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Las infecciones nosocomiales
contribuyen marcadamente a la
morbilidad y mortalidad y elevan el
costo de las hospitalizaciones. La
proporcién de enfermedades noso-
comiales en el mundo est4 en el in-
tervalo de 3,5 a 12 %.!

La Escherichia coli es un patége-
no asociado a infecciones del tracto
urinario, neumonias y bacteriemias
nosocomiales. Se aisla entre un 16,3
y un 17,7 % de los pacientes que re-
ciben ventilacién asistida y se ha
encontrado como causa de sepsis en
las heridas quirtrgicas entre un 15
y un 33,1 %.?

La identificacién y caracteriza-
cién fenotipica de microorganis-
mos, se realiza basandose en carac-
teres microbiolégicos, bioquimicos,
serolégicos y fisiolégicos.? Los mé-
todos de caracterizaciéon del
fenotipo de los gérmenes presentan
desventajas, ya que se limitan a ana-
lizar un numero limitado de carac-
teristicas y pueden generar infor-
macioén errénea debido a la variabi-
lidad de la expresién genética.! Es-
tos métodos combinados con técni-
cas moleculares de alta resolucién
permiten una mejor discriminacién
a un nivel intraespecie.?

Los métodos de caracterizacién
del genotipo (caracterizacién mole-

cular) se basan en estudiar directa-
mente la dotacién genética del mi-
croorganismo y poseen un mayor
nivel de discriminacién que los de
caracterizacién del fenotipo ya que
permiten identificar en el genoma
del microorganismo los elementos
responsables de las caracteristicas
“externas” (fenotipicas) aun cuan-
do los cambios en ellas no sean per-
ceptibles.* En microorganismos de
una misma especie, pero con patro-
nes diferentes de susceptibilidad a
antibioéticos, es posible identificar
las caracteristicas de su genoma
que los diferencian inequivocamen-
te y que probablemente sean las res-
ponsables de la resistencia a deter-
minados antibiéticos.

La electroforesis de campos
pulsantes (ECP) se considera uno de
los métodos con mayor poder de
discriminacién en la diferenciaciéon
de microorganismos.*® La ECP se-
para los macrofragmentos de res-
triccion de ADN bacteriano en un
patrén de bandas caracteristico o
pulsotipo.

El objetivo del presente trabajo
consisti6 en el estudio de dos aisla-
dos de Escherichia coli (E. coli) res-
ponsables de infecciones nosoco-
miales. El aislado I procedia de se-
creciones traqueobronquiales de un

Correspondencia:

paciente ingresado en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) y el IT de
secreciones de una herida quirargi-
ca de un paciente ingresado en el
servicio de cirugia. Esta institucién
dispone de 62 camas y el personal
meédico y paramédico se traslada de
un area a otra con frecuencia, lo que
unido a que ambas infecciones se
presentaron en un intervalo de
tiempo relativamente breve sugirié
una posible relaciéon epidemiolégica
entre ambos aislados. La coinciden-
cia en el fenotipo y el patrén de re-
sistencia a antibiéticos sugerian,
ademas, que los aislados podrian
provenir de una fuente comun, de
ahi, el interés en la caracterizacion
genotipica, para determinar si era
una misma cepa y tratar de elimi-
nar dicha fuente de infeccién.

Por otra parte, la aplicacién de
la ECP ala tipificacién molecular de
aislados clinicos resulta novedosa
en el sistema de salud cubano y con-
tribuird a determinar las cepas en-
démicas en el hospital.

Las muestras se sembraron en
caldo de tioglicolato y en placas de
agar sangre y agar McConkey (todos
los medios de cultivo procedieron
de BIOCEN, Ciudad de La Habana),
los que fueron incubados a 35 °C du-
rante 18a24 h.
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En agar sangre se seleccionaron
las colonias grises y regulares de
bordes bien definidos que predomi-
naban en las placas y en agar
McConkey crecié un Unico tipo de
colonia.

