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INTRODUCCION

Las infecciones intrahospitalarias (IIH) han sido reconocidas en los Ultimos afios como un problema de salud publica,
tanto por su impacto en la morbilidad como en la mortalidad hospitalaria. Por otro lado, es reconocida como un buen
indicador para medir la calidad de atencién en los hospitales.

A finales de 1998, el Ministerio de Salud inicié los esfuerzos para promover en forma sistematica la vigilancia,
prevencion y control de las IIH con la finalidad de mejorar la calidad de atencion y por consiguiente disminuir la
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios.

Actualmente mas de 40 hospitales a nivel nacional cuentan con un sistema de vigilancia epidemioldgica de las IIH,
esto ha motivado la deteccién cada vez mas frecuente de brotes intrahospitalarios. Sin embargo, el nivel de
identificacion se limita en el nivel hospitalario hasta la determinacion del germen y su patrén de susceptibilidad a los
antimicrobianos.

Estudios de la dindmica de la transmision intrahospitalaria revelan los factores que contribuyen a la infeccion con el
fin de aportar en el desarrollo de medidas preventivas mas eficientes. La deteccion, biodiversidad y grados de
adaptacion son ahora las variables que pueden ser analizadas gracias al uso de las técnicas y criterios de la
biologia molecular, que ayudaran al Instituto Nacional de Salud y a los establecimientos de salud a contribuir con la
vigilancia, prevencion y control de las distintas infecciones.

Los métodos convencionales de caracterizacion bacteriana, no ofrecen suficiente informacion sobre el origen y/o
las distintas vias de transmisién de microorganismos patogénicos entre los pacientes internados en los hospitales.
Sin embargo, con el aporte adicional de las técnicas moleculares, y la informacién clinico-epidemioldgico, se logra
exponer en muchos casos el origen y las posibles rutas que han tomado para diseminarse en el ambiente hospitalario.
Estos sistemas moleculares alternativos aportan mayor informacion sobre las caracteristicas de los brotes, lo cual
puede ser util para un control eficiente de las infecciones intrahospitalarias.

Las técnicas de biologia molecular para la investigacidn de brotes incluyen entre otras: el analisis de restriccion de
acido desoxiribonucleico (ADN) plasmidico, la ribotipificacién, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) aleatoria
y de secuencias repetitivas de ADN. Mediante las metodologias mencionadas, se podra discriminar las variantes
de los distintos aislamientos, se determinara la interrelacion entre variantes mediante el analisis de sus perfiles,
calculédndose el grado de similitud para generar diagramas de asociacion entre los agentes bacterianos responsables
del brote intrahospitalario, determinando asi la dinamica de transmision y diseminacion bacteriana en los brotes.

Es en este contexto que el presente manual tiene por objetivo orientar a los equipos hospitalarios en las
potencialidades de la biologia molecular para la confirmacion de brotes de IIH, la forma de conservar y enviar las
cepas aisladas y dar a conocer los diferentes métodos moleculares aplicados en estos casos.

MPR-CNSP-011 \ Instituto Nacional de Salud
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1.1

1.2

1.3

1.3.1

1.3.1.1

1.31.2

1.31.3

1314

1.3.1.5

1.3.1.6

1.3.2

1.3.2.1

SECCION 1
GENERALIDADES
OBJETIVO

Establecer los procedimientos para la investigacion diagndstica de los brotes de infecciones
intrahospitalarias (IIH) producidos por bacterias mediante métodos de biologia molecular.

CAMPO DE APLICACION
Tiene alcance a todas las instituciones y establecimientos pertenecientes al sector salud.
RESPONSABILIDADES

Para fines de un adecuado diagnéstico y confirmacién de los brotes de IIH mediante técnicas de
biologia molecular es necesario definir claramente las responsabilidades de los diferentes profesionales
que intervienen en la investigacion del brote, en el diagndstico microbiolégico primario, envio y
transporte de cepas, confirmacién por métodos convencionales y mediante técnicas de biologia
molecular. Estas actividades involucran al personal de microbiologia de los hospitales, establecimientos
de salud y del Instituto Nacional de Salud.

Responsabilidades del equipo hospitalario

Realizar la vigilancia epidemioldgica de las IIH en forma activa con la finalidad de detectar en forma
oportuna la ocurrencia de brotes de IIH.

Realizar el muestreo e identificacion de acuerdo a lo establecido en el Manual de Procedimientos
bacterioldgicos en IIH - Serie de Normas Técnicas N° 28, editado por el Instituto Nacional de Salud
(INS).

Realizar el antibiograma de acuerdo a lo establecido en el Manual de Procedimientos para la prueba
de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco difusion - Serie de Normas Técnicas N° 30,
editado por el INS.

Realizar el control de calidad interno de sus procedimientos, insumos y reactivos de laboratorio de
acuerdo a lo estipulado por el INS.

Notificar la existencia de un brote intrahospitalario al INS para el control de calidad de la identificacidn
y patrones de susceptibilidad y solicitar la confirmacién mediante técnicas de biologia molecular.

Remitir al INS los aislamientos bacterianos dentro de los primeros 3 dias de sospecha del brote
adjuntando el formulario para el envio de cepas y el resumen de la investigacion epidemioldgica del
brote (ver Anexos A - D).

Responsabilidades del Instituto Nacional de Salud

Realizar la confirmacion diagndstica y la susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos
responsables del brote intrahospitalario identificado y notificado.

MPR-CNSP-011
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1.3.2.2

1.3.2.3

1.3.24

1.3.2.5

1.3.2.6

1.3.2.7

1.4

1.4.1

14.2

143

14.4

14.5

14.6

14.7

14.8

1.5

1.5.1

Realizar el control de calidad externo de los laboratorios hospitalarios.

Aplicar los métodos moleculares altamente reproducibles y confiables para la identificacién y
discriminacion de especies y variantes bacterianas.

Determinar las variantes moleculares de cada especie de microorganismo involucrado.

Establecer en conjunto con el equipo hospitalario las relaciones epidemioldgicas entre las variantes
moleculares detectadas, esquematizando el grado de similitud entre las cepas aisladas.

Notificar al hospital los resultados del control de calidad de la identificacion y susceptibilidad bacteriana,
asi como los resultados de las pruebas de biologia molecular.

Publicar el consolidado de los brotes intrahospitalarios estudiados en el afio en conjunto con el equipo
hospitalario.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Sacsaquispe R, Ventura G. Manual de procedimientos bacterioldgicos en infecciones
intrahospitalarias. Lima: INS; 2001. Serie de Normas Técnicas N°28.

Sacsaquispe R, Velasquez J. Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana
por el método de disco difusion. Lima: INS; 2001. Serie de Normas Técnicas N°30.

Instituto Nacional de Salud. Manual de Normas de Bioseguridad. Lima: INS; 1997. Serie de Normas
Técnicas N°18.

Oficina General de Epidemiologia - RENACE - Proyecto VIGIA. Manual de prevencién y control
de infecciones intrahospitalarias. Lima: OGE/RENACE/Proyecto VIGIA; 2000.

