente se le agrega
una gota de peroxido de hidrogeno (H202) al 3% y se observa la reaccion. La
aparicion de burbujas o efervescencia constituye una reaccion positiva,
aclarando que la observacion de unas pocas burbujas pequefias después de
20 o 30 segundos no se considera un resultado positivo.

Prueba de la coagulasa.

El criterio mas ampliamente utilizado y de aceptacion general para la
identificacion de S. aureus se basa en la confirmacion de la enzima
coagulasa por ser este la unica especie dentro del género que produce esta
enzima (Kloos, W. et al. 1999).

La coagulasa es una enzima que tiene actividad similar a la protrombina,
capas de convertir el fibrinogeno en fibrina dando como resultando la
coagulacion del plasma. S. aureus produce dos tipos de coagulasa: fija y
libre. La fija (prueba en portaobjetos) permanece unida a la pared celular y
actua directamente sobre el fibrindgeno provocando la formacion de coagulos
o grumos cuando se mezcla una suspension bacteriana con plasma
citratado. Y la coagulasa libre (prueba en tubo) que actua sobre la

protrombina en el plasma para producir un producto semejante a la trombina
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el cual reacciona con el fibrinbgeno produciéndose un coagulo de fibrina
(Pezzlo, M, 1994).

La determinacion de la coagulasa libre o prueba en tubo fue realizada
utilizando el kit BD BBL coagulase plasma, Rabbit with EDTA de acuerdo
con las especificaciones técnicas de la casa comercial descrita a
continuacion: Con una asa bacteriolégica estéril tomar de 2 — 4 colonias del
dia anterior y emulsionarlas en un tubo de prueba con 0,5 ml de plasma de
conejo. Luego se incuba a 35 - 37 ° C durante un maximo de 4 horas,
examinando los tubos peridédicamente inclinandolos con suavidad evitando
sacudirlos para prevenir la desintegracién del coagulo. Cualquier nivel de
coagulacion transcurrido en el periodo de 4 horas es considerado como un
resultado positivo. Si en ese momento no se observa cambio aparente se
reincuba a temperatura ambiente y se procede a su lectura a las 24 horas,
por existir cepas productoras de enzimas débiles que produciran coagulacion
del plasma en este tiempo.

Prueba de aglutinacién en latex

Las colonias que resultaron ser cocos gram positivos, catalasas positivas y
productoras de la enzima coagulasa, se les complemento su identificacion
bioquimica con el kit de aglutinacion en latex (Staphaurex). Este consiste de
particulas de latex de poliestireno recubiertas de fibrinogeno e
inmunoglobulina G (IgG), Que al mezclarse con una suspension de
organismos de S. aureus reacciona la proteina A de la bacteria con las 1gG
causando una rapida e intensa aglutinacion de las particulas de latex.
(Langone, J. 1982; Essers, L. et al. 1980). Para su determinacion se procedio

de acuerdo a las siguientes indicaciones.
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Inicialmente se debe agregar una gota de latex en uno de los circulos de la
tarjeta de reaccién, con previa agitacion del reactivo, luego recoger con el
bastoncillo una cantidad mas o menos de 6 colonias de tamafio medio
proveniente de un cultivo de 24 horas y emulsionarla en la gota de latex con
la parte plana del bastoncillo por unos segundos, luego se desecha el
bastoncillo y se agita manualmente con movimientos circulares por 20
segundos. Las reacciones positivas se corroboran por el desarrollo de una
aglutinacion de las particulas de latex con el fondo claro casi inmediatamente

iniciada la agitacion indicando la presencia de la proteina A (anexo 3).

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA

Cada aislamiento identificado bioquimicamente como S. aureus le fue
realizado un analisis de susceptibilidad por el método de difusién en disco,
utilizando los siguientes antibidticos: oxacilina (1 pg), cefoxitina (30 ug),
vancomicina (30 pg), gentamicina (10 pg), eritromicina 15 pg), clindamicina
(2 pg), y rifampicina (5 pg), siguiendo las guias del instituto de estandares
clinicos y de laboratorios (CLSI, 2006)

Para su ejecucion primero se realiz6 una suspension de cuatro o cinco
colonias bacterianas provenientes de un cultivo en placa de agar nutritivo de
18 a 24 horas de incubacion en agua destilada hasta alcanzar una densidad
optica comparable con el patrén 0,5 de McFarland (equivalente a 1 x 108
bacterias / mL); luego se sumerge un hisopo de algoddon estéril en la
suspension bacteriana y se hace rotar por las paredes laterales del tubo para
eliminar el exceso de liquido. Inmediatamente se procede a inocular la placa
de agar Mueller Hinton estriando el hisopo tres veces sobre la totalidad de la
superficie del agar rotando la placa aproximadamente 60° para asegurar una
distribucion uniforme del inoculo en toda la superficie del agar. Después de

transcurrido 10 a 15 min de la inoculacidn, se colocan los sensidiscos sobre
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la superficie del agar presionando suavemente y se incuban por 18 -24 horas
a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion se procede a realizar la lectura
del antibiograma midiendo con regla milimetrada el diametro de los halos de
inhibicion de los discos. Posteriormente se comparan las lecturas con las
tablas de la CLSI realizando el reporte del resultado como: R = resistente, S
= susceptible, | = intermedio.

CONSERVACION DE LAS CEPAS

Todas las cepas de S. aureus aisladas fueron almacenadas en medio
tioglicolato al 20% de glicerol y refrigerados en revco a - 40 ° C para
estudios posteriores.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos suministrados por las pruebas bioquimicas sobre los portadores
nasales de S. aureus y los obtenidos de la encuesta realizada a los
estudiantes fueron registrados y procesados en hojas de calculo de Excel
Windows XP vy en el paquete estadistico Epi-info, para determinar la

prevalencia de colonizacion nasal de S. aureus Yy los factores de riesgo

2
asociados a esta colonizacion. Fue utilizada la prueba Ji cuadrado (X ) como

medida de significancia estadistica con un nivel de significancia del 5%.
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RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre marzo y julio del afo 2008, se
colectaron un total de 372 muestras nasales provenientes de los estudiantes
de Medicina de Ila Universidad de Cartagena que participaron
voluntariamente en el estudio; de las cuales 101 muestras resultaron
positivas para Staphylococcus aureus 'y 271 resultaron negativas,
representando una prevalencia de portadores nasales del 27.15%.
Igualmente se encontré que el porcentaje de cepas S. aureus resistentes
meticilina (SAMR) en los aislamientos positivos fue de 3.96% (4/101) y en la
poblacion general fue del 1,075% (4/372), la cual fue dividida en dos
grupos; los de semestres basicos (I — V) y los de semestres clinicos (VI - X)
con el fin de determinar en cual de estos se presentaba con mayor frecuencia
las cepas resistentes. Sin embargo no se obtuvo ninguna diferencia como se

muestra en la figura 1 por ser los porcentajes iguales para cada grupo.

FIGURA 1. Distribucién de la portacion nasal de las cepas SARM en semestres

basicos y clinicos
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PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA

Las pruebas de susceptibilidad antibiéticas realizadas a los 101 aislamientos
de S. aureus, establecieron que 4 cepas (3.96%) presentaron resistencia al
antibidtico oxacilina, 12 cepas (11.88%) resistentes a eritromicina, 1 (0.99%)
fue resistente a clindamicina, y 3 (2.97%) resistentes tanto a eritromicina
como a clindamicina. Todas las cepas aisladas de S. aureus fueron
sensibles a vancomicina, gentamicina y rifampicina como se muestra en la

figura 2.

Figura 2. Patrén de susceptibilidad a antibiéticos en los asilamientos de S. aureus.

PORCENTAJE

OX E cC E,CC \Y G RF
ANTIBIOTICOS

O SENSIBLES B RESISTENTES

OX: Oxacilina, E: Eritromicina, CC: Clindamicina, V: Vancomicina, G: Gentamicina,
RF: Rifampicina.

ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO
Al considerar las variables posiblemente implicados con la portacién nasal
de S. aureus, del total de voluntarios mostraron las siguientes caracteristicas,

194 fueron del genero masculino,178 del femenino, 46 mostraron sufrir de
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asma, 94 padecieron de rinitis, 50 sufren de dermatitis, 129 tuvieron acné, 40
presentaron sinusitis, 28 expusieron cambios anatémicos en la nariz, 35
referenciaron haber tomado antibiotico en el pasado mes y 36 lo hicieron en
los pasados 3 meses, 9 reportaron haber estado hospitalizado en el pasado
mes,163 refirieron haber tenido contacto con pacientes, 171 resefaron el
habito de fumar y 10 refirieron el uso de spray nasal. El analisis estadistico

fue realizado con el programa Epi-info 2005 y como medida de significancia

estadistica la prueba Ji cuadrada (X2) arrojando que ninguna variable
puede ser asociada significativamente como un factor de riesgo ni causal ni
protectivo para la portacion nasal de S. aureus para este grupo en estudio.
La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas de los voluntarios en
relacidon con el estado de portacion o no de S. aureus.

