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I. RESUMEN

Los virus bacterianos, fagos o bacteriofagos son capaces de infectar y lisar las
células bacterianas con una alta especificidad que depende de la unién molecular de
receptor-inductor.  Esta caracteristica fue utilizada durante algun tiempo para
clasificar las cepas bacterianas y posteriormente se utilizaron como agentes
antibacterianos.

Por ello los objetivos del presente estudio fueron implementar la metodologia
para el aislamiento y la busqueda de bacteriofagos especificos de Klebsiella oxytoca
multirresistente, implicada en varios casos de infeccion nosocomial en unidades de
cuidado critico pediatrico de un hospital nacional de la Ciudad de Guatemala.

Para lograr los objetivos, se recolectaron aguas de los rios Villalobos y Las
Vacas (Ver Anexo No. 1), los cuales sirven de efluentes de las aguas servidas de la
Ciudad Capital. Este tipo de aguas tiene un alto contenido en coliformes y fagos, asi
mismo se realizaron lavados de superficies en las areas donde se aislaron las cepas
bacterianas.

Por otro lado, con el fin de obtener fagos, se activo el sistema lisogénico de
estos, el cual es un ciclo alternativo de los virus para permanecer latente dentro de su
hospedero, por medio de la exposicion a luz ultravioleta.

Los filtrados de las aguas fueron enfrentados con cepas de K. oxytoca
multirresistente, utilizando Escherichia coli ATCC (American Type Cultivate
Collection) 25923 como control para el método de obtencion de fagos.

Los resultados demuestran la ausencia de fagos especificos para K. oxytoca,
pero afirman la presencia de estos para la E. coli ATCC 25923. No se pudo llevar a
cabo la prueba de especificidad de los bacteriofagos de K. oxytoca multirresistente
con otras cepas bacterianas, tales como Pseudomonas aeruginosa cepa INCAP
(Instituto de Nutricion de Centro América y Panama), Staphylococcus aureus ATCC
25922 y dos cepas de K. oxytoca cepa INCAP.

Asi mismo los cultivos efectuados en las aguas de los rios evidenciaron la
presencia de E. coli, no obstante en los cultivos derivados de los lavados en
superficies de las salas hospitalarias demostraron la presencia de una bacteria Gram
positivo y una no fermentadora, sin identificacion posterior.

En este estudio no fue posible el aislamiento de bacteriofagos especificos
para K. oxytoca, pero se demostro que es posible el aislamiento de fagos para cepas
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de E. coli de rios de aguas negras. La ausencia de fagos para las dos bacterias
utilizadas, en los filtrados provenientes de las salas hospitalarias, posiblemente se
deba a que actualmente estan en un proceso de remodelacion y desinfeccion, tanto
de paredes como de pisos. Por lo que se recomienda que posterior a la identificacion
de una cepa nosocomial o multirresistente, se proceda inmediatamente al
aislamiento de algin agente viral para su control biologico.




II. INTRODUCCION

Los bacteriéfagos o virus que infectan bacterias, fueron aislados y observados
hace mas de un siglo. Estos son capaces de lisar células bacterianas especificas, sin
dafiar células de otra especie. Esto dio la pauta para pensar que los bacteriofagos
podrian ser utiles en la "guerra" constante contra las bacterias que causan patologias
humanas; se realizaron varios estudios con respecto a este campo antes de 1940,
pero el descubrimiento de los antibidticos como un arma poderosa en contra de las
bacterias opaco estos estudios y fueron abandonados (1.2).

En la actualidad, las cepas bacterianas han desarrollado sistemas para
desactivar a la mayoria de los antibi6ticos, en especial las cepas hospitalarias, las
cuales son resistentes a la mayoria de ellos, lo que aumenta vertiginosamente la tasa
de mortalidad y morbilidad en los hospitales. En Rusia existen técnicas para el
aislamiento y purificacién de bacteriéfagos especificos de cepas nosocomiales o
multirresistentes, los cuales son aplicados en superficies, material quirGrgico y
heridas operatorias con el fin de eliminar estas bacterias (2).

En Guatemala se desconoce si existen estudios sobre bacteriofagos
especificos de cepas multirresistentes hospitalarias, lo que es vital para el desarrollo
de la virologia, los campos de biologia molecular y la implementacion de técnicas
como las existentes en Rusia, para su utilizacién en un futuro cercano dentro de las
estrategias de control de infecciones nosocomiales (3.4).

En el afio 2000 se realizaron estudios epidemiolégicos en un brote
nosocomial dentro de un hospital de la ciudad capital, aislandose como agente
causal Klebsiella oxytoca multirresistente. Este estudio pretende comprobar la
existencia de bacteriofagos especificos de Klebsiella oxytoca multirresistente,

(3.5).




III. ANTECEDENTES

A. Contexto histérico

Hankin, en 1896 reporté que las aguas de los rios Ganges y Jumna en la
India tenian un marcado poder antibacteriano el cual atravesaba filtros muy finos de
porcelana; y era destruido por el calentamiento. El estudié particularmente los
efectos que tenian estas aguas sobre el Vibrio cholerae y sugirié que esta sustancia
era la responsable de evitar los brotes epidémicos de colera por ingestion de las
aguas de estos rios. Las investigaciones hechas por Hankin nunca se centraron en la
exploracion del fenémeno (1).