Oficina General de Epidemiologia - RENACE - Proyecto VIGIA. Manual de vigilancia epidemiol6gica
de las infecciones intrahospitalarias. Lima: OGE/RENACE/Proyecto VIGIA; 2000.

Oficina General de Epidemiologia - RENACE - Proyecto VIGIA. Protocolo: Estudio de prevalencia
de infecciones intrahospitalarias. Lima: OGE/RENACE/Proyecto VIGIA; 1999.

Persing DH, Smith TF, Tenover FC, White TJ. Diagnostic molecular microbiology. Principles and
applications. In: Molecular Typing methods: ribotyping in molecular epidemiology. Washington DC:
American Society for Microbiology; 1993.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning. Alaboratory manual. Second edition. New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Pres; 1989.

DEFINICIONES

infeccion intrahospitalaria: Es toda condicidn sistémica o localizada que resulta de la reaccién
adversa a la presencia de microorganismos o sus toxinas. Se considera intrahospitalaria, si existe
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1.5.2

evidencia que no estaba presente o en incubacién al momento del ingreso del paciente al hospital.
Para muchas infecciones intrahospitalarias bacterianas eso significa que la infeccion usualmente se
hace evidente 48 horas 0 mas, luego de la admision al hospital.

brote: Es el aumento inusual, por encima del nivel esperado (tasas del periodo pre-epidémico) de la
incidencia de una determinada enfermedad, en general en un corto periodo de tiempo, en una sola
poblacién o grupo de pacientes. Por principio, cualquier acumulo de infecciones en una localizacion
determinada producida por un mismo agente etiologico debe ser estudiado a fin de descartar un
brote.

MPR-CNSP-011
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SECCION 2
MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD
2.1 DISPOSICIONES
2.1.1 Las disposiciones contenidas en el Manual de Normas de Bioseguridad - Serie de Normas Técnicas

N°18, editado por el INS son aplicables para el cumplimiento de las disposiciones del presente manual.

212 La bioseguridad es un conjunto de medidas preventivas de sentido comun para proteger la salud y la
seguridad del personal que trabaja en el laboratorio, frente a diferentes riesgos producidos por agentes.

213 La administracion del establecimiento de salud debe dar las facilidades para que las normas de
bioseguridad se cumplan.

SECCION 3
OBTENCION DE MUESTRAS
Las disposiciones contenidas en el Manual de procedimientos bacterioldgicos en infecciones

intrahospitalarias-Serie de Normas Técnicas N°28, editado por el INS son aplicables para el
cumplimiento de las disposiciones relacionadas a la toma de muestras del presente manual.

MPR-CNSP-011 4 Instituto Nacional de Salud
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SECCION 4

CONSERVACION, EMBALAJE, TRANSPORTE Y REMISION DE CEPAS

41 CONSERVACION DE CEPAS

411 Conservacion por periodos cortos

4111 Se recomienda que las cepas de trabajo se conserven en medio agar tripticasa soya en plano inclinado,
pH 7,2-74.

4112 Procedimiento

a. Preparar el medio de cultivo adicionando agar (1,5%) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

b. Distribuir en tubos 13 x 100 con tapa rosca o en tubos de 1,5 mL hasta 2/3 de la capacidad total.

C. Esterilizar durante 15 minutos a 121°C. Dejar solidificar en posicion vertical.

d. Sembrar a partir de las cepas sospechosas, mediante 3 0 4 punciones hasta el fondo.

e. Incubar a 35°C - 37°C durante 18 a 24 horas.

f. Cerrar o sellar con parafilm para evitar evaporacion.

g. Conservar a 4°C - 8°C.
NOTA: Para microorganismos exigentes o fastidiosos sembrar por estrias en agar chocolate
enriquecido.

41.2 Conservacion por periodos prolongados
La crioconservacion es considerada el método casi ideal y al alcance de los laboratorios. Pueden
mantenerse liofilizados en nitrdgeno liquido o con crioprotectores. Los crioprotectores mas comunes
que pueden ser usados son la leche descremada, glicerol, sacarosa, sangre de carnero desfibrinada
o suero fetal bovino.

41.21 Procedimiento

a. Preparar caldo tripticasa soya con glicerol al 20% viv.

b. Distribuir en tubos 13 x 100 con tapa rosca o en tubos de 1,5 mL hasta 2/3 de la capacidad total.
Esterilizar en autoclave durante 20 minutos y dejar enfriar.

C. Hacer una suspension bacteriana directamente en el caldo glicerol a partir de la cepa sospechosa de
causar el brote.

d. Congelar inmediatamente a - 20°C 0 -70°C.

41.3 Recuperacion de cultivos conservados

41.31 Congelados: Descongelar los tubos conteniendo las bacterias criopreservadas en bafio de agua
entre 36°C a 37°C. Transferir una alicuota del tubo a un medio apropiado como agar tripticasa soya
e incubar entre 35°C a 37°C durante 18 - 24 horas.

MPR-CNSP-011 5 Instituto Nacional de Salud
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4132

4.2

421

422

423

424

425

426

4.2.7

4.3

431

432

433

434

Cultivos en agar: Con un asa de siembra estéril romper el agar y tomar una asada para sembrar en
medio sdlido o caldo tripticasa soya que deberad sembrarse en agar si no se obtuviera desarrollo en
las placas. Incubar entre 35°C a 37°C durante 18 - 24 horas y realizar otro subcultivo obteniendo
colonias aisladas antes de ser utilizadas.

EMBALAJE

Se recomienda el uso de contenedores individuales, resistentes a fisuras, golpes y rupturas y deben
tener tapa de rosca.

Deben tener sus tapas selladas con cinta de seguridad (parafina) y envueltos en papel toalla o material
absorbente e introducidos preferentemente en una funda plastica resistente.

El tubo conteniendo a la cepa debe ser colocado en otro envase metalico o de plastico, igualmente
resistente a las fisuras y rupturas. Colocar suficiente material absorbente a su alrededor para que
resista y amortigue los golpes.

Este segundo envase debe empacarse con suficiente seguridad, para protegerlo contra dafios fisicos
y agua.

Ademas, se coloca en un paquete de envio que lo protege de los elementos externos, tales como
dafio fisico, mientras se encuentra en transito.

Después de cerrarlos, limpiar cada envase por fuera con un desinfectante (Ejemplo: solucién de
cloro al 0,1%) y luego secarlos completamente.

Al recibir y antes de abrir los envases, éstos deben limpiarse con un desinfectante (Ejemplo: solucion
de cloro al 0,1%) y luego colocarse en gradillas de metal o plastico resistentes a fisuras.

TRANSPORTE Y REMISION DE CEPAS

Las cepas no deben enviarse si antes no se han realizado las coordinaciones entre el servicio de
transporte y la persona que ha de recibirlas, indicando la fecha de envio, el nimero de guia, el
itinerario y el numero de vuelo.

Debe elegirse el itinerario mas directo, con el menor numero de transbordos y esperas de transito.
Se procurara que el envio no llegue sabado, domingo o dias feriados.