TABLA 1. Caracteristicas estudiadas de los participantes en funcién del estado de
portador o no- portador nasal de Staphylococcus aureus.

NO
PORTADORES
CARACTERISTICA PORTADORES .
NASALES DE S. NASALES DE RR IC95 P

aureus (101) S.aureus (270)

EDAD MEDIA 19,479 19,447
GENERO (M /F) 48/ 53 146 / 125 0.88 0.70-1.11 0.275
SI/NO SI/NO
ASMA 11/90 35/236 0.84 0.45-1.60 0.597
RINITIS 26/75 68 /203 1.03 0.69-1.52 0.897
DERMATITIS 13/88 371234 0.94 0.52-1.70 0.844
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ACNE

36/65 93/178 1.04 0.76-1.42 0.811
SINUSITIS 10/ 91 30/ 241 0.89 0.45-1.76 0.746
USO DE
ANTIBIOTICOS
MES PREVIO 7194 28/ 243 0.67 0.30 1.49 0.317
3 MESES PREVIOS 13 /88 23/248 1.52 0.80-2.88 0.203
CONTACTO CON
PACIENTES 51/ 50 112/ 159 122 0.96-1.55 0.113
USO DE SPRAY
NASAL 5/96 5 /266 268 0.79-9.07 0.099
HABITO DE FUMAR 4/97 13/ 258 0.83 0.28-2.47 0.721
CAMBIOS
ANATOMICOS EN 8/93 20 / 251 1.07 0.49-2.36 0.860
LA NARIZ
HOSPITALIZACION
PASADO MES 2/99 71264 0.77 0.16-3.63 0.736
CATEGORIA
ETNICA
BLANCA 13/ 88 41/230 0.85 0,48-152 0.582
NEGRA 8/93 17 | 254 126  0.56-2.83 0.572
MESTIZA 80/ 21 213/ 58 101  0.90-1.13 0.898

*Chi-cuadrado fue utilizada como prueba de significancia estadistica, RR= Riesgo
relativo, IC95= intervalo de confianza del 95%



DISCUSION

Staphylococcus aureus es un patdogeno Gram positivo que puede estar
presente en la piel y membranas mucosas del ser humano, siendo las fosas
nasales el sitio de colonizacion mas frecuente donde se adhiere a la mucosa
y se multiplica con facilidad (Kluytmans. et al .1997). A pesar de la gran
cantidad de estudios realizados, hasta el momento no se ha identificado el
mecanismo preciso de la interferencia bacteriana en la colonizacion nasal.
Pero si se ha establecido que el transportar en la mucosa nasal S. aureus, es
un factor de riesgo importante para el desarrollo de infecciones por este
microorganismo, ya que los portadores tienen mayor incidencia de infeccion
que los no portadores (Carrefio. et al. 2006) La prevalencia de portacion
nasal de S. aureus encontrada en este estudio fue del 27.15% muy parecida
con la prevalencia del 27.1% obtenida en Chile en este mismo grupo por
Ortega y col. (Ortega. et al. 2001 ) y entra en el rango de 19% - 37%
previamente reportado en este mismo grupo por Werner y Kingdom (Werner.
et al. 2004, Kingdom. et al .1983) los que sugieren su control y vigilancia por
considerar que pueden actuar como posible fuente de infeccién tanto
intrahospitalaria como comunitaria (Wagner G.1990).

En cuanto a la resistencia de S. aureus a meticilina que es extrapolable al
resto de los R-lactamicos, el 1.075% obtenido en este estudio es un valor
bastante inferior al ser comparado con otros estudios en este mismo grupo,
como el 20% reportado Céspedes y col (Céspedes C, et al, 2002) pero
también es bastante similar al 0.8% reportado por la CDC de Atlanta en el
2006 (Graham, et al, 2006). Al correlacionar estas cepas resistente a
meticilina en los estudiantes que estan en semestres basicos y semestres
clinicos, habriamos esperado segun lo publicado en la literatura una mayor

resistencia a meticilina en el grupo de los semestres clinicos al atribuirse
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posiblemente al contacto permanente que estos tienen con personas
enfermas (Castillo L. et al ,200). Sin embargo, los porcentajes obtenidos
fueron igual para ambos grupos, poniendo de manifiesto que el contacto con
pacientes en este trabajo no influencio el estado portador o no de S. aureus.

Con respecto a la resistencia a otros antibioticos, habriamos esperado segun
lo reportado en la literatura, una mayor resistencia antimicrobiana. En el
caso de la eritromicina el porcentaje encontrado del 11.88% es bajo en
comparacion con otros estudios realizados en otras partes del mundo (Misko
M. et al. 1995, Cobo. et al .2002) donde encuentran valores promedios entre
un 30 y 40% de resistencia ante este antibidtico. La oxacilina con un
porcentaje del 3.96% en este estudio también es un valor muy pequefio al
compararlo con otros estudios como el de Cobo et al (2002) donde se
encontraron porcentaje de resistencia ante este antibiotico del 25.89%. De
igual manera el porcentaje de resistencia a clindamicina determinado en
este estudio del 0.99% es muy inferior al ser comparado con otros estudias
donde reportan valores de resistencia cercanos al 20% (Cobo. et al .2002,
Serrano N. et al .2000). Colocando nuestros porcentajes de resistencia
antibiética muy por debajo del promedio de la gran mayoria de
investigaciones en este microorganismo en diferentes areas geograficas. Es
importante destacar que no encontramos cepas resistentes a rifampicina,
gentamicina ni a vancomicina. Este ultimo es considerado en la actualidad el
mejor antimicrobiano disponible para el tratamiento de infecciones por S.
aureus resistentes a las penicilinas (Michel M.1997). Diversos estudios han
encontrado asociacion entre la portacion nasal de S. aureus, y diversos
factores de riesgo en estudiantes de medicina (Solayde et al .2007, Kingdom
J et al.1983, Wagner G.1990). Uno de los factores que ha sido identificado
como determinante en estos trabajos, ha sido la edad (Bischoff W, et al.

2004). Aunque en este estudio no se evalud su significancia estadistica sino
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se comparo su promedio con el encontrado por Lu y su equipo de
investigacion en el 2005, (Lu PL, et al ,2005) en los que encontraron
individuos con edades entre 11-20 afos estaban colonizados con un
porcentaje del 27.3% coincidiendo con el porcentaje de colonizacion de
27.15% y el promedio de edad de 19.45 encontrado en este grupo estudiantil.
También el sexo se inform6 en varios estudios como un factor de riesgo para
el transporte nasal de S. aureus (Ayliffe. et al .1977, Riewerts, et al. 1995),
sin embargo en nuestro estudio fue considerada como no significativa por
tener una p> a 0.05. En contra posicion a Bischoff (Bischoff W, et al. 2004) el
cual reporta que los varones se encuentran colonizados en mayor proporcion
que las mujeres no obstante las razones de esta asociacion siguen sin estar
claros. Otra caracteristica que algunos autores han descrito como un factor
de riesgo para la colonizacion de S. aureus ha sido la sinusitis cronica (Boyce
JM. et al ,1993), Sin embargo el estudio realizado por Kremer y
colaboradores (Kremer B. et al,2001) en el que compararon la flora de
individuos sanos con la de individuos con sinusitis cronica no muestra
diferencia significativa en los porcentajes de colonizacion por S. aureus,
equivalente a los resultados obtenidos en este estudio, en el que no puede
considerarse la sinusitis como factor de riesgo por carecer de significancia
estadistica en el analisis. Sin embargo, lo que si se ha establecido es que la
enfermedad en un portador es un factor que predispone la transmision del
microorganismo (Bischoff W, et al. 2004).

Podemos concluir el analisis de los factores de riesgo afirmando que este
estudio no revalido la variedad de factores de riesgo previamente
identificados para el transporte nasal de S. aureus en caracteristicas como:
rinitis, acne, anormalidades anatomicas de la nariz, uso de spray nasal, el
habito de fumar, la hospitalizacion en el pasado mes, el uso de antibidticos,
el contacto con pacientes y las condiciones cronicas de la piel como la
dermatitis, asociandolos no significativamente con el estado de portador.
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Esto puede deberse a que la poblacion voluntaria estaba conformada por
individuos con buen estado general de salud, en los cuales las enfermedades
graves o cronicas no fueron frecuentes, por lo tanto, podrian carecer de la
significancia estadistica necesaria para ser valorados como factor de riesgo.
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CONCLUSIONES
la prevalencia de S. aureus detectada en este estudio esta dentro del
rango previamente reportado de 19 - 37% para este grupo de edad;
sin embargo es preocupante la emergencia y posible riesgo de
diseminacion de cepas MRSA dentro del personal de la salud, al
considerarlos como posibles fuentes de infeccion en ambientes

hospitalarios y/o comunitarios.

las cepas de MRSA aisladas en este estudio posiblemente fueron
adquiridas a nivel comunitario ya que sus perfiles de resistencia

antimicrobiana solo estan asociados a la meticilina.