Posteriormente Edward Twort en 1915 y Felix d’Herelle en 1917 reportaron
independientemente, el aislamiento de un agente filtrable capaz de destruir los
cultivos bacterianos y producir pequeiias areas claras (lisis), concluyéndose que
estas particulas estaban involucradas con el fenémeno (2).

Por su parte E. Twort, al estudiar el virus de la vaccinia, observo que algunas
colonias de micrococos presentaban zonas de lisis y que este material, transferido a
otras colonias, producia la misma alteracion.

Fue d’Herelle quien encontré que el filtrado de las evacuaciones fecales de
un paciente convaleciente de disenteria bacilar, lisaba los cultivos jovenes de
Shigella dysenteriae, fenémeno transmisible en serie. Después de estos
descubrimientos, se ha comprobado que los bacteriofagos tienen accion litica frente
a hospederos ampliamente diseminados en el reino bacteriano (3).

A E. Twort y F. d’Herelle se les dan el crédito del descubrimiento de los
bacteriofagos. Aunque Twort describié por primera vez el papel esencial de los
bacteriéfagos en estos fendomenos, fue d’Herelle quien le puso el nombre de
bacteriofagos y realizd un estudio mas extenso que describe la mayor parte del
conocimiento basico que se tiene (1.4).

Las investigaciones realizadas en el campo de los bacteriéfagos como agentes
liticos de bacterias patogenas, fueron realizados en Rusia y pocos de ellos en el resto
del mundo. Con la desintegracion de la Uniéon Soviética y los conflictos socio-
politicos de este pais, la informacion existente no fue publicada o adecuadamente
archivada, por lo que existe poca documentacion sobre este tema, observandose un
nuevo interés en el resto del mundo por este tipo de aplicacion (1,2).




B. Estructura y composicién de los bacteriéfagos
1. Morfologia

La forma y tamafio de los bacteriéfagos varia de una especie a otra, pero al
observarlos al microscopio electronico, todos presentan una estructura basica que
puede ser poliédrica o filamentosa. Los virus son particulas que introducen el
material genético a sus células hospedero y alli se reproducen. Cada virus posee
informacién genética cedificada en 4cidos nucleicos (ARN o ADN) que determina
todas las propiedades del virus. Este acido nucleico esta rodeado por una cubierta
proteica llamada nucleocépside, formada por subunidades llamadas capsomeros,
ademas la nucleocapside puede poseer una envoltura lipoprotéica. Estas proteinas
confieren especificidad al virus y le proporcionan la morfologia caracteristica (1,5).

Los virus bacterianos presentan seis tipos morfologicos: el primer tipo es el
mas complejo ya que tiene una cabeza poliédrica, cola rigida con una vaina
contractil y fibras caudales. Los segundos son similares a los anteriores, excepto
que carecen de una vaina contréctil, su cola es flexible y tienen o no apéndices
terminales. El tercer tipo se caracteriza por tener cabeza poliédrica y cola mas corta
que la cabeza, su cola no es contractil y puede o no tener apéndices. El cuarto tipo
posee una morfologia poliédrica con un capsomero grande en cada vértice, no tiene
cola. El quinto tipo es un poliedro simple, sin los grandes capsémeros del grupo
anterior. Y los mas simples, el sexto tipo, son un filamento sencillo y largo sin
cabeza u otra estructura (3).

Los bacteriofagos especificos de Kiebsiella oxytoca, poseen una morfologia
de primer tipo, es decir los mas complejos, los cuales estan provistos de una cola
que varia en cuanto a tamafio, forma y complejidad. Puede poseer a su vez varios
apéndices, fibras o estructuras terminales. Todas estas estructuras confieren
especificidad al bacteriofago para infectarla (4.,5).

2. Composiciéon quimica

Los fagos estan compuestos por un solo tipo de acido nucléico y nunca por
ambos. Segun el tipo de acido nucléico que contenga se les denomina fagos ADN o
ARN. Los fagos de K. oxytoca son de tipo ADN, es decir que en su estructura este
es el unico material genético presente. Estos poseen una cubierta protéica que
protege el material genético. También contienen enzimas, que son utilizadas en los
procesos de reproduccion y transduccion. El acido nucléico del fago contiene
informacién necesaria para la reproduccion de éste en la bacteria hospedera (2,6).
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El ADN de los bacteriéfagos es bicatenario y tiene forma lineal, pero no es
infrecuente observar la aparicion de formas circulares durante su replicacion.
Mientras que en bacteri6fagos ARN este es monoténico y lineal. A pesar de ser
monoténico, presenta una estructura secundaria que da a las moléculas una forma
bastante compacta, lo que se refleja en su alto coeficiente de sedimentacion. La
estructura secundaria de estas moléculas monoténicas se debe a la existencia de
regiones complementarias, presentes en el mismo polinucledtido, capaces de
aparearse por medio de puentes de hidrégeno (2,5).

C. Ciclo reproductivo

La reproduccion de los bacteriofagos se realiza dentro de las células
bacterianas. Estos infectan un tipo de célula especifica y no pueden atacar a otras
mas complejas como las vegetales, humanas o animales; debido a las diferencias en
los codigos de la maquinaria intracelular y las proteinas de superficie. Es decir que
los bacteriéfagos de K. oxyfoca, son capaces de lisar a estas, o a bacterias
pertenecientes al mismo género (7).