Todas las cepas deben enviarse rotuladas, indicando el cédigo del paciente y la fecha de obtencion
de la muestra escritos con lapiz en la cinta adhesiva (tipo maskingtape) o esparadrapo. No debe
emplearse tinta ni cinta de papel, pues son vulnerables a la humedad. Esta informacion debera
protegerse de todo dafio o humedad y debera colocarse en la parte exterior de la caja de embalaje
protegida, de preferencia cubierta por una envoltura plastica.

La caja debe poseer exteriormente flechas, una leyenda acerca de la posicién en que debe manejarse,
y con las indicaciones de "URGENTE, FRAGIL, MATERIAL BIOLOGICO, POSICION VERTICAL,
ENTREGA INMEDIATA, NO ABRIR SIN AUTORIZACION, MATERIAL CONTAMINANTE y
PELIGROSO". Incluir ademas una etiqueta de bioseguridad, el teléfono y la direccion del destinatario.
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SECCION 5
ENSAYO O ANALISIS EN LABORATORIO

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 subtipificacion de
microorganismos. A continuacion se describiran los fundamentos de los métodos a utilizarse en la
confirmacién de brotes mediante diferentes técnicas de biologia molecular:

5.1 ANALISIS PLASMIDICO

5.1.1 Es una metodologia sencilla usada en muchos patdgenos microbianos y que en la actualidad cuenta
con protocolos simplificados y equipos y materiales de uso estandar en los laboratorios.

51.2 Los plasmidos son descritos como elementos extracromosomales hereditarios maviles, los cuales
pueden replicarse autbnomamente y sus tamarfios se encuentran en el rango de 1 a 200 Kb (Figura
N° 1). Aunque ellos no son esenciales para la vida de las bacterias, los plasmidos muchas veces
codifican factores (resistencia a antimicrobianos, resistencia a desinfectantes, tolerancia al estrés,
etc.) que le permiten sobrevivir en ambientes selectivos y adversos o competir frente a otros
microorganismos que ocupan el mismo nicho ecoldgico.

51.3 El analisis del perfil plasmidico es un método ampliamente aplicado en la investigacion epidemiolégica
y muchas veces ofrece informacién diferente y complementaria a la obtenida por metodologias de
andlisis de diversidad, cuando la aplicacién de éstas ultimas no generan suficiente informacion.

23,0
04 23 Kb
20 Kb
6,6
44
23

Figura N° 1. a) Perfiles plasmidicos distintos obtenidos entre aislamientos intrahospitalarios de Salmonella typhimurium (1-2) y
Klebsiella pneumoniae (3-6) que aparecieron en un mismo periodo. b) Perfiles plasmidicos similares obtenidos a partir de aislamientos
intrahospitalarios de Enterobacter cloacae (1-3) y Klebsiella pneumoniae (4-6) que aparecieron en un mismo periodo. Se observa el
ADN gendmico (g) y ademas diferentes plasmidos de alto ( —) y bajo peso molecular (--» ).
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5.1.4

5.14.1

5.14.2

5.15

5.1.6

5.2

5.2.1

5.2.1.1

52.1.2

Ventajas y Limitantes

Los plasmidos pueden adoptar diferentes estructuras conformacionales (enrollados, relajados
circulares y lineales), lo cual puede ser exitosamente resuelto mediante la digestion con endonucleasas
de restriccidn, pudiéndose utilizar estas enzimas también en casos de existir un Unico plasmido,
como en algunas cepas de Staphylococcus aureus.

La limitante que presenta este analisis es que las bacterias pueden perder o transferir sus plasmidos,
de ser asi, la oportunidad de realizar este analisis podria ser perdido. El riesgo de que las bacterias
pierdan sus plasmidos se ve incrementado cuando las bacterias son replicadas en medios de cultivos.
Por ello, se recomienda que este analisis deberia realizarse en bacterias con el menor nimero de
subcultivos.

El ADN plasmidico de cada cepa es aislado mediante un protocolo sencillo, que se basa en una
drastica lisis a pH alcalino, seguida por una precipitacion del material proteico y el ADN gendmico
gracias a la adicion de sales. Luego el perfil plasmidico es evaluado en geles mediante electroforesis
convencional y en caso exista similitud entre ellos se procede a una purificacién y digestion con
enzimas de restriccidn para una nueva evaluacion.

El analisis del perfil plasmidico se basa en examinar y comparar el nimero y tamafio de bandas entre
los aislamientos, permitiéndolos agrupar de acuerdo a la coincidencia de sus bandas. Asimismo, se
busca la existencia de uno o varios factores genéticos que podrian favorecer la diseminacion de las
especies o variantes circulantes.

ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL

Para evaluar si los aislamientos del brote corresponden a una misma variante, se analizara el ADN
genomico mediante el uso de metodologias moleculares, tales como:

Ribotipificacion

Es un sistema de tipificacion por RFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
de ADN) el cual consiste en cortar secuencias especificas de ADN usando enzimas de restriccidn,
generando multiples fragmentos. La ribotipificacion estd basada en la técnica de hibridacion, en
donde un determinado gen referencial (el ADN ribosomal) se unira a las secuencias complementarias
ubicadas en el ADN gendmico del microorganismo evaluado. En casos aplicados como el presente,
cada una de las sefales 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
denominado ribotipo (ver Figura N° 2).

El analisis de ribotipificacion 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 nimero y localizacion depende de la especie. Sin embargo, existen especies
que tienen un nimero de copias muy limitado, para las cuales este sistema de tipificacidn no esta
recomendado (Ejemplo: Mycoplasma, Mycobacterium, Borrelia burgdorferi).
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5213

5214

5215

Aligual que el andlisis plasmidico, el andlisis 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 informacion 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, lo que genera
que los perfiles sean similares o distintos, segun sea el caso. Todo ello explica la posibilidad de
diferenciar aislamientos epidemiolégicamente relacionados mediante la ribotipificacion, lo cual se
resume en la gran diversidad inter y extra especies que existen entre los genes ribosomales.

Finalmente, el procedimiento de la ribotipificacion consiste en purificar el ADN total o genémico de
cada aislamiento bacteriano para subsecuentemente digerirlo con una endonuclesa de restriccidn.
Los fragmentos de ADN son separados por electroforesis y luego transferidos a una membrana de
nylon. Después, la membrana conteniendo el ADN es hibridizada con una sonda de ADN ribosomal,
para finalmente revelar las uniones de la sonda mediante reacciones quimioluminiscentes. Esto permite
el desarrollo de un patrén que sera caracteristico y similar en aquellos aislamientos bacterianos
epidemioldgicamente relacionados, y distinto en aquellos no relacionados.

Ventajas

Esta técnica proporciona resultados ampliamente reproducibles

Para algunas especies, esta técnica tiene un moderado poder discriminativo

Es aplicable a cualquier tipo de microorganismo bacteriano

Desventajas

Su costo es medianamente alto frente a otras metodologias

Depende del marcaje de la sonda por lo que normalmente no se encuentra disponible en muchos
centros de investigacion.