Alrededor del 12 %, 1 % y 3% de las cepas de S. aureus sensibles a la
meticilina MSSA fueron resistentes a los antibioticos eritromicina (E),
clindamicina (CC), y a ambos respectivamente.

El uso de antibiéticos en la poblacion estudio fue al rededor del 9,4%.
Y se debe tener en cuenta que el uso indiscriminado de antibidticos es
uno de los factores que facilitan la aparicion y diseminacion de cepas
multirresistentes en todo tipo de ambientes.

No se encontraron asociaciones significativas entre los factores de
riesgo analizados y el estado de portacion nasal de S. aureus en la
poblacion estudio. Lo que nos podria estar indicando que otros
factores tales como el estado inmunologico del huésped y la misma
capacidad de virulencia de la bacteria determinen la etapa final de la

portacion y posterior infeccion por S. aureus .
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CAPITULO 2. REVISION.
TECNICAS DE TIPIFICACION DE Staphylococcus aureus

Yorlais Arroyo Barrios

Staphylococcus aureus ha sido una de las primeras bacterias que ha
requerido una diferenciacion intraespecifica o establecer la clonalidad de los
aislamientos, para ello se han desarrollado diferentes métodos de tipificacion.
La necesidad de tipificaciéon ha estado en relacion directa con su implicacion
en epidemias o brotes por fuente comun en infecciones hospitalarias,
comunitarias y de igual forma en intoxicaciones alimentarias. La aplicacion
de tales métodos proporciona informacion sobre la cadena epidemioldgica
(rutas de transmision y reservorios), las posibles medidas de control, asi
como datos relevantes acerca de la evolucion del patdogeno en el espacio y el
tiempo. Aislamientos bacterianos con idénticos resultados en varios métodos
de tipificacion se dice que pertenece a la misma linea clonal, grupo
geondmico o linaje, aunque hayan sido obtenidos en diferente momento y
lugar (Orskov. F y Orskov. | 1983).

Los métodos de tipificacibn de microorganismos patdégenos, aplicados a
estudios epidemiolégicos permite el establecimiento de los linajes o las lineas
clonales prevalentes y endémica frente a los esporadicos y emergentes de
una determinada especie microbiana en una determinada comunidad, pais o
region geografica. Los sistemas de tipificacion y los caracteres que rastrean
(o marcadores epidemiolégicos) deben cumplir una serie de condiciones
(Struelens et al. 1996, Mendoza y landeras. 1999)

Criterios de realizaciéon o primarios. Estabilidad de las marcas o caracteres
rastreados, incluso cuando el patégeno pasa de un hospedador a otro. Alta
capacidad de tipificacion (preferentemente el 100%). reproducibilidad de los

resultados en repetidas tipificaciones o ensayos, alto poder de
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discriminacion, siendo lo suficientemente sensible para distinguir organismos
similares pero no idénticos y presentar un alto indice de discriminacion (ID):
probabilidad de que dos organismos no relacionados de una poblacion se
situen en dos grupos distintos. Facil interpretacién de los resultados.

Criterios de conveniencia o secundarios. Aplicacion amplia, a diferentes
especies bacterianas. Equipo, materiales y reactivos disponibles y baratos,
rapidez, flexibilidad y facilidad de aplicacion.

Estos métodos se pueden clasificar en fenotipicos y genotipicos. Los
métodos fenotipicos se basan en la caracterizacién del género, especie, perfil
bioquimico o biotipo, serogrupo, fagotipo, sensibilidad a bacteriocinas y el
patron de sensibilidad antibiotica de un microorganismo. Estos siguen siendo
de gran utilidad en la investigacion microbiolégica por su disponibilidad,

aunque en general tienen un poder de discriminacion escaso.

Los métodos genotipicos se basan en el analisis de las estructuras genéticas
de un microorganismo, por lo que son mas discriminatorios, gozan de una
alta reproducibilidad y estan menos sujetos a variaciones que los métodos
fenotipicos. Los estudios de los perfiles plasmidicos y del DNA cromosomico
o plasmidico mediante enzimas de restriccion, son algunos de estos métodos
(Tenover y Robert .1997). El empleo de estos métodos ha demostrado que
cepas de S. aureus pueden estar muy cercanas o distantes genéticamente
(Tenover et al., 1995; Wey y yang., 2000; Nagase et al., 2002; Murchan et
al., 2003). A continuacion describiremos los métodos de tipificacion de S.
aureus (Archer y Mihall. 1981).
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1. METODOS FENOTIPICOS.

1.1. ANTIBIOTIPIFICACION:

La determinacion del patron de sensibilidad de una cepa es una forma
practica y sencilla de expresar la resistencia de una cepa ante un panel
escogido de antibitticos. Es el reflejo fenotipico de la adquisicion de genes
gue expresan mecanismos de resistencia de las bacterias, permitiendo
realizar una primera aproximacion a la homologia dé los Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) aislados o detectar la introduccion de
una nueva cepa (Gillespie y Lyon.1990; Goetz et al, 1992).

Los SARM suelen presentar, ademas de la resistencia a la meticilina, que lo
definen, resistencia a multiples antibiéticos que pueden incluir
aminoglucosidos, fluorquinolonas, macrolidos, lincosamidas y tetraciclinas.
Sin embargo, pueden observarse diferencias entre las cepas procedentes de
distintas areas geograficas, de centros diferentes del mismo pais o incluso
del mismo hospital (Dominguez et al, 1994). Ademas distintas cepas de
SARM pueden presentar antibiogramas iguales o similares e incluso algunas
cepas pueden modificar su antibiograma con el tiempo (Cookson y Phillips,
1988).

Aunque es una técnica sencilla y esta disponible en todos los centros clinicos
y de investigacion, tiene un poder de discriminacion mas bajo que la
fagotipificacion y los métodos genomicos por ende es recomendable
complementarse en la mayoria de los casos con otras pruebas mas
discriminativas (Collins ,1984).No obstante, cuando se estudian cepas
procedentes de distintas areas geograficas puede tener un poder de
discriminacion mas elevado y una buena correlacion con los métodos

moleculares (Struelens et al,1992).
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1.2. FAGOTIPIFICACION:

La fagotipificacion es una técnica de tipificacion basada en el espectro de
susceptibilidad de las cepas bacterianas a la lisis, seleccionado por su
capacidad de identificar y subclasificar bacterias dentro de una misma

especie.

Para la fagotipificacion de S. aureus, se dispone de un set de fagos
Standard que consta de varios grupos fagicos: I, Il, lll, IV conteniendo de 4 a
5 fagos por cada grupo (ICSB, 1987), a los que se les ha incorporado en los
ultimos afos un grupo de fagos experimentales suplementarios ante la
aparicion de cepas de SARM no tipificables con los fagos convencionales
(tabla.2) (Richardson et al, 1988).

Tabla 2. Clasificacion en fagogrupos y lista de fagos seleccionados para la fagotipia de
staphylococcus aureus. (Adaptado de Pumarola et al, 1995)

Grupo Fago
I 29 52 52A 79 80
[l 3A 3B 3C 55 71
[l 6 7 42E 47 53 54 75 77 83A
IV 420
No clasificados 81 187

La determinacion del fagotipo se efectua en una placa de cultivo previamente
cuadriculada e inoculada con el cultivo bacteriano puro. Depositando en cada
una de las cuadricula una gota de los fagos o la combinacién de estos
(figura .3). Después de la incubacion a 37°C se determina el fagotipo, que
estara dado por las zonas claras denominadas placas, que indican la
infeccion y lisis celular, debido a la diferencias en los fagoreceptores de la

pared de cada cepa.
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La fagotipificacion ha sido el método mas empleado en el estudio de brotes
epidémicos de SARM durante varias décadas por su simplicidad. Sin
embargo, en la actualidad ha sido sustituida por otros métodos debido a que
solo se dispone de ella en algunos centros de referencia, esta poco
estandarizada, es poco reproducible y es dificil el mantenimiento del set.
Ademas solo el 50-60% de las cepas son tipables por los fagos disponibles,
tiene un poder de discriminacion relativamente bajo, mayor que los métodos

fenotipicos pero menor que los gendmicos (Akatok et al, 1991).

