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Resumen

Se estudiaron 24 aislamientos de Sthaphylococcus epidermidis, obtenidos de hemocultivos de
pacientes que presentaban cuadro clinico de sepsis compatible con infecciobn nosocomial, en la
Unidad de Recién Nacidos del Instituto Materno Infantil, Santa Fe de Bogota.

A los aislamientos se les determind la susceptibilidad antimicrobiana a penicilina, oxacilina,
meticilina, cefotaxime, netilmicina y rifampicina. Se extrajeron los plasmidos y se visualizaron
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

El 75% de los aislamientos fueron multirresistentes, en especial con respecto a los antibiéticos
betalactamicos, con un 87S0/0 Se encontraron plasmidos en 10 de los 24 aislamientos
estudiados; los plasmidos presentaron rangos de 1.2 a 3.5 megadaitons. El coeficiente de
similitud de los plasmidos de varios aislamientos oscilé entre 1 y 0.3. En el grupo de
aislamientos con plasmidos el 70% presentd multirresistencia, mientras que soélo el 36% del
grupo sin plasmidos presentdé multirresistencia.

Las probabilidades de asignar dos aislamientos tomados al azar a la misma categoria fue de P =
0.0764 para el antibiograma, P = 0.160 para los plasmidos y P = 0.0694 para la integraciéon de
los dos métodos.

Los perfiles plasmidicos de S. epidemidisindican que en la unidad hospitalaria esta circulando y
se encuentra en proceso de seleccién clonal, una bacteria con capacidad infectante y potencial
epidémico.

El S. epidermidis es parte de la flora normal de piel y mucosas. En los servicios r hospitalarios
de cuidados intensivos y de neonatos se le identifica con frecuencia, incluso en hemocultivos,
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pero se ha encontrado que hasta en el 94% de los casos se trata de contaminacién. También se
le encuentra asociado a ciertos factores de riesgo como el bajo peso al nacer, la inmadurez del
sistema inmunoldgico, la utilizacién continua de catéteres, sondas y otros similares, y el uso
indiscriminado de antibidticos (1 -8). Puede producir infeccién y expresarse en un cuadro clinico
caracterizado por apnea, bradicardia, letargia, baja perfusion, estupor, fiebre mayor de 38°C,
emesis, distension abdominal y residuos gastricos (1). Con frecuencia no es posible determinar
la capacidad infecciosa de estas bacterias ni su potencial epidémico.

El S. epidermidis es una bacteria que tiene una alta diversidad fenotipica y presenta una
creciente tendencia a la resistencia con respecto a multiples antibiéticos, aun cuando se trata de
cepas contaminantes. Utiliza de manera amplia el sistema de plasmidos para transferir, por
variados mecanismos, la resistencia y otras funciones de virulencia (6, 9-15).

Debido a la importancia de esta bacteria en las infecciones nosocomiales, se ha desarrollado un
conjunto de métodos que, ademas de la biotipificacidon, permiten identificar caracteristicas
fenotipicas y estructurales de la bacteria. Cabe destacar las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana y el analisis del ADN plasrnidico y cromosomal (2,3,9,13,16-31). Probablemente
los métodos mas efectivos para estudiar el S. epidermidis han sido el andlisis de plasmidos y la
electroforesis de campo pulsado (32).

En el presente estudio se caracterizaron un conjunto de aislamientos de S. epidermidis
obtenidos en una unidad hospitalaria neonatal, por medio del analisis de los fenotipos de
resistencia a los antibidticos y de los plasmidos, con el fin de establecer su capacidad infectante
y su potencial epidémico.

Materiales y métodos

Aislamientos Bacterianos y cepas de control

Se utilizaron 24 aislamientos de Staphylococcus epidemidis obtenidos en hemocultivos de recién
nacidos que presentaron cuadros clinicos de sepsis en el Instituto Materno Infantil de Santa Fe
de Bogota, durante los meses de junio y julio de 1995. Como control se utilizaron cepas de S.
epidermidis ATCC 12228 multirresistente y la cepa 201 aislada de la piel de un individuo sano,
ambas de origen diferente al de los aislamientos en estudio.