La caracterizacion fenotipica se
realiz6 mediante coloracién de
Gram® y subcultivo en medio
Kliger.” La coloraciéon de Gram de
los microorganismos aislados mos-
tré una morfologia de bacilos cortos
gram negativos. En medio Kliger se
observo que utilizaban glucosa y
lactosa, que producian gas y no H,S.

El estudio fisiolégico incluyd la
siembra en agar citrato de Simmons,
agar urea de Cristensen, agar aceta-
to de sodio, medio de motilidad y
caldo de indol. Se ensay¢ la produc-
cién de acido a partir de los aztca-
res siguientes: glucosa, lactosa,
manitol, inositol y sorbitol.” Se ob-
tuvo formacién de indol a las tem-
peraturas ensayadas y produccién
de acido a partir de glucosa, lactosa
y manitol. No se produjo hidrélisis
de urea ni utilizacién de citrato y se
observé que los microorganismos
presentaron motilidad. Estos resul-
tados se corresponden con lo des-
crito para E. coli.”

Se determiné la sensibilidad a
antibiéticos por el método de difu-
sién en placa? utilizando discos co-
merciales (OXOID) y por el método
de Concentracién Inhibitoria Mini-
ma (CIM) segun ha sido estableci-
do.*1® Se us6 como control la cepa
E. coli ATCC 25922, recomendada
por el Comité Nacional de Normas
para Laboratorios Clinicos de los
Estados Unidos. Por el método de
CIM resultaron resistentes a azlo-
cilina, cefotaxima, cefuroxima y
gentamicina. En la difusién en pla-
ca mostraron resistencia a gentami-
cina, cefazolina, cefotaxima, amika-
cina, ceftriaxona, ciprofloxacina,
ceftazidina y cefuroxima. Ambos
fueron sensibles al imipenem y a la
combinacién piperacilina-tazobac-
tam.

La preparacién de las muestras
de ADN inmovilizado a partir de los
aislados y de la cepa de referencia
E. coli ATCC 25922 se realizé segin
método descrito.!! E1 ADN inmovi-
lizado se digiri6 con la enzima Xbal
(Amersham).!!

Los fragmentos de restriccién
del ADN cromosémico bacteriano
se separaron mediante ECP utili-
zando la cAmara miniCHEF (CHEF:
Contour Clamped Homogeneous
Electric Field) del sistema GUE-
PARD 04 NEURONIC SA, Ciudad
de La Habana).!? La electroforesis se

realizé en gel de agarosa (Lachema)
al 1,5 %, en disolucién amortigua-
dora TBE 0,5x (TBE 1x: Tris (Sigma)
89 mmol/L, acido bérico (Sigma)
89 mmol/L, EDTA (Sigma) 2 mmol/
L, pH 8,0) a una temperatura de
20 °C . El campo eléctrico fue de
10 V/cm, el tiempo de electroforesis
de 5 h y se utilizé una rampa des-
cendente de tiempo de pulso de 25,
20, 15, 10 y 5 s, con 35, 40, 50, 140 y
800 pulsos, respectivamente. Des-
pués de la electroforesis, los geles
se tineron con disolucién de
bromuro de etidio (Sigma) 0,5 mg/
mL y se fotografiaron.

Latalla de los fragmentos de res-
tricciéon de las moléculas de ADN
digeridas con Xbal se determind
por comigracién con concatdmeros
de ADN de fago lambda (Fig. 1, ca-
rrilera 1).