Figura. 3. fagotipia de S. aureus. A) Ejemplo de colocacion de los fagos, B) fagotipo o
lisotipo hipotético. (Adaptado de Pumarola et al, 1995)

29 | 52 |52A| 79 | 80

BA|3B|3C |65 | T

6 7 |42E| 47 | 53

54 | 75 | 77 |B3A|42D

81 | 187

A "B
La mayoria de las cepas de SARM causantes de brotes epidémicos en el
mundo pertenecen a los fagogrupos lll, | — 11l o son no tipables (NT) (Marples
et al, 1986; Kerr et al, 1990). Vindel y colaboradores (Vindel y Saez, 1992),
analizaron las cepas de SARM causantes de 29 brotes en 20 hospitales entre
los afos 1978- 1992. Las anteriores al ano 1989 pertenecian a los
fagogrupos I, I — lll, pero no estaban relacionadas epidemiologicamente
entre si ni con las cepas actuales por pertenecer a diferente fagotipo. En

56



cambio a partir del afio 1989 la mayoria de las cepas implicadas pertenecian
al fagogrupo Ill o eran no tipables (cepas NT). En este segundo periodo se
definian por fagotipificacion dos cepas con similares caracteristicas y
capacidad epidémica.

1.3. BIOTIPIFICACION:

La biotipificacion es una técnica basada en el comportamiento diferencial de
distintas cepas frente a una serie de reacciones bioquimicas especificas. La
produccion de estas enzimas que metabolizan diversos sustratos suministra
una informacién parcial de las caracteristicas genéticas de las cepas
bacterianas.

Estas enzimas han sido usadas principalmente como marcadores para
diferenciar grupos de especies, de tal forma que si un microorganismo posee
una enzima dada, y es capaz de utilizar un sustrato, podra formar un
producto final capaz de modificar el pH del medio, lo que podra visualizarse
por el cambio de color de un indicador de pH, por aumento de la turbidez, la
presencia de colonias en la superficie del medio, o por la fermentacién de
diversos azucares (Mahon et al. 2000).

Tradicionalmente S. aureus es identificado presuntamente antes de tener
una caracterizacion definitiva, basandose fundamentalmente en la
demostracion de la produccion de coagulasa libre (tabla. 3) y la fermentacion
del manitol, pruebas que generalmente se presentan asociadas, pues solo el
2 % de estafilococos manitol-positivos son coagulasa- negativos. Se
consideran pruebas suplementarias la produccion de hemolisina a,

fibrinolisina, fosfatasas y DNAsas termoestables (Coia et al, 1990).

57



Tabla. 3. S. aureus (caracteres diferenciales) (Adaptado de Pumarola et al, 1995).

Caracteres S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus

Coagulasa
Fermentacion manitol
Toxina a

ADNasas termoestables
Proteina A

t+++4
!
|

Acidos teicoicos
Fosfato de ribitol
Fosfato de glicerol

Sensibilidad a 1a

novobiocina

I+
|

+
++
I i+

Aunque existen en la actualidad otras investigaciones como las realizados en
1994 por Janda y Ristow en las que se probo un nuevo método para la
identificacion del S. aureus, basado en la deteccion fluorogénica de la
coagulasa mediante la incorporacion en el medio de cultivo de substratos
cromogeénicos para la fosfatasa alcalina y la B-galactosidasa, el RAPIDEC-
Staph como se le denomino se evalud con 303 cepas de Staphylococcus. Al
hacer la comparaciéon con varios métodos convencionales evidencié el
reconocimiento del 100 % de las cepas S. aureus, observando que la
especificidad y sensibilidad del método varié en relacion de la especie a
identificar. Recientemente Gaillot et al. Ensayaron un método cromogénico
altamente especifico para la identificacion de S. aureus basados en la
formacion de colonias malvas posterior a las 18 h de incubacion. EI método
presento una excelente sensibilidad y especificidad, superiores a otros
métodos convencionales y permite el recobrado o aislamiento de muestras
clinicas que no fueron detectadas en el medio agar sangre. Pero a pesar de
la sencillez, rapidez y disponibilidad de este método, su utilidad es escasa en
estudios epidemioldgicos y de tipificacion de SARM por su limitado poder de

discriminacion entre distintas cepas circulantes (Coia et al, 1990).
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1. 4. SEROTIPIFICACION:

La tipificacion seroldgica es un conjunto de reacciones llevadas a cabo para
conocer el serotipo al que pertenece un determinado microorganismo,
utilizando una serie de anticuerpos que detectan los distintos determinantes
antigénicos presentes en la superficie bacteriana, las reacciones incluyen
agrupamiento flagelar, aglutinacién celular y reacciones capsulares que se

observan a simple vista o al microscopio (Karakawa y Vann,1992).

Al principio de las investigaciones en esta area con S. aureus existieron
algunos inconvenientes debido a la gran complejidad de su pared, que
dificulto la determinacion de su composicion antigénica exacta, pero al dia
de hoy se sabe que la especie se caracteriza par la presencia de acidos
teicoicos, polimeros de fosfato de ribitol (polisacarido A) y proteina A,
concibiendo la subdivision en 18 serotipos, mediante el empleo de sueros de
conejo tipo especificos. Ademas se ha determinado que los serotipos
capsulares son los predominantes en cepas de S 4aureus aisladas de
muestras clinicas (Arbei ,1984), que los serotipos 1, 2 Y 3 se corresponden
en lineas generales con los fagogrupos I. Il y Ill, y que el serotipo 5 permite
identificar las cepas de SARM por ser el serotipo predominante entre estas

cepas resistentes (Fournler et al, 1987).

En la actualidad existen varios juegos comercializados a base de latex como
soportes sélidos, los cuales surgieron en la década del 80 y muestran todavia
que son meétodos rapidos y practicos para la identificacion del S. aureus
(Perssone et al, 1997; Wilkerson et al, 1997) por mostrar una alta sensibilidad
y especificidad, y que aparte de esto permiten la deteccidn de otras especies
de estafilococos coagulasa positiva como (S.intermedius y S. lycus) (Quinn,
1994). No obstante, se han observado falsos positivos en el uso de alguno de

éstos lo que lleva a la conclusion que es una técnica sencilla y disponible,
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pero que tiene un poder de discriminacion bajo desde el punto de vista
epidemiologico (Emmerling et al, 1983).

1.5. ANALISIS ELECTROFORETICO DE PROTEINAS:

El analisis electroforetico de proteinas incluye varias técnicas que detectan
variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas de
Staphylococcus aureus (Gaston et al, 1988).El analisis electroforetico de
extractos celulares, seguido de tincion especifica, determina la actividad de
algunas enzimas como la esterasa, que permitiria distinguir entre las cepas
de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) de las cepas de S. aureus
sensibles a meticilina (SASM) (Branger y Goullet, 1987). Son técnicas con un
poder de discriminacion bastante alto, pero de realizacion especificamente

compleja.

El inmunoblotting es otra técnica electroforetica en que tras la electroforesis
de las proteinas totales o de proteinas excretadas al medio, se realiza una
transferencia de las mismas a una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente se incuba con anticuerpos especificos y se detecta el
complejo antigeno — anticuerpo que se forma, mediante un anticuerpo
marcado. El patrén electroforetico que se obtiene es mas dificil de interpretar
gue en la electroforesis convencional de proteinas. Esta técnica es bastante
reproducible y tiene un poder de discriminacion elevado (Mulligan et al,
1988); sin embargo, solo esta disponible en pocos laboratorios y su

utilizacion requiere experiencia.

2. METODOS GENOTIPICOS
El advenimiento y desarrollo de la tecnologia molecular nos permite contar
con nuevos métodos que colaboran con la epidemiologia de las infecciones

dado su gran poder de tipificacion de microorganismos.
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Los fundamentos de estas técnicas son variables: estudios de restriccion del
ADN cromosdémico o extracromosomico, analisis del numero de copias de
determinadas secuencias de insercidn o repetitivas a lo largo del cromosoma
o de las regiones entre secuencias de insercion o repetitivas adyacentes
(REP-PCR) o amplificacion arbitraria de fragmentos genéticos (AP-PCR). La
mayor ventaja de estos meétodos radica en la estabilidad de los marcadores
genéticos utilizados y en la posibilidad de aplicarlos universalmente a
distintos géneros y especies de microorganismos (Tabla 4) (Dominguez M. et
al .2005).

Tabla 4. Caracteristicas de los marcadores moleculares mas utilizados (modificada de
van Belkum et al. 2001).

Tipabilidad | Reproducibilidad Poder de Facilidad | Interpretacién | Costo
discriminacion | técnica

Perfil Variable Regular Variable | Regular Buena Medio
plasmidico
Ribotipado] Excelente Excelente Buena Buena Buena Alto
PFGE Excelente Excelente Excelente | Buena Buena Alto
PCR Excelente Regular Excelente | Buena Regular Medio
AFLP Excelente Buena Excelente | Buena Regular Alto
MLST Optima Excelente Excelente | Dificil | Excelente Alto

PFGE: Electroforesis en gel de campo pulsante, PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
AFLP: Amplificacion de fragmentos de longitudes polimorficas, MLST: Tipificacion de
secuencias multilocus.