Identificacion, antibiograma y conservacion

Los aislamientos fueron identificados en el laboratorio del Instituto Materno Infantil por métodos
de rutina y se les practicé la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por medio del
método de Kirby-Bauer (33), en agar Mueller- Hinton, con sensidiscos comerciales. Se utilizaron
los siguientes antibidticos: oxacilina, cefotaxima, netilmicina, rifampicina, penicilina G y
meticilina.

Hasta el momento del procesamiento los aislamientos se conservaron en agar sangre y en agar
semisélido nutritivo a base de peptona, triptosa v cloruro de sodio, a 4°C.

Extraccion del ADN plasmidico

Se probaron los métodos previamente descritos por Goering (17), Zucareiii (18), Mickelsen (30)
y Sippel (1 9).

Este Gltimo método mostré el mejor resultado y se estandariz6 introduciéndole algunas
modificaciones para adaptarlo a las condiciones del laboratorio.

Brevemente, se tomaron 2-3 colonias de cada uno de los aislamientos en estudio, se
resuspendieron en 15 ml de caldo BHI (con 20 mg/ml de penicilina) y se incubaron toda la
noche a 37" C con agitacion. Se centrifugaron a 11.600 r.p.m. durante 7 minutos y el sedimento
se resuspendié en 50 rnl de buffer (8% sucrosa, 5% triton 100X, EDTA 50 mM, Tris-HCL 50 mM
a pH 8); se adiciond 1.8 rnl de lisostafina (SIGMA) a una concentracién de 1 mg/ml, y se
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incubaron las muestras a 37°C dura—~te2 4 horas. El contenido se hirvié por 90 segundos, se
colecto6 el sobrenadante o lisado claro por centrifugacién, se agregé un volumen igual de
isopropanol y se llevé a -70°C por 15 minutos. El pellet se colectd y se diluyé en 20 m1 de
buffer TE al que se le habian afiadido 100 mg/ml de RNAasa. La muestra se incubé a 37°C por
30 minutos y se agregaron 10 ml de buffer de carga.

Electroforesis y estimacion de las pares de bases de los plasmidos

La electroforesis horizontal se llevé a cabo en gel de agarosa al 0.8 % con bromuro de etidio, a
IO0V durante 1.5 horas. La visualizacion se realizé en un transiluminador de luz UV y las
fotografias se tomaron con una camara apropiada. Para estimar las pares de bases de los
plasmidos encontrados se utiliz6 como patrén la Escbem‘chia pVv 51 7.

Analisis de los resultados

La comparaciéon de las bandas de ADN plasmidico obtenidas por electroforesis se llevé a cabo por
medio del coeficiente de similitud o coeficiente de Dice (34).

D = 2nxy/(nx + ny)
donde,

n = numero de fragmentos idénticos en los dos XY aislamientos

nx = ndmero de fragmentos del aislamiento x

n, = numero de fragmentos del aislamiento y

Cuando D = 1 los dos aislamientos tienen un patrén idéntico. Cuando D = O, los dos
aislamientos tienen un patrén totalmente diferente.

Para examinar la relacion entre plasmidos y resistencia se utilizaron la prueba de t Student para
proporciones y una prueba de independencia entre aquellas variables en una tabla de
contingencia de 2 x 2. La significancia de los resultados se valor6 por medio de la prueba de x2
con correcion de Yates para continuidad y el Test exacto de Fisher. Se utilizé el programa EPI
INFO 6.

La probabilidad de asignar dos aislamientos tomados al azar al mismo tipo o categoria, en cada
sistema de caracterizacion o una combinacién de los mismos, se establecié por medio del
siguiente modelo (35): P= (a/n) + @/n) + (c/n) + ... (z/n).

Donde a, b, c, ... representan el nUmero de aislamientos en las categorias A, B, C, ...y nes
igual al numero total de aislamientos caracterizados.