Los bacteriofagos presentan los siguientes pasos para su reproduccion:

» Adsorcion

» Inyeccion

» Periodo de latencia y eclipse
» Maduracién o ensamblaje

» Lisis

La adsorcion se lleva a cabo cuando la punta de la cola viral se adhiere a la
pared bacteriana de la bacteria hospedero. Aunque aun no esta claro, se ha sugerido
que la adsorcion se debe a la interaccion entre las configuraciones moleculares
complementarias en los sitios receptores oponentes. Esto ocurre porque el
hospedero lleva una carga eléctrica negativa y el medio contiene cierta
concentracion de cationes, para que el fago y la célula se aproximen lo suficiente
para que ocurra la adsorcion a la superficie del hospedero a través de proteinas,
polisacaridos o complejos lipoproteina-polisacaridos los cuales constituyen los
elementos donde se adhieren las particulas virales. En ausencia del sitio receptor,
los virus no pueden ser adsorbidos y, en consecuencia no pueden infectar la célula.
Si el sitio receptor se modifica, el hospedero puede volverse resistente a la infeccion
viral, pero también pueden aparecer mutantes del virus que sean capaces de ser
adsorbidos por hospedero resistentes (5,6).
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El fago una vez adsorbido a la célula bacteriana, introduce en ella el material
genético que transporta la informacion necesaria para la sintesis de su progenie; este
mecanismo se denomina inyeccion y depende de la naturaleza de la célula
hospedero, especialmente de las estructuras de su superficie, aunque basicamente los
pasos de la inyeccion son los siguientes:

1) Adhesion de fibras caudales a la membrana celular.

2) La vaina de la cola se contrae y la porcion hueca interior de la cola penetra en la
célula, esto se logra por la presencia de una lisozima en la cola viral que
hidroliza la capa rigida de la pared bacteriana.

3) La inyeccion de ADN se hace como lo haria una “jeringa al inyectar”.

En esta etapa puede existir un mecanismo de resistencia contra el
bacteriofago, este consiste en la destruccion del acido nucléico viral por las enzimas
del hospedero, fragmentando el ADN viral en uno o varios sitios especificos,
evitando de esta forma su replicacién. Este fenémeno se llama “restriccion” y es
parte de un mecanismo general del hospedero para evitar la invasién por acido
nucléico extrafio. Pero los virus pueden superar los mecanismos de restriccion del
hospedero modificando sus acidos nucleicos de modo que los sitios de restriccion no
sean reconocidos por las enzimas (6).

Si no existe ningin mecanismo de resistencia contra el virus se da el periodo
latente, o sea el intervalo de tiempo comprendido entre la adsorcion irreversible y la
aparicion de las primeras particulas infecciosas extracelulares, para el cual el acido
nucléico del fago debe desencadenar una secuencia de eventos, que produciran
finalmente las particulas infecciosas de la progenie. Durante este periodo en que el
fago no es infeccioso se denomina fago vegetativo, y el lapso, durante el cual no se
encuentran particulas infecciosas en el interior de la célula, se denomina periodo de
eclipse. Durante este periodo el acido nucléico del fago induce la sintesis de los
componentes virales que formaran los fagos infecciosos. La secuencia y los
mecanismos de estos eventos constituyen uno de los aspectos mas fascinantes de la
biologia molecular (8,9).

Durante la biosintesis de los componentes virales, la célula infectada sirve de
fuente de energia, proveyéndole la mayoria de los precursores y la maquinaria
necesaria para la sintesis de las macromoléculas virales. La formacion de estas
macromoléculas requiere ciertos cambios en la biosintesis normalmente destinada a
la formacion de los componentes ceiulares. Tales cambios se producen por la
induccion de nuevas enzimas o de elementos estructurales que actian en sitios
claves del sistema (2).
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La estructura viral estd compuesta por proteinas ausentes en la bacteria
infectada, las cuales son sintetizadas a partir de aminoacidos presentes en la bacteria.
Este hecho fue mencionado ya en relacion con la ausencia de antigenos comunes al
fago y a la bacteria hospedero (1).

Las distintas proteinas inducidas por el fago no se sintetizan en forma
simultinea, ni en cantidades equimolares; hay un eficiente mecanismo de
regulacion, tanto en la secuencia del tiempo, como en la cantidad en que se
sintetizan diversas clases de proteinas (8).

La biosintesis del acido nucléico viral requiere una fuente de energia, asi
como precursores de bajo peso molecular, ribonucledtidos o desoxirribonucledtidos
para ARN o ADN, respectivamente, y la maquinaria sintetizadora. Experimentos de
diversa indole han establecido que el fago depende de la bacteria hospedera en
cuanto a suministro de biomoléculas requeridas para la sintesis de polinucleétidos.
Cualquier mutante de una bacteria que requiera algun nucleosido serd incapaz de
sintetizar el 4acide nucléico viral, a menos que el nucledsido sea suministrado a ia
bacteria infectada. Algunos fagos que contienen bases raras como el T4, son sin
embargo, capaces de inducir las enzimas necesarias para la sintesis de ellas. El fago
T4 induce una hidroximetilasa dCMP (desoxicitidina monofosfato) que hidroliza el
dCMP normalmente encontrado en la bacteria para dar el dHCMP (desoxihidro-
citidina monofosfato) que posteriormente se incorporara a su ADN (8).