Para la E. coli ATCC 25922, que
se empledé como control de la bue-
na calidad del pulsotipo, se obtuvo
un patrén de 15 bandas y un barri-
do que corresponde a los fragmen-
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tos de menor talla que se apilan al
final del gel en estas condiciones de
electroforesis (Fig. 1, carrilera 2).
Las tallas estuvieron comprendidas
entre 20 y 434 kb (kilopares de ba-
ses) lo que se corresponde con lo re-
portado'®!* y son similares a las que
se obtienen cuando la secuencia re-
portada del ADN cromosomal de E.
coli®® se corta con la enzima Xba I.
La particularidad del patrén consis-
te en que los fragmentos de talla si-
milar comigran durante la electro-
foresis, 1o que provoca la presencia
de bandas gruesas en algunas zonas
del patrén. Por ejemplo, la banda a
la altura del marcador de 291 kb de
la carrilera 2 (Fiig. 1, carrilera 2). No
obstante, las condiciones de electro-
foresis empleadas en este trabajo
permiten una buena resoluciéon de
los fragmentos en este intervalo de
tallas.

A modo de comprobacién, se cal-
culé la suma de las tallas de todos
los fragmentos resueltos, la que
fue de 3 480,64 kb, y correspondid

Fig. 1. Pulsotipos con Xbal de dos aislados de E. coli. Electroforesis realizada en cama-
ra MiniCHEF. Condiciones de electroforesis: 10 V/cm, TBE 0,5x, agarosa 1,5 %, 20 °C,
tiempo de electroforesis 5 h . Se utilizé una rampa descendente de tiempo de pulso de
25,20,15,10y 5 s, con 35, 40, 50, 140 y 800 pulsos, respectivamente. Tamano del

gel: 3,9 cm . Factor de magnificacion: 3,23.

Carrileras: 1. Marcador de talla de concatdmeros de ADN de fago lambda. 2. Cepa de
referencia E. coli ATCC 25922. 3. Aislado I. 4. Aislado II.
O Bandas comunes entre los aislados. kb Kilopares de bases.
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al 75 % de la talla real del cromoso-
ma de E. coli.?® Esta diferencia es ex-
plicable sobre la base de los frag-
mentos que comigraron y no se ob-
servaron como bandas resueltas.
Por ejemplo, si se considera como
un triplete a la banda que esta a la
altura del marcador de 291 kb y
como un doblete ala inmediatamen-
te inferior, se logran explicar 800 kb
no contempladas en el célculo, lo
que representa un 16 % adicional al
75 % previamente estimado. Estos
resultados indican que las condicio-
nes empleadas son adecuadas para
estudiar los aislados clinicos.

Por Gltimo, fueron apreciables
15 bandas en el aislado I (Fig. 1, ca-
rrilera 3), mientras que en el aisla-
do IT aparecen 16 (Fig. 1, carrilera 4).
Sus tallas estan comprendidas en-
tre 16 y 434 kb para ambos aislados.
De ellas, solo nueve coinciden (se-
nalados con un circulo blanco en la
figura 1) y se corresponden con ta-
llas de 435, 255, 194, 180, 165, 154,
54, 42 y 22 kb.

En el aislado I, se observaron
seis bandas que no aparecieron en
el aislado II (385, 330, 223, 134, 87y
60 kb), mientras que en el II hubo
siete bandas que no aparecieron en
el I (352, 234, 213, 121, 110, 93 y 30
kb), lo que hizo un total de 13 ban-
das diferentes. Teniendo en cuenta
los criterios aceptados,'® la diferen-
cia de mas de siete bandas entre los
pulsotipos indica que los aislados
no estan relacionados genéticamen-
te, es decir, no derivan de un origen

comun. La susceptibilidad a anti-
biéticos, como marcador epidemio-
l6gico, sugirié una propagacién ho-
rizontal de los microorganismos.
Sin embargo, la diversidad clonal
revelada por la tipificaciéon genoti-
pica indica un desarrollo indepen-
diente de la resistencia en estos ais-
lados.

Estos resultados resaltan el po-
der discriminatorio de la tipifica-
cién molecular mediante ECP, en
particular, cuando se aplica a un
numero pequeno de aislados rela-
cionados epidemiolégicamente.!®
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