Resultados

Susceptibilidad a los antimicrobianos

De los 24 aislamientos de Staph_ylococczls epidemidis se encontraron 22 (96%) resistentes a la
penicilina, 18 (75%) a la oxacilina, 11 (54.80) a la cefotaxime, 9 (37.5%) a la meticilina, y 2
(8.3%) a la netiimicina. Globalrnente, 75% de los aislamientos fueron multirresistentes, en
especial con respecto a los antibiéticos betalactamicos, con un 87.5%. Sélo 3 aislamientos
resultaron sensibles a todos los antibidticos utilizados. La cepa ATCC 12228 fue resistente a
todos los antibiéticos, excepto a la meticilina y la cepa 201 resulté sensible a todos los
antibiéticos excepto a la penicilina (Tabla 1).

El agrupamiento de los aislamientos segun su patrén de resistencia permitié identificar 16
fenotipos diferentes.

La probabilidad de asignacion de dos aislamientos de S. epidernaidis tomados al azar al mismo
fenotipo de resistencia fue de P = 0.0764.

Se encontraron plasmidos en 10 de los 24 aislamientos. Un solo plasmido en 3 aislamientos, dos
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plasmidos en 4 aislamientos y tres plasmidos en 3 aislamientos, mientras la cepa ATCC 12228
mostro dos plasmidos (Figura 1). De acuerdo con el nidmero de plasmidos y sus tamafios en
Megadaltons, se identificaron siete perfiles plasmidicos diferentes.

12 3 4 56 78 091011

Bandas de ADN plasmidico, obtenidas por electroforésis en gel de
agaorosa gl 0,8%. Linegs: 1 ¥ 11: marcador de peso pV 517 (ADN
plasmidico obtenido por |a técnica de Miniprep Lisis Alcalina); 2:
cepa ATCC 12228, Lineas 3-10 aislamientos en estudie, come sigue:
3:768:4:849:5:438; 6:850; 7:851; 8:447;9:672; 10:834. Al lado
izquierdo: kilopares de bases, C: ADN cromosomal.

La comparaciéon de los plasmidos por el coeficiente de similitud o de Dice indicé D=l entre los
aislamientos 849-768,787-507; D= 0.8 entre los aislamientos 850-834, 851-833; D=0.6 entre
los aislamientos 849-834, 768-834; Dz0.5 entre los aislamientos 850-768, 850-849; D=0.4
entre los aislamientos 787-438, 507-438; Dz0.3 entre los aislamientos 850-851, 850-438,
851-438, 447-787 y 447-507.

La probabilidad de asignar dgs aislamientos tomados al azar al mismo tipo plasrnidico fue de P =
0.160.

Resistencia y plasmidos

En el grupo de bacterias con plasmidos todos los aislamientos presentaron resistenciay en 70%
de los mismos se encontré multirresistencia (4 6 mas antibidticos). En el grupo de aislamientos
sin plasmidos, tres fueron completamente sensibfes y sélo el 36% de ellos presentdé Bandas de
ADN plasmidico, obtenidas por electroforésis en gel de multirresistencia. Estas diferencias son
significativas (t = 1.94; 91 = 22; p < 0.05).

De otra parte, en las pruebas de independencia se encontré asociacion entre plasmidos y
resistencia s6lo en el caso de la rifampicina, por medio del test exacto de Fisher @ = 0.032).

La probabilidad d/ asignar dos aislamientos de S. epidermidis tomados al azar a la misma
categoria, utilizando simultaneamente la susceptibilidad a los antimicrobianos y la presencia de
plasmidos fue de P = 0.0694.

Discusion
La amplia multirresistencia y los cuantiosos fenotipos encontrados coinciden con los resultados
obtenidos en otros estudios (1, 7, 13,25, 26, 27, 30). Entre los factores que pueden haber

determinado tal situacién cabe mencionar: abundante flora bacteriana, un alto nimero de
portadores de S. epidermidis, procesos contaminantes y la ullizaciéon de antibidticos. En este
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ultimo aspecto, gran parte de los genes que confieren resistencia son regulados por sistemas de
represion de tal manera que cuando el antibiético procesado entra en la célula se une al gen
represor, impidiendo el bloqueo de la regidon promotora del gen que codifica la resistencia, con la
cual se inicia la transcripcion de tal funcién (36).