1 2
Kb -
—_—

176 -
-_
LR}
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5.0 -
37 -
32 =
17
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Figura N° 2. Patrones de ribotipificacion de E. cloacae (lineas 2 al 6) y E. agglomerans (lineas 8 al 12) provenientes de aislamientos
obtenidos de hemocultivos y soluciones administradas a pacientes (Tomado de Gongalves y col., 2000). Los patrones ribotipicos
similares, compuestos por 13 bandas en E. cloacae confirman que los aislamientos estan epidemiolégicamente relacionados. En
cambio, los patrones ribotipicos distintos, compuestos por 7 a 13 bandas en E. agglomerans confirman que los aislamientos se
encuentran epidemiolégicamente poco relacionados.
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5.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) es una metodologia que se basa en la amplificacién
enzimatica de una region de ADN que corresponden a un gen o parte de él. Las porciones de ADN
que sirven de molde para la amplificacién son flanqueadas por dos oligonucledtidos que inician la
reaccién de polimerizacion, usando una enzima denominada ADN polimerasa. Ademas, son usados
desoxinucledtidos trifosfato, para la construccion del ADN, el cloruro de magnesio donde el ion Mg*2
es necesario como cofactor de la enzima y un buffer que le proporcionaran al sistema las condiciones
de salinidad y pH que favoreceran la actividad enzimatica.

5221 RAPD

a. EI RAPD (Polimorfismo de la amplificacién aleatoria de ADN) es una variante de PCR, generalmente
usado para tipificacion de microorganismos. Esta basado en el uso de oligonucleétidos pequefios
(=20 pb) que se unen inespecificamente y aleatoriamente al genoma del microorganismo generando
la amplificacion de muchas secuencias de diversos tamafios. Al igual que el andlisis plasmidico y la
ribotipificacion, el andlisis de los perfiles producidos por el RAPD se basan en examinar y comparar
el numero y tamafio de bandas entre los aislamientos, permitiéndolos agrupar de acuerdo a la
coincidencia. Si los oligonucledtidos se unen al genoma en regiones cercanas resultaran varios
productos que seran particulares para cada aislamiento y su aparicion dependera de alguna forma
de la secuencia genética del microorganismo. Por ello las distintas variantes de cada especie
presentaran patrones distinguibles entre ellas (Figura N° 3).

b. Ventajas

. Esta técnica no requiere una gran cantidad de ADN, ademas puede realizarse a partir de una
preparacion de ADN cruda

. Es rapidos y mayormente facil de realizar, aunque susceptible a contaminacion

. Tiene un gran poder discriminativo entre especies epidemiolégicamente no relacionadas

C. Desventajas

. Esta técnica genera un perfil de cada aislamiento bacteriano, pero con reducida reproducibilidad

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kb

1,8 —»
14 —»

0,9 —»

0,47 —»

Figura N° 3. Patrones de RAPD-PCR de aislamientos distintos de Klebsiella pneumoniae, pero epidemiolégicamente relacionados
(Tomado de Eisen y col., 1995), dada la alta coincidencia mostrada en el tamafio y numero de las bandas.
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5222

523

5.2.3.1

5232

5233

5.24

Rep PCR

Otra variante de PCR aplicado a la tipificacién de microorganismos es el Rep-PCR, que amplifican
secuencias repetitivas dispuestas a lo largo del genoma, permitiendo obtener una secuencia de
bandas semejantes al RAPD-PCR.

Su lectura e interpretacion son similares que el RAPD.

La reproducibilidad y aplicabilidad de éstas metodologias son mayores que el RAPD-PCR, pero sélo
en algunas especies su poder discriminativo es similar o menor que la técnica mencionada
anteriormente. Existen muchos sistemas basados en el Rep-PCR, entre los cuales se mencionan:

ERIC-PCR, que amplifica las secuencias enterobacterianas repetitivas intergénicas consenso.

REP-PCR, que amplifica elementos repetitivos palindrémicos.

Electroforesis en gel de campo pulsado

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es una metodologia que, en forma similar a la
ribotipificacion, utiliza al RFLP, con la diferencia que utiliza endonucleasas de restriccion de ADN de
clivaje o corte infrecuente,obteniéndose de 5 hasta 20 fragmentos de ADN de gran tamafio, mayores
de 20 Kilobases. Estos fragmentos no pueden ser separados en geles de electroforesis convencionales,
como en el caso de la ribotipificacion, por lo que se usa un sistema de separacion electroforética de
pulsos alternos de corriente multidireccional. Es asi, como los grandes fragmentos son separados
permitiendo obtener un patrén de ADN cuya interpretacion es sencilla.

Aligual que los sistemas anteriores, el analisis de los perfiles producidos por el PFGE se basan en
examinar y comparar el numero y tamafio de bandas entre los aislamientos, permitiéndolos agrupar
de acuerdo a la coincidencia. Si las secuencias de restriccion estan dispersas en el genoma, en
determinadas regiones resultaran varios fragmentos que seran particulares para cada aislamiento y
su aparicidn dependera de alguna forma de la secuencia genética del microorganismo.

Los eventos genéticos denominados mutaciones constan de delecciones (eliminacidn de secuencias),
inserciones (inclusiones de secuencias) o cambios de nucleédtidos, pudiendo generar la pérdida o la
ganancia de un sitio de restriccion, lo que generaria un nuevo perfil y en la medida que ello ocurra,
disminuiria la similitud del perfil genético.

Analisis de los perfiles generados por métodos de diversidad clonal

Un perfil de fingerprint es la secuencia de una serie de fragmentos (bandas) que caracterizan a un
aislamiento determinado.Tomando como patrdn el andlisis usado en los sistemas de tipificacion
(Ribotipificacion, PCR-RAPD, PCR-REP, PFGE), los perfiles de cada aislamiento son comparados
buscando algun grado de relacion entre ellos, examinando y comparando el nimero y tamafio de
bandas, asi como la ubicacién o desaparicién de fragmentos entre sus perfiles. Basandose en ello se
construye un patrén de fingerprint que reune todas las posiciones en las que se encuentran las
bandas. Luego de ello, se determina un valor numérico para cada aislamiento, determinado por la
razon entre el nimero de bandas compartidas entre las no compartidas en cada uno de los casos.
Ese numero es comparado entre todos los aislamientos, dandonos finalmente una idea grafica y
numérica de la interrelacién de los aislamientos. Ademas, para describir graficamente las relaciones
epidemioldgicas entre los aislamientos se construird un arbol utilizando el programa Kitsch Phylip
3,5v 0 Gel Compar I (Figura N° 4).
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Figura N° 4. Interrelacién entre aislamientos bacterianos pertenecientes a un brote intrahospitalario: Arbol que muestra la similitud
que existe entre los ribotipos encontrados al analizar los aislamientos bacterianos provenientes de un brote. El software agrupa a
los aislamientos o conjunto de aislamientos relacionados, lo que ayuda ayuda a establecer posibles vias o rutas de transmision.