La sintesis del a4cido nucléico consiste en la formacion de polinucleodtidos con
una secuencia determinada. Los precursores inmediatos del acido nucléico son los
nucledsidos S5-trifosfato que son hidrolizados durante la formacion del
polinucledtido, liberando pirofosfato. La secuencia en que los nucledtidos se unen
es especificada por el acido nucléico viral, que actia como hebra molde. Las
enzimas que catalizan este proceso han sido identificadas en algunas especies de
fagos. La sintesis del 4cido nucléico viral no termina con la polimerizacion, sino
que muchas veces se requiere la accion de otras enzimas para producir un acido
nucléico idéntico al del bacteriofago. Por ejemplo, el ADN de los fagos T2 y T4
deben ser flucosilados y metilados (8.,9).

Durante el periodo latente se producen multiples copias de acido nucléico y
de proteina viral, formandose en el interior de las células varios compartimentos de
los distintos precursores del fago. La maduracion consiste en el ensamblaje
especifico de estos componentes, sintetizados por separado para producir finalmente
fagos infecciosos (7-9).



e

9

Durante el proceso de maduracion los distintos componentes del fago que

* seran ensamblados, se toman de los varios compartimentos existentes para cada

componente, sin otro requerimiento aparente que el poseer la estructura que le

corresponde. Uno de los fendmenos que cendujo a estas apreciaciones es el llamado

mezcla fenotipica, que se puede observar al infectar una misma bacteria con dos

mutantes de T4, distintos en cuanto a la especificidad de su hospedero. Al analizar

la progenie resultante de la infeccion, se puede observar, ademas de fagos idénticos

a los infectantes, otros que contienen genotipos de un mutante y fenotipo de otro;

estos fagos poseen ADN de un mutante, pero las fibras de la cola tienen la
especificidad para el otro hospedero (9).

El ensamblaje parece ser un proceso espontaneo, durante el cual los distintos
{‘; componentes estructurales del fago se unen mediante enlaces no covalentes y en una
. secuencia ordenada. Con algunos fagos estructuralmente simples que contienen
ARN, ha sido posible lograr su ensamblaje in vitro mezclando el ARN con las
proteinas estructurales en condiciones apropiadas. Pero es mas dificil que este
proceso se lleve a cabo espontaneamente en fagos de estructuras complejas, donde
deben ocurrir mas de 30 ensamblajes, en perfecto orden, por lo que ain no se
descarta la participacion de algunas enzimas (9).

El periodo latente (ciclo lisogénico) termina con la lisis de las bacterias y la

liberacion de los nuevos fagos (ciclo litico). En varios fagos se ha demostrado la

accion de una enzima, capaz de desintegrar la pared rigida de las bacterias y

provocar de esta forma la lisis. En el caso de los bacteriofagos de K. oxytoca, estos

presentan estas enzimas, con lo que destruyen la pared bacteriana y liberan los fagos

al entorno, para infectar nuevas bacterias. Estas enzimas, similares a la lisozima en

su accion sobre el mucopéptido de la pared, se llaman lisinas. La lisis no es, sin

E embargo, concomitante con la aparicion de esta enzima, sino que parece estar

o controlada por un sistema complejo, dependiente del estado fisioldgico de la célula.

Asi, por ejemplo el bloqueo de la produccion de energia o ATP en las células
infectadas y el aparecimiento de las lisinas, inducen una lisis prematura (8).

D. Ciclo litico y ciclo lisogénico

El anterior ciclo de reproduccion corresponde al que se observa normalmente
en los fagos que se multiplican en una bacteria sensible. Sin embargo, algunos fagos
llamados fagos “temperados”, no siempre se replican por esta via sino que, en

| ciertas ocasiones, establecen una simbiosis de tipo molecular. Al infectar una
bacteria sensible con estos fagos, su acido nucléico puede, en vez de iniciar un ciclo
» litico, duplicarse en sincronia con el cromosoma bacteriano, so6lo una vez cada
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division celular. El cromosoma viral en este estado se llama profago, y las células
que lo contienen, bacterias lisogénicas. El profago puede espontineamente, o por
induccioén con diversos agentes tales como luz ultravioleta, ciertos compuestos o
condiciones, iniciar el ciclo litico con la consiguiente reproduccion de particulas
infecciosas y la lisis celular. La frecuencia con que esto ocurre en forma espontanea,
o sea, la fraccion de las células que se lisan en cada generacion bacteriana varia de
10° a 10®. Debido a la ocurrencia de estos ciclos liticos, los cultivos de bacterias
lisogénicas contienen fagos maduros que pueden provocar la lisis de otras bacterias
sensibies; las bacterias lisogénicas pueden multiplicarse normalmente en presencia
de este fago debido a que el profago les confiere inmunidad (9).

Después de la infeccion con un fago temperado, algunas bacterias son sujeto
de un ciclo litico y otras del lisogénico (Ver Tabla N°.1). La eleccion entre ambos
implica una competencia entre dos secuencias de eventos biosintéticos, que incluye
un represor presente en los genes del profago, uno que conduce a la inmunidad y el
otro hacia la duplicacion del fago. Si la inmunidad se establece antes de una etapa
irrevocable del ciclo litico, este es bloqueado y la célula da una respuesta lisogénica;
como resultado de esta inmunidad, las células son resistentes a una nueva infeccion
con el mismo fago. Por esta razon, al titular ciertos fagos en agar con bacterias
sensibles, las placas de lisis aparecen turbios debido a la aparicion de proliferacion
de bacterias lisogénicas inmunes. Las bases genéticas de la decision entre ambos
ciclos han sido estudiadas aislando mutantes incapaces de provocar una repuesta
lisogénica, los que se pueden reconocer facilmente por formar placas de lisis claras
debido a su incapacidad de generar bacterias lisogénicas inmunes (9).