En todas estas aplicaciones el objetivo es el de definir la relacion existente,
clonal o no, entre los aislamientos estudiados. El término clon o grupo
clonal en epidemiologia hace referencia al grupo de aislamientos
relacionados por el hecho de descender de un ancestro comun, esto es, por
formar parte de una cadena de replicacion y transmision. Las cepas
relacionadas provienen, pues, de la expansion clonal de un precursor unico y
de

significativamente superior al que se encontraria entre aislamientos no

poseen un nivel similitud entre sus genotipos y fenotipos
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relacionados de la misma especie seleccionados arbitrariamente (Soll D et al
2003, Coll P y Prats G.2006).

A continuacidn se exponen los métodos moleculares que mas se han
utilizado para estudios epidemioldgicos en bacteriologia, en cada uno de
ellos se comentan sus fundamentos basicos incluyendo criterios para la

interpretacion de los resultados.

2.1. ANALISIS DE DNA PLASMIDICO:

Los plasmidos son descritos como elementos de DNA circular extra
cromosomales hereditarios moviles, los cuales pueden replicarse
autonomamente y contener al menos un origen de replicacion. Aunque ellos
no son esenciales para la vida de las bacterias, cuando la célula bacteriana
se divide, copias de los plasmidos residentes se distribuyen entre las células
hijas, por lo que es de esperar que miembros de la misma linea clonal
contengan los mismos plasmidos (Sloos J et al .2000).

Fue el primer método molecular que se utilizo como herramienta
epidemioldgica de tipificacion bacteriana basandose en el reconocimiento y
comparacion en el numero y tamafo de bandas entre los aislamientos,
permitiéndolos agrupar de acuerdo a la coincidencia de sus bandas (Farrar,
1983).

La determinacion de los perfiles plasmidicos puede realizarse por
procedimientos relativamente simples de extraccion y separacion de DNA
plasmidico del cromosdmico, seguido de la separacién de los plasmidos por
electroforesis en un gel de agarosa gracias a su migracion diferencial segun
el peso molecular. Habitualmente se comparan dos cepas examinando el
numero y tamafo de sus plasmidos. Sin embargo, si estas poseen un unico

plasmido con peso molecular similar como en algunas cepas de S. aureus,
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es necesario confirmar la identidad entre sus plasmidos mediante el analisis
por restriccion con endonucleasas del DNA plasmidico (Figura 4). Estas
enzimas reconocen secuencias de bases especificas y las cortan en una
posicion determinada, de forma que dos plasmidos iguales presentaran el

mismo perfil de restriccion de DNA plasmidico (Tenover ,1985).

Figura. 4. Andlisis del ADN extracromosomico de dos cepas de Staphylococcus aureus
tras el empleo de endonucleasas de restriccion. Recorridos 1 y 2: digestion con Eco RI;
recorrido*: cepa control; recorridos 3 y 4: digestion con Hin dlll; recorrido L: marcador de
peso molecular. (adaptado de Trilla A.1993)

El analisis de DNA plasmidico es una técnica rapida que se correlaciona muy
bien con otros métodos fenotipicos, como el perfil bioquimico y el patréon de
resistencia a antibidticos. Sin embargo, su poder de discriminacion es
limitado por varios motivos (Shales et al.1986). En primer lugar, solo el 90%
de las cepas presentan plasmidos. En segundo lugar, se puede producir
variaciones en los perfiles plasmidicos por deleccion y recombinacion de
secuencias del DNA en el mismo plasmido o entre plasmidos, o bien por
adquisicion de DNA nuevo. Ademas los plasmidos pueden presentarse en
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diferentes conformaciones que varian con el grado de superenrollamiento,
produciendo a partir de una misma variedad de plasmido diferentes patrones
de movilidad electroforética. Una cepa también puede adquirir o perder
plasmido a lo largo del brote epidemioldgico, o durante el subcultivo Por ello,
se recomienda que el analisis deberia realizarse en bacterias con el menor
numero de subcultivos posibles (Zuccarelli et al, 1990). Por ultimo, algunos
factores técnicos como la variacion de los métodos de extraccion o de las
condiciones de electroforesis también pueden influir en el perfil plasmidico
obtenido. Debido a estas limitaciones se ha definido la tipificacion por
perfiles plasmidicos como una herramienta de gran ayuda en estudios
epidemioldgicos limitados temporal y geograficamente, y que puede tener
mas valor si es complementada con otras técnicas genotipicas que

involucren estudios cromosomicos.

2.2. ANALISIS DE DNA CROMOSOMICO:

El analisis de DNA cromosomico consiste en la ruptura del mismo en
fragmentos mediante una o varias enzimas de restriccion y su separacion
posterior por electroforesis en gel de agarosa, obteniendo un patron de
bandas caracteristicos de cada cepa. A diferencia del analisis del DNA
plasmidico puede utilizarse en aquellas bacterias que carecen de plasmidos,
y tiene una mayor estabilidad. Por ello, se considera el método mas sensible
para el estudio epidemiolégico de SARM (Jordens y Hall, 1985; Venezia et al

,1992).Se distinguen varios tipos de analisis de DNA cromosomico:

2.2.1. Electroforesis en geles de agarosa en campo constante:

Se obtienen un perfil numeroso de fragmentos de DNA de 25 a 0.5 Kb dificil
de interpretar, por lo que tiene menor poder de discriminacion que otras
técnicas electroforeticas como el inmunoblotting (Burnie et al ,1989). Su
capacidad de discriminacion puede mejorar utilizando southern blot para
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identificar fragmentos de DNA concretos mediante su hibridacion con sondas
especificas (Mulvey et al, 1986).

2.2.2. Electrofores en geles de agarosa en campo pulsante (PFGE):

La electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE por sus siglas en inglés)
fue descrita en 1984 como una herramienta para examinar el ADN
cromosémico de organismos eucariotas. Ha sido uno de los progresos mas
utiles de la epidemiologia molecular en las décadas pasadas; emerge en los
90°s como una técnica de la huella dactilar considerada el estandar de oro
para la tipificacidn molecular de microorganismos, por tener un poder de
discriminacion entre distintas cepas y una estabilidad superiores al del DNA
plasmidico y a la fagotipificaciéon. (Maslow et al, 1993; Goering, 1993;
Tenover et al., 1994; Struelens y MESGEM, 1996; Tenover et al., 1997;
Warner y Onderdonk, 2003).

En esta técnica, el genoma bacteriano es digerido con una enzima de
restriccibn que es relativamente de pocos sitios de reconocimiento y que
genera aproximadamente de 10 a 30 fragmentos de restriccion que van de
10 a 800 kb. Todos estos fragmentos pueden ser separados como un patrén
de distintas bandas por PFGE, usando una camara disefiada especialmente
que cambia de posiciones en el gel de agarosa entre tres juegos de
electrodos que forman un hexagono alrededor del gel (Figura. 5) (Tenover et
al., 1997; Warner y Onderdonk, 2003).

Figura. 5. Distribucion de los electrodos en la electroforesis en gel de campo pulsante.
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Los cambios de orientacién periddica de los campos eléctricos, permiten la
separacion 'y determinacion del tamafo de los fragmentos de
macrorestriccion. Al mismo tiempo la PFGE escanea mas del 90% del
cromosoma para reordenar fragmentos de gran tamafio tales como
duplicaciones, cancelaciones, o inserciones de secuencias que se detectan
como un cambio en el tamafio o numero del fragmento. Por ultimo se
comparan los patrones de restriccion para determinar sus relaciones.
Algunos resultados con esta técnica pueden llevar a conclusiones diferentes
entre laboratorios, por lo que deben seguirse unas guias para analizar la
correlacién entre los aislados como la propuesta de Tenover y Cols (Tenover
et al, 1995).el cual considera que los aislados que difieren en menos de tres
bandas o fragmentos pueden presentar variantes genotipicas de una misma
clona, mientras que los que difieren en tres o mas bandas tienen un origen

clonal diferente.

Esta técnica ha demostrado ser altamente efectiva para muchas especies
bacterianas tanto gram-positivas como los Staphylococcus y gram-negativas
como las Enterobacteriaceae. En S. aureus se han hecho esfuerzos a gran
escala para establecer las relaciones epidemiolégicas de los SARM. Como
el estudio realizado por Olivera et al publicados en el 2001, en el cual se
pudieron analizar los genotipos de 3067 cepas de SARM consiguiendo incluir
aislamientos de Europa, América Latina, EUA, Japdn, Taiwan, China y los
primeros aislamientos del SAMR recuperados en Dinamarca e Inglaterra.
Esta tipificacion molecular dio como resultado: 1) la identificacion de cinco
clonas pandémicas mundiales: Clona Ibérica, Clona Brasilefa, Clona
Hungara, Clona Nueva York/Japdn, y Clona Pediatrica y que el 68% de los

aislamientos podian englobarse en alguno de estos cinco clones.
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El clon ibérico se detecto por primera vez en 1989 como el responsable de
un brote se SARM en el Hospital Universitario de Bellvitge y se disemino a
otros paises como Francia, Bélgica, Portugal, Escocia, lItalia, Alemania,
Holanda, Republica Checa, Polonia, Suezia y Estados Unidos. EIl clon
brasileno fue descrito en 1992 en Brasil y se extendi6 a paises de
Suramérica como Argentina, Uruguay y Chile y a paises europeos como
Portugal, Republica Checa, Grecia, Finlandia, Alemania. Irlanda, Holanda,
Polonia, Suezia, el Reino Unido y reciente mente en India. El clon hungaro
se ha expandido por los Hospitales de este pais y reciente mente se ha
reportado en hospitales de Taiwan, China e India. El clon New York/Japén
fue identificado en los Hospitales de New York, Nueva Jersey y Pensilvania,
en Canada, Florida y en Hospitales de Tokio también en paises europeos
como Finlandia , el Reino Unido, Irlanda y mas recientemente en México. Y
el clon pediatrico fue descrito en 1992 en un hospital pediatrico de Portugal
y posteriormente se ha encontrado en Polonia, Estados Unidos, Argentina,
Francia, Reino Unido y Colombia.