5242 Rangos
Al analizar los aislamientos bacterianos se deberan considerar los siguientes rangos:

a. Cepas indistinguibles: aislamientos que pertenecen a la misma cepa. Existe una coincidencia del
100% entre sus fragmentos.

b. Cepas cercanamente relacionadas: aislamientos que han sufrido un simple cambio genético, en los
que dos a tres bandas pueden no ser coincidentes, existiendo una coincidencia de 80% 6 mas.

C. Cepas posiblemente relacionadas: aislamientos en los que han ocurrido dos eventos genéticos
independientes y cuyos fragmentos coinciden hasta en 50% o hasta 4 6 6 bandas de diferencia.

d. Cepas no relacionadas: aislamientos que han sufrido cambios consistentes en tres 0 mas eventos
genéticos, implicando que la similaridad entre los aislamientos es menor de 50%.

5.3 PROCEDIMIENTOS

5.3.1 Analisis plasmidico

5.3.1.1 Extraccién de ADN plasmidico de bajo y mediano peso molecular
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a. Inocular el microorganismo en 3 mL de caldo nutritivo (cerebro-corazdn, tripticasa soya, etc.) y mantener
en agitacién durante toda la noche.

b. Transferir el caldo incubado a tubos de centrifuga de 1,5 mL y concentrar las células por centrifugacion
a 10000xg durante 30 segundos, eliminar el caldo y secar el sedimento.

C. Agregar 100 pL de solucion de resuspension (glucosa 50 mM, Tris HCI pH 8,25 mM, EDTA pH 8 10
mM), agitar y resuspender vigorosamente mediante vortex.

d. Agregar 200 pL de solucién de lisis (NaOH 0,2N, SDS 1%) y mezclar el contenido por inversion del
tubo unas pocas veces. No mezclar por vortex y mantener el tubo en hielo.

e. Agregar 150 L de solucién de precipitacion (acetato de sodio 3M pH 5,2), mezclar el contenido por
inversion del tubo por unas pocas veces e incubar durante 3-5 minutos a temperatura ambiente.

f. Centrifugar a 10000xg a 4 °C durante 5 minutos.

g. Agregar 2 volumenes de etanol absoluto, mezclar con el vortex e incubar a temperatura ambiente
durante 2 minutos y centrifugar a 10000xg a 4°C durante 5 minutos.

h. Remover totalmente el sobrenadante lavar el precipitado dos veces con etanol 70% (el cual se eliminara
por aspiracion) y dejar secar durante 5 minutos a 42°C (No excederse en tiempo en la estufa).
Finalmente rehidratar el ADN con agua libre de nucleasas, calentar a 65°C durante 10 minutos
(buscando eliminar cualquier actividad nucleasa en su contenido) y guardar a -20°C .

5.3.1.2 Extraccion de plasmidos de alto peso molecular

a. Inocular el microorganismo en 10 mL de caldo nutritivo (cerebro-corazon, tripticasa soya, etc.) y
mantener en agitacion durante toda la noche.

b. Transferir el caldo incubado a tubos de centrifuga de 15 mL, concentrar las células por centrifugacion
a 10000xg durante 30 segundos y eliminar el sobrenadante.

C. Resuspender el sedimento en 1 mL de Buffer TAE 1X(0,04 M Tris, 0,04 M &cido acético, 1ImM EDTA).

d. Agregar 2 mL de solucion de lisis (NaOH 0,2N, SDS 1% pH 12,6-13,5) y agitar suavemente por
inversion unas pocas veces. No mezclar con el vortex.

e. Incubar a 55°C durante una hora y agitar suavemente cada 20 minutos por inversién.

f. Agregar 2 volumenes de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 viv) y emulsificar el contenido
por inversién del tubo unas pocas veces y centrifugar a 6000xg a 4°C durante 20 minutos.

g. Extraer la fase superior acuosa, colocarlos en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y aimacenarlos a 4°C.

52.1.3 Evaluacién de los perfiles plasmidicos

a. Preparar un gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Confeccionar el gel de acuerdo a la cdmara de
electroforesis y colocar un peine para generar pocillos en el gel.
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5.3.2

5.3.2.1

Colocar 5 - 100 L de cada extraccion de ADN plasmidico en los pocillos preparados en la agarosa.
Si se requiere digerir los plasmidos usando endonucleasas de restriccion se procedera como en la
seccion

Iniciar la electroforesis a 100V durante 60 minutos.

Remover el gel y tefirlo con bromuro de etidio 0,1% durante 5-10 minutos. Colocar en un
transiluminador UV.

Registrar fotograficamente los perfiles.
Ribotipificacion
Extraccion de ADN genémico

Inocular el microorganismo en 10 mL de caldo nutritivo (cerebro-corazon, tripticasa soya, etc.) y
mantener en agitacion durante toda la noche (18 horas).

Transferir el caldo incubado a tubos de centrifuga de 15-50 mL, concentrar las células por centrifugacion
a 2000xg a 4°C durante 20 minutos y eliminar el caldo de cultivo.

Agregar 10 mL de Buffer STE (100mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 150mM NaCl), resuspender
el precipitado totalmente y centrifugar a 2000xg a 4°C durante 20 minutos.

Resuspender el precipitado en 2 mL de buffer TE 10X (100mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8)

Agregar lisozima hasta conseguir una concentracion de 200ug/mL e incubar a 37°C durante 30
minutos en bafio Maria. Esta enzima permite la disgregacion de la pared celular ya que rompe los
enlaces glicopeptidicos, confiriendo al lisado celular una apariencia turbia y mucoide.

Agregar SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) hasta conseguir una concentracién final de 1% e incubar a
65°C durante 15 minutos hasta clarificar el contenido. Las membranas celulares seran disueltas por
accion del detergente.

Agregar proteinasa K hasta conseguir una concentracion de 200ug/mL e incubar a 65°C durante 2 -
4 horas. Esta enzima produce la digestion de proteinas y disgregacion de las proteinas asociadas al
ADN.

Agregar 2 volumenes de solucion de tiocianato de guanidina 6M, EDTA 20 mMy 0,5% Tween 20,
agitar total, minuciosa y suavemente, e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 300 pL de acetato de amonio 7,5 M y agitar por inversion hasta homogenizar.
Emulsificar totalmente durante 5 minutos con cloroformo alcohol isoamilico (24:1 viv).
Centrifugar a 6000xg a 4°C durante 25 minutos. Las estructuras celulares remanentes de la lisis son
rapidamente disueltas por agentes denaturantes, tales como las sales guanidina y detergentes; las

asociaciones nucleoproteicas son desintegradas al igual que las estructuras secundarias de las
proteinas; inactivando las nucleasas para mantener el ADN intacto.
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53.2.2

53.2.3

Extraer el sobrenadante a un tubo nuevo, cuidando de no extraer la interfase

Agregar NaCl hasta conseguir una concentracion final de 0,3 M y mezclar totalmente por suave
inversion.

Agregar 2 volumenes de etanol absoluto y mezclar cuidadosamente la solucion hasta la formacion de
un precipitado de aspecto nuboso. EI ADN deshidratado toma la apariencia de fibras blancas muy
labiles, las cuales son cuidadosamente extraidos con una pipeta Pasteur.