Por otra parte, los cultivos de bacterias lisogénicas contienen cierta cantidad
de fagos maduros; su presencia se debe a la lisis ocasional de algunas células que
espontaneamente, generan un ciclo litico. El ciclo litico puede ser inducido por
medio de tratamientos diversos, pero que tienen en comun afectar la sintesis o
reparacion del ADN. El fenémeno que consiste en el paso del estado de profago al
ciclo litico se llama induccion. En algunos casos este proceso se puede iniciar
espontaneamente por causas genéticas accidentales o bien puede ser provocado
artificialmente; el uso mas frecuente consiste en la irradiacion con luz ultravioleta, a
cultivos de bacterias lisogénicas, que puede aumentar el nimero de las células que
generan un ciclo litico hasta un 100 por ciento. Como la luz ultravioleta no activa
al represor, la induccion parece deberse a un cambio en la actividad del profago,
producido por la acumulacion de algun precursor del ADN o por la aparicion de un
inductor (2).
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E. Aislamiento y cultivo de bacteriéfagos

Los bacteriofagos se cultivan y aislan con facilidad en cultivos jovenes de
bacterias en desarrollo activo, en caldo o en placas de agar. En los cultivos liquidos,
la lisis de las bacterias causa desde enturbiamiento hasta la aclaracién del cultivo,
mientras que en las placas de agar, las zonas claras son visibles a simple vista (4,
10).

La mejor fuente para recolectar bacteriéfagos y la mas usual, es el habitat del
hospedero. Por ejemplo en el presente estudio los fagos patogenos de Klebsiella
oxytoca multirresistente, se pueden aislar con un mayor grado de éxito en aguas
provenientes del drenaje, aguas de rios utilizados como vertederos de desechos
organicos o bien de superficies del mismo lugar donde fueron aisladas las bacterias.

Se ha reportado que K. oxytoca esta difundida ampliamente en la naturaleza,
se ha aislado en las vias respiratorias superiores y del tracto gastrointestinal de
vertebrados, por lo que se ha utilizado como un indicador de contaminacion fecal en
aguas (4,10,11).

Las aguas de desechos poseen un alto contenido de bacteriofagos y
coliformes, entre estas se encuentran Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter
sp., y Citrobacter sp., permitiendo su utilizacion como control positivo para la
busqueda de bacteriofagos, en los filtrados de drenajes (4,12,13).

Los lavados de superficies se realizan limpiando el area de un metro
cuadrado con una esponja que contenga agua estéril y se recolecta en un recipiente
adecuado. Posteriormente se filtran las aguas provenientes del drenaje o del lavado
de superficies, con filtros de nitrocelulosa de 0.45 micras, los cuales retienen todas
las bacterias, pero dejan pasar los virus (4, 10).

El método estandarizado para el aislamiento de bacteriéfagos ha sugerido el
volumen de 20 microlitros del material filtrado, el cual se deposita en una capa de
agar nutritivo enriquecido con cloruro de sodio o cloruro de magnesio con el
objetivo de evitar la repulsion electrostatica entre el bacteriofago y sus receptores en
la célula hospedero. El medio debe estar previamente inoculado con una poblacion
de bacterias en division activa. Posterior a la incubacion se observara zonas de lisis
sobre la pelicula opaca del crecimiento bacteriano. Esta zona de lisis recibe el
nombre de placa litica, puesto que estas placas son resultado de la infeccion de una
particula fagica se podra determinar el nimero de unidades formadoras de placas
por mililitro de suspension (UFP/ml) mediante el recuento de dichas placas de lisis.
El crecimiento bacteriano cesa sobre la placa como resultado del agotamiento de los
nutrientes y la acumulacion de productos toxicos (10)




F. Infeccion nosocomial

La infeccion nosocomial se define como la infeccion que adquiere un
paciente durante su hospitalizacion, que no se padecia previamente ni se estaba
incubando al momento de la admision (14,15). Asi mismo, los signos, sintomas y
cultivo son positivos después de las primeras 48-72 horas de su admision. Por otro
lado, st el periodo de incubacion se desconoce, se toma como si la infeccion fuera
nosocomial cuando sc desarrolla en cualquier momento después de la admision
(16,17). O bien, si se padece de cualquier infeccion al momento de la admision, ésta
se puede considerar como una infeccion nosocomial si esta esta relacionada a una
admision previa.

En un paciente con infeccion documentada con cultivo positivo, hay dos
situaciones que deben considerarse cuando se trata de infecciones nosocomiales:

1) La aparicion de una infeccion clinica en otro sitio diferente, con el mismo tipo de
bacteria de una infeccion original, se considera como infeccion secundaria y
probablemente una autoinfeccion (17).

2) Por el contrario, la aparicion de un cultivo con nuevos microorganismos en un
sitio que ha tenido otra bacteria, se debe considerar una infeccion nosocomial
nueva, especialmente si hay deterioro clinico de las condiciones del paciente

(17).

Hay que considerar que los brotes nosocomiales pueden presentarse en
diferentes salas de los hospital, especialmente en las consideradas de alto riesgo.
cuidados intensivos, pediatria y en general en aquellas unidades donde el uso de
antibidticos no esta regulado: generalmente las bacterias nosocomiales presentan
patrones de multirresistencia a antibidticos, esto es resistencia a mas de cuatro
antibidticos especificos (16).