Las principales dificultades asociadas con esta técnica son las relacionadas a
las demandas técnicas del procedimiento y costos iniciales del equipo. La
preparacion de ADN genomico apropiado requiere de 1 a 3 dias,
dependiendo de los organismos a examinar, y los costos del equipo
requerido (incluyendo el aparato de electroforesis y el transiluminador) varia
entre 10, 000 y 20,000 ddlares. Sin embargo, el método es operacional en el
laboratorio, y puede ser aplicado a un amplio rango de especies con solo un
minimo de modificaciones (Tenover et al., 1997).

2.2.3. Ribotipificacion:
La ribotipificacion es una técnica de hibridacion, el cual un determinado gen
referencial (el ADN ribosomal) se unird a las secuencias complementarias

ubicadas en el ADN genomico del microorganismo evaluado. En casos
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aplicados como el presente, cada una de las sefiales producidas por la
hibridacién representa una copia del gen referencial ubicado en el genoma
del microorganismo evaluado. Por lo tanto el numero y la ubicacion de las
copias seran representativos para cada aislamiento y para cada especie,
proporcionando un perfil caracteristico (Calderon E et al. 2002).

El analisis de ribotipificacién se fundamenta en la diversidad de los genes
que codifican el ARN ribosomal entre las especies. Estos genes se
encuentran presentes en el genoma bacteriano en multiples copias, cuyo
numero y localizacion depende de la especie. Sin embargo, existen especies
que tienen un numero de copias muy limitado, para las cuales este sistema
de tipificacion no esta recomendado (Ejemplo: Mycoplasma, Mycobacterium,
Borrelia burgdorferi) (Aparicio et al, 1992).

Al igual que el analisis plasmidico, el analisis del perfil ribotipico se basa en
examinar y comparar el numero y tamafio de bandas entre los aislamientos,
permitiéndolos agrupar de acuerdo a la coincidencia de sus bandas. La
cantidad de informacién genética existente entre y dentro de los genes
ribosomales es heterogénea; en diferentes aislamientos a lo largo de un
periodo de tiempo, se pueden perder o insertar copias de los genes
ribosomales o secuencias diferentes, o que genera que los perfiles sean
similares o distintos, segun sea el caso. Todo ello explica la posibilidad de
diferenciar aislamientos epidemiologicamente relacionados mediante la
ribotipificacion, lo cual se resume en la gran diversidad inter y extra especies

que existen entre los genes ribosomales (Calderon E et al. 2002).

Finalmente, el procedimiento de la ribotipificacion consiste en purificar el
ADN total o genomico de cada aislamiento bacteriano para
subsecuentemente digerirlo con una endonucleasa de restriccion. Los

fragmentos de ADN son separados por electroforesis en gel de campo
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punsante (PFGE) y luego transferidos a una membrana de nylon. Después,
la membrana conteniendo el ADN es hibridizada con una sonda de ADN
ribosomal marcado, para finalmente revelar las uniones de la sonda mediante
reacciones quimioluminiscentes, permitiendo el desarrollo de un patron que
sera caracteristico y similar en aquellos aislamientos bacterianos
epidemiologicamente relacionados. Este es un marcado muy estable, dado
que los genes que codifican el ARN ribosomal estan altamente conservados,
pero presenta menor poder de discriminacion que otros métodos
cromosomicos (Aparicio et al, 1992, Prevost et al, 1992). Algunas de las
ventajas de esta técnica son: la proporciona resultados ampliamente
reproducibles, Para algunas especies, su moderado poder discriminativo, y
su aplicabilidad a cualquier tipo de microorganismo bacteriano. Entre sus
desventajas destacamos: Su alto costo frente a otras metodologias, y su
dependencia del marcaje de la sonda por lo que normalmente no se

encuentra disponible en muchos centros de investigacion.

2.3. TECNICAS DE TIPIFICACION BASADAS EN LA PCR:

La PCR ha sido definida como un proceso de amplificacién de secuencias de
ADN especificas, basado en el mecanismo de replicaciéon del ADN celular.
Desde su aparicidon ha sido adaptada en varios campos, incluyéndola como
herramienta de tipificacion, permitiendo producir millones de copias de un
segmento de ADN con alta fidelidad. Su procedimiento requiere de un molde
de ADN, dos oligonucledtidos que flanquean la secuencia a ser amplificada, y
una ADN polimerasa estable al calor. Un ensayo de PCR tipicamente
requiere de unas 3 horas para completar 30 ciclos, cada uno de los cuales
consiste en una fase de desnaturalizacién (en donde las dos hebras de ADN
se separan), una fase de hibridacion (en la que los oligonucleétidos se
hibridan con las secuencias complementarias en el molde) y una fase de

extension (en donde la polimerasa sintetiza nuevas hebras de DNA a partir
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de las secuencias determinadas por los oligonucledtidos), generandose por
ciclo dos nuevas copias de DNA doble cadena a partir del molde original
(jones y Bej, 1994).

Existen en la actualidad muchas variantes de la PCR pero todas se
fundamentan en el mismo principio general: la amplificacion de genes o
secuencias de ADN polimorficas y la separacion electroforetica de los
productos de amplificacion (van benkul 1994; olive y bean, 1999).En general
existen tres grupos de variantes de la PCR. 1). Aquellas en las que utilizando
cebadores arbitrarios o con cierta especificidad, se amplifican regiones del
genoma localizadas entre dos cebadores adyacentes separados por una
distancia no superior a la que la Taq polimerasa puede amplificar, 2)
Variantes en las que previa o posterior a la amplificacién génica se somete el
genoma o producto amplificado a digestién con enzimas de restriccion, y 3)
Aquellas que amplifican regiones internas de ciertos genes y posterior

secuenciacion.

Por lo general , las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de
acidos nucleicos mediante PCR poseen un elevado poder de discriminacion ,
son menos laboriosas , mas rapidas, y permiten trabajar con un mayor

numero de muestras que la PFGE (van benkul 1994; olive y bean,1999).

2.3.1. Amplificacién al azar de ADN polimorfico (RAPD)

La amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD, randomly amplified
polimorphic DNA) es una de las técnicas mas utilizadas para la tipificacién de
microorganismos, tanto patdgenos (Tansel et al., 2003; Betancor et al., 2004)
como de interés tecnoldgico (Cocconcelli et al., 1997; Rossi et al., 2001; Di
maria et al., 2002). Es una técnica sencilla y rapida que presenta un gran
numero de ventajas. Se diferencia de la PCR convencional en que los
cebadores utilizados presentan secuencias de nucledtidos aleatorias de
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corta longitud (8-12 nucledtidos) y se hibridan con regiones inespecificas del
genoma en condiciones de baja Astringencia (temperatura de hibridacion a
30- 45° C y concentraciones de Mgcl, superiores a 2mM) (Welsh vy
Mccelland, 1990). Generalmente se utiliza un solo cebador que puede,
tedricamente, tener muchos sitios complementarios en el genoma y dado que
las condiciones son poco astringentes pueden unirse en diferentes sitios, aun
cuando la homologia no sea completa. Cuando se dan dos uniones
adecuadas, aunque sean imperfectas, en sitios separados entre 200 y 2000
pb entre si y en la orientacién perfecta (5 — 3’) en cadenas opuestas del
ADN, la secuencia comprendida entre ambos sitios puede ser amplificada.
(Farber y Addison, 1996). Cada fragmento de ADN amplificado dara lugar a
la aparicion de una banda en el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.
Las diferencias en los patrones de bandas o polimorfismo entre cepas puede
ocurrir como resultado de la deleccion de un sitio de union del cebador, por la
insercion de ADN que desplaza el sitio de unién demasiado lejos como para
gue se de la amplificacidon o a inserciones o deleciones de ADN que cambian
el tamafo de un segmento de ADN sin impedir su amplificacion.