Lavar dos veces con etanol 70%, eliminar el renamente por aspirado con pipeta y secar durante 5
minutos a 42°C. No exceder ese tiempo en la estufa.

Resuspender el ADN en 100 - 500 uL de buffer TE y calentar a 65°C durante 10 minutos para
eliminar alguna actividad endonucleasa en su contenido.

Guardar a 4°C para mantener por periodos largos evitando que ocurra degradacién y ruptura de las
fibras de ADN. Ademas, manipularlo con tips de extremos romos.

Cuantificacién de ADN

La cantidad de ADN presente en una solucion puede ser determinada mediante la absorcién de la
radiacion ultravioleta a 260 nm de longitud de onda.

Agregar 1895 L de agua, disolver 100pL de cloruro de sodio (NaCl) 2M, agregar 5 L de ADN y
mezclar en vortex.

Colocar el contenido en una cubeta de cuarzo limpia y leer la densidad dptica a 260 nm y posteriormente
280 nm.

ElI ADN necesita ser denaturado con una solucién de NaCl. La luz UV es absorbida por las bases
nitrogenadas expuestas en las hebras libres del ADN en proporcién directa a su concentracién en la
solucion. Asi, la incidencia de luz UV servira para determinar la cantidad de ADN que existe en una
solucién, teniendo en cuenta la siguiente relacion: 1 Unidad de Densidad dptica (1 DO) que corresponde
aproximadamente a 50 pg/mL de ADN.

Para determinar el grado de pureza que existe en una solucion de ADN se realiza una lectura de la
absorbancia a 280 nm. La relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm (DO260/D0O280) proveen un
valor de estimacion del grado de pureza del los acidos nucleicos. Las preparaciones puras de ADN
tienen un valor de 1,8. Si existe contaminacidn con solventes (fenol) o proteinas, la relacién DO260/
D0280 es menor, indicando la existencia de impurezas.

Control de calidad del ADN por electroforesis en geles de agarosa

Preparar un gel de agarosa 1% en TAE 1X y colocar un peine para generar pocillos en donde se
puedan colocar las muestras sobre el gel.

Luego de la solidificacion del gel, colocar 5-10 pL de ADN. Iniciar la electroforesis a 50V durante 30-
60 minutos.
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53.2.5

Desmantelar el gel, tefiirlo con bromuro de etidio 0,1% durante 5-10 minutos y colocarlo en un
transiluminador UV. EI ADN debe observarse como una banda que migre alrededor de un peso
molecular de 20 Kb.

Obtencién de ADN ribosonal mediante PCR
Amplificar una region de 1490 pb correspondiente al gen 16S de ADN ribosomal usando ADN genémico
de Escherichia coli (ATCC 25922). Para ello, se utilizaran los siguientes oligonucledtidos: PC5: 5'-

TAC CTT GTTACGACT T 3'y PO: 5'-AGA GTT GAT CMT GG-3'.

La mezcla de la reaccion contendra:

Primers 20 pmoles Buffer PCR (10X) 1X
Desoxinucledtidos trifosfato 5 nmoles Tag ADN Polimerasa 1U
MgCI2 1,5 mM ADN molde 5ng

El programa de PCR en el termociclador consistira en: denaturacion a 95°C durante 5 minutos; 35
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 33°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos; y extension
final a 72°C durante 10 minutos.

Luego, separar el producto de amplificacion por electroforesis en un gel de agarosa low melting point,
verificando el tamafio molecular del fragmento de ADN; ubicar la molécula y extraer la porcidn de
agarosa que la contenga.

Colocar el fragmento de agarosa en un tubo de 1,5 mL e incubar en bafio Maria a 65°C mediante 10
minutos para fundir la agarosa.

Agregar 1 mL de resina (Wizard PCR prep., PROMEGA) y agitar minuciosamente mediante pipeteo
suave.

Colocar la mezcla dentro de una columna que contiene una membrana de silica y usando una
bomba de vacio, vaciar la mezcla a través de ella.

Lavar 2 veces la columna con 1 mL de isopropanol al 80% y mantener en la bomba de vacio durante
20 segundos, para extraer la mayor cantidad posible de isopropanol.

Eliminar el remanente de isopropanol mediante centrifugacién de la columna a 10000xg durante 2
minutos a temperatura ambiente.

Agregar 50 L de agua estéril, incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar a
10000xg durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Cuantificar la cantidad de ADN purificado usando el protocolo descrito en la seccion 5.3.2.2.
Preparacion de la sonda

Tomar 100 ng de ADN ribosomal purificado y someter a denaturacion por calor a 95°C durante 5
minutos.
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5.3.2.6

5.3.2.7

53.2.8

Retirarla del calor y colocarla rapidamente en un bafio helado a -20°C durante 5 minutos.
Adicionar 10 pL de reactivo de marcaje (kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling, Amersham Pharmacia
Biotech®) que consta de la enzima peroxidasa positivamente cargada y mezclar minuciosamente por

pipeteo suave.

Agregar glutaraldehido e incubar a 37°C en bafio maria durante 10 minutos. La enzima se unirg
aleatoriamente a las simples hebras de ADN.

Restriccion de ADN genémico

Utilizando 1-2 jug de ADN plasmidico. Luego, colocar todo el volumen producto de la restriccion
enzimatica de ADN en el gel.

Incubar 1-10 ug de ADN gendmico a 37°C durante 2 a 4 horas con la respectiva enzima de restriccion,
que seréd escogida de acuerdo a la especie bacteriana analizada, en una razén de 5U/ug de ADN y
utilizando las especificaciones del fabricante de la enzima.

Luego incubar a 65°C durante 10 minutos con el fin de detener la actividad de la enzima de restriccién.

Electroforesis

Los fragmentos que se generaran por la digestion enzimatica seran separados por electroforesis en
agarosa.

Preparar un gel de agarosa al 1% en TAE 1X, confeccionar el gel de acuerdo a la camara de
electroforesis y colocar un peine para generar pocillos en el gel

Colocar el volumen producto de la restriccion enzimatica de ADN en el gel

Iniciar la electroforesis a 25V durante toda la noche

Desmantelar el gel, tefirlo con bromuro de etidio 0,1% durante 5 - 10 minutos y colocarlo en un
transiluminador UV. EI ADN digerido debe observarse como muchas bandas subsecuentes que migran
desde un peso molecular de 20 Kb hasta el final del gel.

Registrar fotograficamente los perfiles.

Transferencia capilar

Colocar el gel en una bandeja, agregar HCI 0,25 N e incubar en agitacion constante a temperatura
ambiente durante 10-15 minutos. Luego, retirar la solucion y enjuagar dos o tres veces con agua
destilada durante 20 segundos.

Agregar una solucion de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M e incubar durante 25 minutos. Luego, retirar la

solucion y enjuagar dos o tres veces con agua destilada durante 20 segundos.
Neutralizar con una solucion de Tris HCI 0,5 M pH 8,0 y NaCl 1,5 M durante 30 minutos.
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5.3.2.9

Cortar piezas de papel filtro Whatman 3MM del mismo tamafio del gel y cortar la membrana de nylon
y papel secante (papel toalla).