(. Resistencia bacteriana

Las drogas antimicrobianas se han venido utilizando por varios siglos. Entre
las primeras terapias se encuentra el uso de las plantas como antihelminticos y
antibacterianos. Posteriormente la hexamina fue utilizada para el tratamiento de
infecciones urinarias y la arsphenamina para sifilis, las cuales fueron desarrolladas a
finales del siglo XIX v principio del siglo XX respectivamente. Varias drogas
antiparasitarias aparecieron en el periodo entre las dos guerras mundiales,
principalmente como resultado de los esfuerzos de la industria alemana que poseia
los conocimientos mas avanzados en farmacologia.  Sin embargo las drogas
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realmente efectivas para el tratamiento de infecciones bacterianas han estado
disponibles solamente en los ultimos sesenta afios (18).

Desde que se inicio el uso de los antibidticos, la resistencia a estos agentes se
anticipé como un problema potencial, debide al descubrimiento de microorganismos
capaces de producir una enzima que destruia la penicilina (18,19).

Actualmente la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en un serio
problema de salud publica a nivel mundial. Entre las cepas multirresistentes mas
frecuentes se encuentran las de Vibrio sp., Enterococcus sp, bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. entre
otras. Esta situacion se agrava por la falta de nuevos productos farmacéuticos que
reemplacen a los que han perdido su eficacia. También es un factor contribuyente la
actual tendencia a la globalizacion que propicia la transicion de un pais a otro de
microorganismos patogenos resistentes por viajeros infectados. A todo esto se alina
la falta de un sistema general de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
que genere informacion para la toma de decisiones y la elaboracion de politicas,
tanto terapéuticas como reguladoras (16).

En los paises subdesarrollados, el aparecimiento de bacterias multirresistentes
se puede atribuir a la prescripcion arbitraria de los antibidticos, incluyéndose su uso
innecesario y automedicacion, lo cual produce un efecto socioeconomico severo en
estos paises por carecer de investigacion, manufactura, distribucién y uso racional
de las drogas que se utilizan en los paises industrializados, aunque la resistencia a
los antibioticos es un fendémeno mundial (16,17). Por lo que es importante que se
fomente y fortalezca la vigilancia de resistencia bacteriana a antibidticos, con el fin
de conocer y anticipar las tendencias de las resistencias, y de esta manera tomar
acciones que permitan un manejo mas adecuado de este problema (17,20,21).

H. Klebsiella oxytoca, cepa multirresistente

Con el objetivo de identificar patrones de similitud entre las cepas bacterianas
aisladas de pacientes pediatricos con aislados bacterianos provenientes de
superficies, manos de personal de salud y equipo de terapia respiratoria, se realizo
un muestreo de enero a abril del afio 2000, en dos salas de alto riesgo de un hospital
nacional de la ciudad capital de Guatemala. Durante este periodo se aislaron 77
cepas bacterianas, siendo las mas frecuentes Klebsiella sp. (25/77, 32.47%),
Staphylococcus sp.(14/77, 18.18%) y Acinetobacter sp. (12/77, 15.58%). De las
cepas de Klebsiella sp. se aislaron 16 de cultivos orotraqueales y coprocultivos,
mientras que 6 se aislaron de manos del personal de salud, 3 de superficies y
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ninguna del equipo de terapia respiratoria. Las caracteristicas de la Klebsiella sp.
revelaron un patréon de multirresistencia similar al objeto del presente estudio, una
identificacion preliminar las consideré como Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ozanae, y Klebsiella sp., todas con un patron de multirresistencia similar (Tabla No.

1) (22,23).

Las cepas provenientes de la anterior investigacion fueron conservadas en
agar stock, recubiertas con aceite mineral estéril y almacenadas a temperatura
ambiente. De estos tubos se seleccionaron diez de los que fueron clasificados
preliminarmente como Klebsiella multirresistente para una posterior identificacion
y andlisis del patron de resistencia. De estas se identificaron cuatro como Klebsiella
oxytoca con un patron de sensibilidad antibidtica similar (Tabla No.1), el resto no
fue posible identificarlas por presentar contaminacion, desecacién y muerte
bacteriana, etc.

Tabla No.1
Patron de resistencia antibiotica de las cepas de Klebsiella oxytoca aisladas de
Enero a Abril de 2000
Antibidtico (§) Halo de Inhibicién (mm) Interpretacion
X+1DS
Aml 6 Resistente
Atm 6 Resistente
Tic 6 Resistente
K 6 Resistente
Sxt 6 Resistente
Tob 6 Resistente
Caz 8+2 Resistente
Prl 9+1 Resistente
An 11+£3 Resistente
F/M 20+ 1 Susceptible
Fep 2242 Susceptible
Ipm 29+ 1 Susceptible
Nor 35%2 Susceptible
(%) Aml: Ampicilina, Atm; Aztreonam, Tic: Ticarcilina, K: Kanamicina, Sxt: Trimetroprim/sulfametoxazole, Tob:

Tobramicina, Caz: Ceftazidima, Prl: Piperacilina, An: Amikacina, F/M: Nitrofuratoina, Fep: Cefepime, Ipm:
Imipenem, Nor: Norfloxacina.

X: Promedio.