Aunque existan muchas ventajas en la utilizacion del RAPD para el
genotipado de microorganismos, uno de los mayores inconvenientes de esta
Técnica es su baja reproducibilidad. Esto se debe a que es muy sensible a
pequefias variaciones metodologicas, como el procedimiento de extraccion
del ADN, el tipo de termociclador, la concentracion de ADN, la temperatura
de hibridacion de los cebadores, la concentracion de los iones Mg+, etc.
(Tyler et al., 1997) . No obstante el método puede ser reproducible si se
trabaja bajo condiciones cuidadosamente controladas (Farber y Addison,
1996). En general la Técnica del RAPD tiene un poder de discriminacion

inferior al de la PFGE, aunque puede incrementarse con la utilizacion de
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varios cebadores y mediante la optimizacién de las condiciones de PCR
(Fernandez — Cuenca, 2004).

2.3.2. PCR - Ribotipia

La PCR -RIBOTIPIA aprovecha la heterogeneidad de las regiones
espaciadoras que separan los genes ribosomales 16s y 23s (van benkul
1994; olive y bean, 1999). En los organismos procariotes las tres
subunidades del operon rrn (16s, 23s y 5s) estan separadas por regiones
espaciadoras que pueden presentar una gran variabilidad tanto en la
secuencia como en el tamafo a nivel de genero y especie (Campbell et al.,
1993; Swaminathan y Matar, 19993). De esta forma, tras la amplificacion de
ADN, se obtienen multiples bandas que corresponde al distinto tamafo de las
regiones espaciadoras de los diferentes operones rrn que presenta las
bacterias (Farber y Addison, 1996). En este método, en lugar de utilizar
cebadores arbitrarios se utilizan cebadores para amplificar los genes que
codifican ARNr. Esta técnica es reproducible aunque tiene un poder de
discriminacion bajo, que puede incrementarse con la utilizaciéon de enzimas
de restriccion (Farber y Addison, 1996). En el estudio realizado por Vila et al.
(1996) se observo que el analisis de los patrones de restriccion de los
amplificados de los genes ribosomales (ARDRA) y/o las regiones
espaciadoras que separan los genes 16s y 23s es una técnica con un poder
de discriminacion bastante inferior a las técnicas de RAPD y PFGE.

2.3.3. PCR-RLFP

La Técnica de PCR — RLFP se basa en la digestion con enzimas de
restriccion de productos de amplificacion de genes o secuencias de ADN
polimorficas (Van Benkul 1994; Olive y bean, 1999). Con esta Técnica se
estudia una region muy limitada del genoma con frecuencia genes de

virulencia (Samadpour et al, 1995), por lo que su poder de discriminacién y
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reproducibilidad suelen ser algo inferiores al de los métodos de tipificacion ya

mencionados.

En este método se realiza una PCR utilizando cebadores que amplifican una
region de virulencia en particular. EI amplicon resultante se digiere con
endonucleasa de restriccion, que se escogen en funcion de la composicion
conocidas de bases de la region diana, los productos obtenidos se separan
electroforeticamente en un gel de agarosa que se tifie con bromuro de etidio.
Las principales ventajas de esta Técnica son su rapidez, su simplicidad y su
reproducibilidad. El poder de discriminacién es inferior al de la PFGE aunque

puede aumentarse utilizando varias enzimas de restriccion.

2.3.4. REC-PCR

La amplificacién de fragmentos repetidos (REC — PCR, repetitive element
PCR fingerprinting) es otra técnica de tipificacion en la que se utilizan
cebadores que hibridan con secuencias de ADN repetidas (secuencias rep) o
presentes en multiples copias en los genomas de la mayoria de bacterias
Gram - negativas y Gram — positivas (Lupski y Weinstoc, 1992). Se han
identificado tres familias de secuencias repetitivas: las secuencias repetitivas
palindromicas extragenicas (secuencias REP) de unas 35 — 40 pb, las
secuencias consenso repetitivas inter génicas de enterobacterias
(secuencias ERIC) de 124- 127 pb y los elementos box de unos 154 pb
(Versalovic et al., 1994). Estas secuencias estan localizadas en diferentes
regiones antigénicas a lo largo de todo el genoma y en ambas orientaciones,
dependiendo de la especie o cepa que se trate. Amplificacion por PCR de
las regiones genomicas situadas entre los elementos repetidos genera
fragmentos de varios tamafos, dependiendo de la longitud de la regidn
genomica comprendida entre las diferentes secuencias repetitivas. Los
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productos de PCR pueden ser separados electroforeticamente en un gel de
agarosa para obtener diferentes patrones de bandas.

La técnica de REC — PCR (amplificacién de secuencias REP) se caracteriza
por su simplicidad (no requiere de enzimas de restriccion ni técnicas
electroforeticas especiales), rapidez (menos de 24 horas) y su relativo bajo

costo, una vez que se disponga de un termociclador.

Los patrones de bandas suelen ser sencillos aunque en algunos
microorganismos la interpretacion de los patrones puede dificultarse debido a
la proximidad existente entre algunas bandas y al mayor numero de bandas
(Fernandez — Cuenca, 2004). Esta Técnica posee un poder de discriminacion
y reproducibilidad inferior a los de la PFGE, aunque para algunas bacterias,
se ha visto que a REP-RCR presenta un poder de discriminacién similar al de
la PFGE (Vila et al., 1996). Estudios realizados por Tenover et al. (1995) y
Van Belkum et al. (1995) indican que la rep-PCR es tan discriminativa como
RAPD y PFGE para tipificar Staphylococcus aureus.

La amplificacion de secuencias ERIC mediante PCR (ERIC-PCR) es otra
técnica de tipificacion utilizada para estudiar la relacion clonal de diferentes
bacterias. Los patrones de bandas que se obtienen suele ser menos
complejos que los generados mediante la REP-PCR (Fernandez — Cuenca,
2004).

La rep-PCR ademas de permitir el estudio de la diversidad intraespecifica,
también tiene utilidad en la identificacion y clasificacion de microorganismos y
en estudios epidemiolégicos de microorganismos patdogenos (Van Belkum et
al., 1995; Lowis et al., 1994; Versalovit et al., 1997; Deplano et al., 2000;
Dasen et al., 2003).
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2.3.5. AFLP

El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
es un método de reciente desarrollo para el genotipado de microorganismos.
Esta técnica se fundamenta en la amplificacion mediante PCR de fragmentos
de restriccion (generados a partir de ADN cromosomico) a los que
previamente se les ha unido unos adaptadores que hibridan con cebadores
especificos (Vos et al., 1995). Existen variaciones metodologicas del AFLP
dependiendo del numero de cebadores (normalmente se utilizan 1 o 2), del
tipo de marcaje de los cebadores (radiactivo o fluorescente) y del numero de
enzimas de restriccion utilizadas (1 o 2). Los protocolos de AFLP mas
utilizados suelen emplear dos enzimas de restriccibn y cebadores
fluorescentes. Las ventajas mas interesantes de este método son su elevada
sensibilidad y su excelente poder de discriminacion. La técnica de AFLP
suele ser menos discriminativa que la PFGE, aunque para algunos
microorganismos es muy similar su poder de discriminacion (Antonishyn et
al., 2000).

Entre los principales inconvenientes de esta técnica hay que destacar su
laboriosidad, el elevado costo del equipo, la obtencion de patrones de
bandas complejos (entre 30 y 50 fragmentos de tamanos diferentes) y el
analisis de los mismos con programa informatico adecuado (Fernandez —
Cuenca, 2004). Todo esto hace que el AFLP se utilice fundamentalmente en

centros de referencia.

2.3.6. Tipificacidon de secuencias multilocus (MLST)

La tipificacion de secuencias multilocus (multilocus séquense typing, MLST)
es una técnica de tipificacion basada en la amplificacion y secuenciacion de
genes constitutivos (housekeeping), generalmente genes ribosomales y/o
genes relacionados con factores de virulencia (Vasquez y Berron, 2004). El
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MLST esta basado en los principios de los analisis de isoenzimas (multilocus
enzime electrophoresis), pero difiere en que detecta variaciones en
diferentes locus de forma directa por secuenciacion de ADN de fragmentos
internos (de aproximadamente 500 pb de 7 genes constitutivos. Para cada
gen, las diferentes secuencias existentes en una misma especie bacteriana
son asignadas como alelos distintos y, para cada aislado, los alelos de cada
uno de los 7 loci definen el perfil alelico o secuenciacion tipo (ST) (Maidel et
al.,, 1998). Esto permite caracterizar de modo inequivoco los diferentes
aislados de una especie con la ventaja adicional que la secuenciacion de
ADN es un dato objetivo facilmente intercambiable entre diferentes
laboratorios (figura 6).

Figura. 6. Procedimiento MLST. (adaptado de Van Leeuwen et al. 2003)

Amplificacion de los fragmentos de 450-500 pb de los 7 genes seleccionados

Secuenciacion de los fragmentos seleccionados

Comparacion de las secuencias de cada fragmento con los alelos conocidos en cada locus

.