En una bandeja plastica, colocar un soporte plastico y sobre este Ultimo, colocar una hoja de papel
filtro dos o tres veces mas ancho que el gel, pero de la misma longitud. Agregar solucion salino
citrato-20X (SSC-20X: NaCl 3 M y citrato de sodio 0,3M) a la bandeja.

Colocar un papel Whatman 3MM y sobre él, colocar el gel cara abajo.
Colocar la membrana de nylon previamente saturada en buffer SSC 10 X.

Colocar el papel secante encima de la membrana como un sandwich y mantenerlo fijo durante 16 a
24 horas. Se generara una migracion de iones desde el buffer, los cuales atravesaran el gel hacia la
membrana mediante el uso de papel secante apilado con un peso de 0,5 - 1 kg.

Desmontar el sandwich, retirar la membrana, lavar con buffer SSC 5X para retirar los restos de
agarosa y secar la membrana a 37 °C.

Fijar los fragmentos de ADN covalentemente a la membrana de Nylon, por incidencia directa de luz
UV durante 5 minutos.

Hibridacion

Colocar la membrana en buffer de hibridacion (kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling, Amersham
Pharmacia Biotech®) a 42°C durante media hora, el cual bloqueara las zonas no cubiertas por ADN.
Luego, agregar la sonda de ADN ribosomal al mismo buffer y, en agitacién constante durante toda
una noche (18-24h), esperar que se una a las secuencias existentes.

Lavar 2 veces la membrana con urea 6M, SDS 0,4% y SSC 0,5X a 42°C durante 20 minutos y con
SSC 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno. Estos lavados son los responsables de
la especificidad de la hibridacion ya que permiten que sélo se detecten las copias de ADN ribosomal
presentes en cada microorganismo.

Colocar la membrana sobre un papel plastico lo suficientemente grande que permita envolverla.

Agregar 1 a 3 mL del sustrato (kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling, Amersham Pharmacia Biotech®)
y dispersar por toda la superficie de la membrana.

Cubrir totalmente la membrana con el papel plastico.

En oscuridad, colocar una pelicula de radiografia sobre la membrana envuelta. Incubar por 30-60
minutos.

Posteriormente y también en oscuridad, retirar la pelicula, tratar con una solucion reveladora (Kodak®)
e incubar por 3-5 minutos.

Tratar la pelicula con una solucion fijadora (Kodak®), incubar por 3-5 minutos, lavar con agua corriente
y dejar secar.
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5.3.3

5.3.3.1

5.3.3.2

5.3.3.3

5.3.34

5.3.3.5

Registrar los patrones en un software.
PCR

Inocular el microorganismo en 10 mL de caldo nutritivo (cerebro-corazén, tripticasa soya, etc.) y
mantener en agitacion durante toda la noche (18 horas).

Realizar diluciones 1:10 en agua destilada y verificar la concentracion de los cultivos por densidad
optica (OD) a 600 nm hasta obtener un valor de 0,75. Usar 2,5 pL como ADN molde o en caso
contrario se usaran 200 ng de ADN purificado segun el protocolo descrito anteriormente.

La mezcla de la reaccion contendra:

Primers 20 pmoles Buffer PCR (10X) 1X
Desoxinucledtidos trifosfato 5 nmoles Taq ADN Polimerasa 2U
MgCl, 5 mM ADN molde 2 uL

El programa de PCR en el termociclador consiste en lo siguiente:

RAPD

Denaturacion a 95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 35°C durante 20
segundos con una extension en el tiempo de 1 segundo y un incremento en la temperatura de 0,3°C
durante cada ciclo y 72°C durante 2 minutos; y extension final a 72°C durante 10 minutos

REP
Denaturacion a 95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 95 durante 30 segundos, 50°C durante 1 minuto
y 72°C durante 2 minutos; y extension final a 72°C durante 10 minutos.

Evaluacién de los perfiles PCR

Preparar un gel de agarosa al 1,5% en TAE 1X. Confeccionar el gel de acuerdo a la camara de
electroforesis y colocar un peine para generar pocillos en el gel.

Colocar 5-10 pL de cada producto de amplificacion en los pocillos preparados en la agarosa e iniciar
la electroforesis a 100V durante 60 minutos.

Remover el gel, tefiirlo con bromuro de etidio 0,1% durante 5-10 minutos y luego colocarlo en un
transiluminador UV.

Registrar fotograficamente los perfiles y evaluar en un software
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6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1.4

6.1.5

6.1.6

6.1.7

6.1.8

6.1.8.1

6.1.8.2

SECCION 6
DIAGNOSTICO
CONDICIONES PREVIAS (Anexos Ay B)

Al solicitar la confirmacién del brote intrahospitalario mediante métodos de biologia molecular es
necesario tener en cuenta varios aspectos:

Es importante que el hospital cuente con un sistema de vigilancia epidemioldgica de infecciones
intrahospitalarias que permita la identificacion oportuna de un potencial brote intrahospitalario y que
facilite la investigacion del mismo.

Un apoyo importante para las labores de vigilancia epidemioldgica lo brinda el laboratorio de
microbiologia mediante la identificacion bacteriana y la determinacion de la sensibilidad a los
antimicrobianos.

El laboratorio de microbiologia debe realizar el control de calidad interno y externo de sus
procedimientos que garantice la idoneidad de sus resultados.

Es importante la coordinacién entre los servicios de microbiologia y epidemiologia y el comité de
control de IIH.

Detectado el incremento inusual del nimero de casos para un tipo de IIH en un servicio y periodo
determinado, se debe correlacionar esta informacion con el servicio de microbiologia.

En caso que estos pacientes posean resultados de cultivos positivos a un mismo germen y patron de
sensibilidad semejantes, entonces el servicio de microbiologia procedera a notificar dicho hallazgo a
la unidad de epidemiologia y al comité de control de IIH de su hospital.

Posteriormente, a través de la direccion del hospital se solicitara al Instituto Nacional de Salud (INS)
la confirmacion del brote por métodos de biologia molecular.

Los aislamientos que ingresen al Laboratorio de Referencia para la investigacion molecular de brotes
intrahospitalarios, deberan necesariamente estar acompanados de lo siguiente:

Formulario para el envio de cepas para la confirmacidn de brotes infecciosos intrahospitalarios (Anexo
C).

Resumen de la investigacién epidemioldgica realizada hasta la fecha del envio de las cepas
sospechosas (Anexo D). Dicho resumen debera constar de las siguientes partes:

Tipo de IIH
Fecha de inicio

Servicio

MPR-CNSP-011

20 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos para la investigacion de brotes de infecciones intrahospitalarias producidas por bacterias mediante métodos de biologia molecular

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.3.1

6.2.3.2

6.2.3.3

6.2.34

6.3

6.3.1

Germen

Numero de casos

Numero de fallecidos

Gréafica de incremento de casos

Hipotesis de causa probable

CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION BACTERIANA

Una vez recibidas las cepas por el INS, se procedera de la siguiente forma:

Se verificara las condiciones de las cepas enviadas (desecacion del medio de transporte,
contaminacion, rotura o apertura del envase de envio). En caso de encontrarse en buenas condiciones,
se procedera con el siguiente paso.