DS: Desviacion estandar,



I. Utilidad de los bacteriéfagos en las infecciones multirresistente
1. Fagotipificacion de cepas bacterianas

El fagotipificado, es en comparacion con los métodos convencionales, un
procedimiento util, sencillo y barato para la identificacion de cepas bacterianas
dentro de una misma especie, permitiendo la identificacion a nivel de especie,
subespecié € incluso cepa. Se basa en el hecho de que los fagos, al reproducirse de
forma continua en una misma cepa hospedero, llegan a modificarse genéticamente,
adaptarse y especializarse para dicha cepa (5,10,24).

Dentro de la metodologia para el fagotipificado se requiere, en primer lugar,
de una siembra de la cepa bacteriana desconocida sobre la superficie de un medio
solido de agar. Posteriormente, se debe aplicar la suspension del fago especifico,
sobre la superficie del agar. Tras la incubacién a temperaturas apropiadas, se
observard la aparicion de zonas claras o conocidas como “placas de lisis” en
aquellas areas donde la infeccion fagica haya ocurrido, esto permite identificar
aquellos fagos para los que la cepa bacteriana es un hospedero susceptible. Este
procedimiento se ha aplicado eficientemente en estudios epidemiologicos, cuando se
precisa determinar el agente causal de una enfermedad, su origen o sus portadores;
siendo util también, en la identificacion de brotes de infecciones nosocomiales,
haciendo més rapida y efectiva la identificacion bacteriana. También ha sido
utilizado para la identificacion de cepas multirresistentes, asi como de cepas de
interés industrial, cepas indicadoras de contaminacion fecal, cepas patogenas, etc.
Se ha empleado de forma rutinaria en varios paises para la identificacion de Listeria
sp., Brucella sp., Mycobacterium sp., Salmonella sp., Staphylococcus sp., entre otras
(5,10,24).

El que un fago se pueda multiplicar en una cepa especifica depende, en
principio, de tres factores: en primer lugar, que la bacteria hospedero posea el
receptor de superficie que interacciona especificamente con el fago, ya que esta
estructura posee un papel fundamental en la virulencia del fago sobre la bacteria,
entre estas estructuras se pueden citar la capsula, adhesinas, pili, lipopolisacaridos,
etc.; en segundo lugar, que los sistemas enzimaticos de restriccion bacterianos
puedan degradar el ADN extrafio del fago, y en tercer lugar, la presencia previa de
un fago lisogénico, debido a que normalmente una bacteria lisogenizada mantiene
integrado en su genoma un fago (profago) el cual le proporciona inmunidad a la
reinfeccion o a la infeccion por otro tipo de fago (24).
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2. Fagoterapia

La aplicacion de la terapia fagica fue iniciada en 1921 por Bruynoghe y
Maisin en el tratamiento de enfermedades de la piel causadas por estafilococos. Sin
embargo, el grado de interés por esta terapia fue disminuido sustancialmente por el
aparecimiento de las sulfonamidas y otros antibiéticos. La investigacion de los
bacteriofagos fue retomado con el surgimiento de bacterias resistentes a la
quimioterapéutica durante los afios 40. Este problema no solo se dio en
estafilococos antibiGtico-resistente, sino también en bacterias Gram negativo como:
Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Escherichia sp., Proteus sp. y otros tipos inusuales
de bacterias (5,24).

Actualmente se cree que la terapia fagica utilizada a mediados del siglo
pasado no fue apropiada, debido a que en esa época no se contaba con el
conocimiento suficiente y apropiado, pero es conveniente considerar algunos
detalles por los cuales la terapia fagica fracaso:

e FEl escaso conocimiento de la ecologia heterogénea de ambos organismos, a
saber: la bacteria y el fago.

e La falla en la seleccion de fagos mas virulentos para las bacterias en el
tratamiento de pacientes infectados.
La utilizacién de un solo bacteridfago para infecciones mixtas.
El surgimiento de bacterias resistentes a los fagos. Estas pueden emerger por la
seleccion de mutantes resistentes (esto ocurre si se usa un solo fago muchas
veces en una bacteria en particular) o lisogenizacion.

e Inadecuada caracterizacion del fago o titulaciones inexactas de la suspension
fagica, observandose que muchas de estas eran totalmente inactivas.

¢ Inadecuada neutralizacion del pH gastrico cuando se administraba por via oral.

o Identificacion errénea del patogeno involucrado, lo que es indispensable para un
tratamiento fagico efectivo (5,10.24).

El rapido desarrollo en el campo de la biologia molecular, ha incrementado el
conocimiento de la biologia viral y fagica, lo cual potencializa y facilita los procesos
de seleccion para la terapia fagica, siendo sus ventajas:

e Los fagos son mas especificos en sus objetivos que los antibidticos, causando
menor dafio a la microbiota normal, reduciendo el porcentaje de infecciones
secundarias, que normalmente generan bacterias resistentes a los antibidticos.
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Los fagos pueden tener como objetivo alguno de los receptores de superficie de
la bacteria involucrado en el proceso patologico, reduciendo asi la virulencia
bacteriana.

En comparacion con la terapia antibidtica, no se han reportado al momento
ningun efecto secundario en la terapia fagica.

La fagoterapia puede ser particularmente adecuada en personas alérgicas a los
antibioticos o sus derivados.

La seleccion apropiada de los fagos es facil y puede ser utilizada con fines
profilacticos, ayudando a prevenir las infecciones bacterianas en personas o
animales que estin expuestos a estas o en la desinfeccion de areas hospitalarias,
lo que ayuda a disminuir de manera significativa el numero de infecciones
nosocomiales y aparicion de cepas multirresistentes.