Asignacion de alelos en cada uno de los ¥ loci, o gque determina el PERFIL ALELICO

&

Comparacion del perfil alelico con el de los aislados incluidos en una base de datos centralizada

&

Asignacian de un ST al perfil alelico de lafs cepass en estudia

Gen1 Gen2 Gend Gend Gend Geng Gen?
Cepal 2 3 2 10 5 1 22 5T12
Cepa 2 3 3 4 g 1 1 10 STG65
Cepa 3 2 2 4 1o 12 3 3 ST123
Cepa 4 2 3 2 10 B 1 22 s5T12
Cepa s 4 1 12 32 2 11 22 ST76
Cepa B 3 3 4 5 1 1 10 ST65
Cepa’¥ 2 3 4 2 G 1 22 ST15
Cepa 8 2 3 2 10 5 1 22 sT12
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El principio del desarrollo del MLST se encuentra en algunos trabajos de
genética de poblaciones que intentaron correlacionar la informacion obtenida
mediante secuenciacion de los genes analizados (Smith et al., 1980; Feit et
al., 1999). En este proceso se observo que algunas regiones especificas de
los genes analizados eran responsables de la mayor variabilidad observada,
mientras que el resto de los locus presentaba un alto grado de conservacion.
Asi se decidi6 analizar en cada gen un solo fragmento interno de entre 450 -
500 pb cuyo nivel de variabilidad, combinado, entre los genes analizados,

proporcionaba un alto grado de discriminacion.

Desde que esta técnica se describié en 1998 hasta nuestros dias (Maiden,
1998), el método se ha desarrollado para 11 especies diferentes de
bacterias. Para el seguimiento de clones y/o lineas clénales, consiguiendo
trazar procesos de dispersion, identificando con gran precision grupos
poblacionales especificos con independencia de pequenas variaciones que
puedan surgir geografica y/o temporalmente. Por tanto, es un marcador
molecular indicado en lo que se conoce como epidemiologia global a largo
plazo. Ofrece resultados de gran precision y puede, identificar la presencia
de lineas clonales hipervirulentas, prediciendo con cierta antelacién la
llegada de ondas epidémicas. Asimismo, es un marcador que permite el
seguimiento de clones resistentes prediciendo la evolucion a medio plazo de
los niveles de resistencia en el microorganismo analizado. Este analisis ha
ofrecido buenos resultados en el caso de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina con un patron de multirresistencia a varios antimicrobianos. En el
caso especifico de Staphylococcus aureus, MLST se aplico por primera vez
en el ano 2000 en un estudio de tipaje y caracterizacién de 155 aislamientos
invasivos de S. aureus (Enright, 2000). Posteriormente esta técnica se ha
aplicado a numerosos estudios, llegando a la conclusion de que las cepas de
SARM tienen una estructura clonal conservada en comparacién con los S.
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aureus sensible a meticilina, y que un numero pequefnos de clones son los
que tienen la capacidad de diseminarse (Oliveira, 2001; Jonhson, 2001).
También se han obtenido datos por MLST que indican que S. aureus tiene un
bajo nivel de recombinacion genética y que la diversidad clonal se produce
mas frecuentemente por mutaciones puntuales que por procesos de

intercambio de material genético (Fey, 2003)

Como ya se menciono; MLST ha sido utilizado para dar respuesta a los
tipicos interrogantes planteados en epidemiologia local o a corto plazo
(caracterizacion de brotes, diferenciacion de recidivas, reinfecciones y/o
fallos terapéuticos, etc). Sin embargo, su poder de discriminacion es muy
inferior al que se obtiene con la aplicacién de otros marcadores como el
analisis del ADN mediante electroforesis en campo pulsante, técnicas de
tipificacion por PCR, AFLP, etc.

Para cada cepa deben realizarse 7 reacciones de amplificacion y 14
reacciones de secuenciacion, lo que hace que sea una técnica costosa,
laboriosa y que precisa de tecnologia de secuenciacion automatica. Su
aplicacién queda, por el momento restringida a laboratorios de referencia. En

estos, el analisis de un alto numero de cepas, racionaliza su aplicacion.
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Anexo 1. Consentimiento informado

Universidad de Cartagena

Facultad de Medicina
Cartagena de indias
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN INVESTIGACION
Yo, por el presente, estoy de acuerdo en participar en un

estudio que tiene como objetivo determinar la frecuencia de colonizacion del patdgeno oportunista
Staphylococcus aureus en los estudiantes de medicina de la Universidad de Cartagena durante el afio
2008.Los investigadores me han explicado que los estudiantes de medicina representamos una
poblacion en riesgo de adquirir cepas de Staphylococcus aureus debido a que durante el desarrollo de
nuestro programa de estudios, interactuamos directamente con pacientes y con personal médico de
diversas instituciones de prestacion de la salud en diferentes areas de la ciudad. Por lo tanto, existe un
riesgo real de que en algin momento los estudiantes adquiramos inadvertidamente una cepa resistente
en una institucion y la transfiramos a pacientes susceptibles de la misma institucion o de una
institucion diferente.Me han informado que la duracion estimada del estudio es de 12 meses; entiendo
que los investigadores pueden detener el estudio 6 mi participacion en cualquier momento sin mi
consentimiento. Asi mismo tengo derecho a retirarme del estudio en cualquier momento. Me han
explicado que de acuerdo a la reglamentacion del Ministerio de Salud de Colombia, Resolucion
numero 8430 de 1993, este estudio estd clasificado como de riesgo minimo para los sujetos
participantes y en ¢l se requiere la toma de muestras nasales mediante el uso de hisopos, lo cual no
representa riesgos significativos para mi salud. La toma de muestras se hard por una unica vez en el
estudio. En los casos que resulten positivos para la portacion de la bacteria S. aureus, se haran estudios
de seguimiento que implican la toma periodica de muestras nasales con periodicidad mensual por un
lapso de un afio.Mi participacion en el estudio también requiere que complete una encuesta en la que
contestaré preguntas relacionadas con mi historial clinico. Los investigadores me han explicado que no
recibiré ninglin beneficio econémico por mi participacion en este estudio. Que mi participacion puede
ser de utilidad para la comunidad médica en general, ya que los resultados contribuiran al disefio de
programas dirigidos a lograr el control efectivo de la diseminacion de cepas resistentes, tanto al
interior del ambiente hospitalario como a la comunidad en general. Por el presente autorizo a los
investigadores a utilizar las muestras nasales y sus derivados para este estudio y los que se deriven del
mismo, y los autorizo a enviarlas a otros laboratorios, tanto nacionales como internacionales para la
realizacion de analisis relacionados. Ademas, autorizo a los investigadores responsables a publicar la
informacion obtenida como resultado de mi participacion en este estudio, en revistas u otros medios
legales, y de permitirles revisar mi historia clinica, guardando la debida CONFIDENCIALIDAD de mi
nombre y apellidos. Entiendo que todos los documentos que revelen mi identidad seran confidenciales,
salvo que sean proporcionados tal como se menciona lineas arriba 6 requeridos por Ley.

Firma del Participante: Iniciales del participante: Fecha:
Niradiz Reyes Ramos Firma: % Tel: 313 5512833
Yorlais Arroyo barrios Firma:  yorlais arroyo b Tel: 3107415599

Alfonso Bettin Martinez Firma: A4/fonso Bettin M Tel: 312-6799095

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Cartagena

Anexo 2. Formato recoleccion de datos.
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DETERMINACION DE LA TASA DE PORTADORES NASALES DE Staphylococcus aureus EN
ESTUDIANTES DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

DATOS PERSONALES
SEXO FECHA DE NACIMIENTO
APELLIDOS NOMBRES
EDAD .
M | F | DIA[ MES ANO
TIEMPO DE RESIDENCIA EN ANOS MESES DIRECCION RESIDENCIA
CARTAGENA
R | Blanca Negra Mestiza
A
Z
A
E-mail: TEL.(Fijo Y/O Celular)
SEMESTRE
ANTECEDENTES CLINICOS
SINUSITIS ENFERMEDAD ALERGICA Asma Rinitis Dermatitis
INECCIONES EN PIEL Acne OTRAS
CAMBIOS ANATOMICOS EN NARIZ CUALES
USO DE ULTIMO MES ULTIMOS TRES MESES ULTIMOS SEIS MESES
ANTIBIOTICOS
CUALES:
HOSPITALIZACIONES (ultimos 3 6 6 TIEMPO
meses)
OTROS
PIERCING NASAL FUMA SPRAY RONCA
NASAL
CONTACTO CON NUNCA | DIARIO | SEMANAL | UNIDAD MEDICA
PACIENTES DE ROTACION
1[2]3
OBSERVACIONES
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Anexo 3. Prueba de aglutinacion en latex.

Prueba negativa

Prueba positiva

07/10/2008
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