El Laboratorio de Bacteriologia Especial del Centro Nacional de Salud Publica del INS procedera a
realizar la identificacién y sensibilidad de los aislamientos, siguiendo las pautas dadas en el Manual
de Procedimientos Bacterioldgicos en infecciones intrahospitalarias - serie de Normas Técnicas N°
28 (2001) y en el Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el
método de disco de difusion - Serie de Normas Técnicas N° 30 (2002) con fines de control de calidad
y confirmacion de la identificacion y sensibilidad.

Independientemente de los resultados, el INS emitira un primer informe, pudiendo presentar varias
posibilidades:

Se confirma que todas las cepas son de igual especie y patron de susceptibilidad notificada por el
hospital. En este caso, se notificara al hospital y se remitira dichas cepas a la division de Biologia
Molecular del INS para que proceda con los examenes correspondientes.

Se confirma que algunas cepas son de igual especie y patrén de susceptibilidad, mientras que otras
cepas son diferentes en ambos casos. Se notifica al hospital y se remitiran las cepas concordantes a
la unidad de biologia molecular del INS para que proceda con los examenes correspondientes.

Se confirma que todas las cepas tienen igual especie, pero se difiere marcadamente en cuanto al
patrén de susceptibilidad notificada por el hospital. En este caso, se procederé a notificar los hallazgos
al hospital.

Se confirma que todas las cepas tienen diferente especie. En este caso se procedera a notificar los
hallazgos al hospital.

CONFIRMACION POR BIOLOGIA MOLECULAR

Una vez recibidas las cepas que han pasado el control de calidad, la unidad de biologia molecular del
INS procedera a realizar los ensayos correspondientes segun especie (ver tabla adjunta).
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6.3.2 Estas metodologias son recomendadas de acuerdo a su reproducibilidad y poder discriminativo que
tienen éstas sobre las especies y la utilidad de la informacién que proporcionan acerca de sus
caracteristicas fisioldgicas de impacto epidmioldgico, principalmente resistencia antimicrobiana, entre
otras.

6.3.3 El ensayo de PFGE es reconocido como patron de oro de los sistemas de tipificacion molecular ain
se encuentra en proceso de implementacion en el Instituto Nacional de Salud, razén por la cual no
sera utilizado para los fines del presente manual.

6.3.4 Otras bacterias pueden ser incluidas para la investigacion molecular siempre y cuando constituyan
brotes intrahospitalarios.

TABLA DE DESCRIPCION DE DIFERENTES ANALISIS MOLECULARES POR ESPECIE BACTERIANA

ESPECIE BACTERIANA METODO DE TIPIFICACION
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens + 16S Ribotipificacion +  Andlisis plasmidico
Escherichia coli + PCR + Factores genéticos de
Enterobacter spp. + PFGE resistencia antimicrobiana

Salmonella spp.

Staphylococcus aureus + 168 Ribotipificacion + mecPCR
Staphylococcus coagulasa negativos + PFGE + Factores genéticos de
resistencia antimicrobiana

Pseudomonas aeruginosa + PFGE + Factores genéticos de
Acinetobacter baumannii + RAPD-PCR resistencia antimicrobiana
+ PFGE
Enterococcus spp. + PCR + vanPCR
6.4 ANALISIS DE LA INFORMACION
6.4.1 La informacion clinica, epidemioldgica, microbiologica y molecular sera analizada para determinar la

similitud de los aislamientos que constituyeron el brote de manera conjunta con el equipo hospitalario.

6.4.2 Ademas, en caso existan aislamientos procedentes de muestras ambientales, se determinaran las
fuentes y vias de transmision potenciales que generaron la ocurrencia de infeccion intrahospitalaria.
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ANEXO A

FLUJOGRAMA DE INVESTIGACION DE BROTES DE IIH
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ANEXO B

DIAGRAMA DE TRABAJO PARA LA CONFIRMACION DE BROTES DE IIH

Laboratorio de
AISLAMIENTO Microbiologia del
PRIMARIO Hospital
~
Control de calidad de
la identificacion y INS/CNSP
susceptibilidad antimicrobiana Division Bacteriolgica
Laboratorio
| > Bacteriologia
Especial
| | | (Tiempo promedio
Todas las cepas son Todas las cepas son Algunas cepas tienen 72 horas)
. . Todas las cepas son ) . ) .
de igual especie y ) de igual especie y igual especie y
o de diferente : e
susceptibilidad especie difieren en la susceptibilidad y
antimicrobiana P susceptibilidad otras difieren W,
v v )
Andlisis de cepas Analisis de cepas
mediante mediante
biologia molecular biologia molecular
¢ ¢ INS/CNSP
v v v v ~  Division Biologica
Molecular
Cepaslcon Cepas con Cepaslcon Cepaslcon (Tiempo promedio
genotipo genotipo genotipo genotipo 7-14 dias)
semejante diferente semejante diferente
_J
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ANEXO C

FORMULARIO PARA EL ENVIO DE CEPAS PARA LA CONFIRMACION DE
BROTES IIH POR BIOLOGIA MOLECULAR

Hospital: Servicio:
Nombre*: , ,
Apellido Paterno Apellido Materno Nombres
Sexo: Edad: Fecha Ingreso:
Procedimientos
Hospitalarios:
Dx IIH: Fecha Dx:
Dx Laborat Microb:
RESULTADO MICROBIOLOGICO: Codigo INS:
Microorganismo: Tipo Muestra:
ANTIBIOGRAMA (método):
Antimicrobiano (mm) Interpretacion Antimicrobiano (mm) Interpretacion

Fenotipo principal:

RESULTADO MOLECULAR:
Andlisis plasmidico:

Diversidad cepas (Método)

Nota: En el acapite «procedimientos hospitalarios» detallar aquellas intervenciones asistenciales (médicas, de enfermeria, etc.) que se
hayan realizado al paciente. Ejemplo: instalacion o retiro de catéter, colocacion de sondas o drenes, limpieza de heridas, intervenciones
quirtrgicas, intubaciones, ventilacién mecanica, procedimientos diagndsticos invasivos y otros.

* En caso de cepas procedentes de soluciones, superficies u otros objetos directamente relacionadas a una puerta de entrada del
paciente, colocar la procedencia de la cepa.
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ANEXO D

RESUMEN DE LA INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA DEL BROTE DE IIH

| TIPO DE IH : |

| FECHA DE INICIO : |

[ SERVICIO(s) AFECTADOS : |

[ MICROORGANISMO : |

| NUMERO DE CASOS : |

| NUMERO DE FALLECIDOS : |

| FACTOR DE RIESGO : |

HIPOTESIS DE CAUSA PROBABLE :

GRAFICA DE CASOS: (lineal)

Fecha:

RESPONSABLE DEL INFORME
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