Con frecuencia se ha encontrado que cerca del 90% de los aislamientos de S. epidermidis
obtenidos en el medio hospitalario tienen como minimo un plasmido (30). En el presente
estudio el 41.6% de los aislamientos tuvieron por lo menos un plasmido. Esta diferencia puede
deberse a que una parte de los aislamientos eran contaminantes sin plasmidos. También cabria
la hipétesis de que un grupo de aislamientos contaminantes o infectantes con plasmidos, los
perdieron durante el procesamiento. Los plasmidos, en uno y otro caso, pueden haber
transferido resistencia o ésta puede haberse adquirido por otros medios y haber sido
incorporada al cromosoma antes de la toma de las muestras.

Los perfiles plasmidicos de aislamientos de S. @idemidir contaminantes, que pueden producir
bacteremias transitorias, son completamente diferentes entre si, debido a la variacion policlonal
que a su vez se expresa en multiples fenotipos de resistencia a los antibiéticos (9). Los
aislamientos que son al tiempo infectantes y multirresistentes provienen de unos pocos clones
ancestrales o de un subgrupo genéticamente restringido o genotipos que poseen una mas alta
patogenicidad, probablemente ligada a las adhesinas de superficie (10, 32). Esto se evidencia
cuando se estudia el genoma de aislamientos infectantes por medio de electroforésis de campo
pulsado o por ribotipos (32). Como la multirresistencia y otros factores de virulencia pueden ser
transferidas por plasmidos, cuando dos o mas aislamientos no relacionados en lo epidemioldgico,
presentan un perfil plasmidico idéntico o semejante, tales microorganismos pueden ser progenie
de unos pocos clones infectantes. Si tal situacion se produce de manera repetida en una misma
unidad hospitalaria existe la posibilidad de que tales microorganismos generen procesos
infecciosos aislados o de caracter epidémico (9).

Los aislamientos estudiados no estaban relacionados epidemiolégicamente entre si. A pesar de
que todos provenian de la misma unidad hospitalaria, la recolecciéon se realizé en un periodo en
que no se presentd un brote epidémico sino un nimero de casos acorde con la experiencia
previa de la unidad hospitalaria, no se identific6 una fuente comun de infeccién y los intervalos
de tiempo en que fueron recolectados los aislamientos cuyos perfiles de plasmidos presentaron
mayor similitud oscilaron entre 1 y 34 dias pabla 1). Tal similitud alli donde se espera encontrar
plasmidos polimérficos, indica que varios aislamientos se encontraban en proceso de expansiéon
clonal, desplegando su capacidad vimienta, potencialmente epidémica.

El poder discriminatorio del antibiograma fue ligeramente superior al encontrado en estudios
internacionales en los cuales la probabilidad de asignaciéon de dos aislamientos, tomados al azar,
al mismo fenotipo de resistencia ha estado alrededor de P = 0.05 (35).

Teniendo en cuenta este parametro, el poder discriminatono del sistema plasmidico puede
considerarse elevado, lo cual indicaria que se transformaron algunas caracteristicas de la
poblaciéon bacteriana normal, no infectante, fortaleciendo la htpdtesis de seleccidén clonal. Por
otros estudios se sabe que el analisis de plasmidos es efectivo para diferenciar aislamientos
epidémicos de aquellos que no lo son, pero es menos consistente para detectar aislamientos
epidémicos (32).

La integracion del antibiograma y el perfil plasmidico tiene un bajo poder discriminatorio porque
crea un alto numero de categorias (18 categorias), pero este resultado no puede ser
generalizado ya que se circunscribe al pequefio niumero de aislamientos utilizados en el estudio.

Por lo contrario, se ha confirmado el valor que tiene el analisis simultaneo de los resultados
obtenidos por aparte con el antibiograma y el perfd plasmidico, metodologia que es ampliamente
utilizada a nivel internacional porque toma caracteristicas cualitativamente diferentes y suma,
de manera parcial, el poder discriminatorio de cada uno de estos métodos.
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