La aplicacién de soluciones con fagos para la desinfeccion hospitaiaria o en el
tratamiento de infecciones externas, pueden prepararse de una forma sencilla,
economica y localmente.

Los fagos pueden ser utilizados independientemente o en combinacion con
antibioticos, ayudando a reducir el desarrollo de bacterias resistentes.

En el tratamiento de heridas infectadas, los fagos se multiplican y alcanzan las
bacterias mas profundas (5.10,24).
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IV. JUSTIFICACION

En Guatemala no se han realizado estudios para el aislamiento de
bacteriéfagos especificos de cepas nosocomiales, por lo que es vital realizar estudios
para la implementacion de técnicas de aislamiento viral que son instrumentos
basicos en la comprensién de muchos procesos en el campo de biologia molecular.

Como fundamento, los fagos son virus capaces de infectar células
bacterianas, destruyéndolas y generando una nueva progenie de fagos con las
mismas caracteristicas. Estos virus son muy especificos con su hospedero, por lo
que cada fago es capaz de infectar solamente a un tipo de bacteria o grupo de
bacterias con caracteristicas muy similares, sin atacar células humanas o animales.

Este estudio podra demostrar la existencia de fagos especificos para
Klebsiella oxytoca multirresistente, relacionando por tanto a los virus como agentes
capaces de destruir cepas multirresistentes autoctonas, con lo cual se abrira el campo
al estudio de lisis de cepas multirresistentes por medio de fagos.
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V. OBJETIVOS

GENERAL

e Comprobar la existencia de bacteriofagos especificos de Klebsiella oxytoca
multirresistente.

ESPECIFICOS

¢ Implementar las técnicas para el aislamiento de bacteriéfagos en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia.

e Aislar bacteriofagos de aguas servidas y lavados de superficies de salas
hospitalarias, especificos para Klebsiella oxytoca multirresistente.
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VI. HIPOTESIS

El presente es un estudio de tipo explorativo, con muestreo a conveniencia,
no aleatorio, por lo cual no requiere hipotesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo: Cepas multirresistentes aisladas en unidades de cuidado critico
pediatrico de un hospital nacional de la ciudad de Guatemala.

B. Muestra; 4 cepas de Klebsiella oxytoca multirresistentes (cuatro o mas
antibi6ticos), de un hospital de la ciudad capital de Guatemala, aislados en unidades
de cuidado critico pediatrico, durante el periodo de enero a abril de 2000.

C. Cepa Control: Se utilizé una cepa de Escherichia coli ATCC 25923, como
indicador de presencia de bacteriéfagos, por ser descritos como abundantes en aguas
contaminadas.

D. Cepas Control para Especificacion: Se utilizaron dos cepas de Klebsiella
oxytoca tipificadas en INCAP, una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25922 y
una cepa de Pseudomonas aeruginosa tipificada en INCAP, para comprobar, si
fuese aislado, la especificidad del bacteriéfago de cepas de Klebsiella oxytoca
multirresistente.

E. Recurso Humanos:

1. Humanos
Investigador: Br. Juan Emesto Vossberg Ordofiez

Asesor: Dr. Mario Gonzalez

2. Instituciones
Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Escuela de Quimica Bioldgica
Departamento de Bioquimica

F. Materiales

1. Material Biologico

1 muestra de 100 ml de aguas negras del drenaje del Rio de las Vacas (Zona 5).
1 muestra de 100 ml de aguas negras del drenaje del Rio Villalobos (Zona 12).

e 4 muestras de 100 ml de lavados de superficies de dos salas de unidad de
cuidado critico de pediatria (suelos, paredes y areas cercanas a las cunas de los

pacientes).

-
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4 cepas de Klebsiella oxytoca multirresistente aisladas en un hospital de la
ciudad capital de Guatemala, en unidades de cuidado critico pediatrico.
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella oxytoca (Tipificada por INCAP, Guatemala)

Pseudomonas aeruginosa (Tipificada por INCAP, Guatemala)

Equipo y cristaleria

Mechero

Autoclave

Pipetas estériles de 10 ml

Pipetas estériles de 1 ml

Cajas de petri de vidrio

Membranas de filtracion de 45 pm Miilex®-GS (Millipore, Bedford, MA)
Membranas de filtracion de 45 um Millex®-HS (Millipore, Bedford, MA
Jeringas de 10 ml con Louer.

Beaker de 250 ml

Beaker de 500 ml

Erlenmeyer de 250 ml

Erlenmeyer de 500 ml

Varilla de vidrio

Lupa

Incubadora a 37 °C

Embudos de vidrio

Unidad de filtracion para membranas de 45 pm
Bomba de vacio

Craydn graso

Tapones de tela para erlenmeyer

Reloj crondémetro

Tubos de ensayo 12 x 100 mm

Soporte universal

Tripié

Rejilla de asbesto

Centrifuga de mesa (6000rpm)

Papel indicador de pH, rango 1-14

Asa de nicromo

Vortex
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medio del método Microscan Walkaway 96® (Dade Behring/ Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania); estas cepas fueron aisladas de dos hisopados de superficies y
dos de coprocultivos.

Posteriormente, se confirmé la susceptibilidad antibidtica a estas cepas por
medio del método Kirby-Bauer, presentando el patron descrito en la Tabla No.1. Se
resembraron tres veces mas con el objetivo de llevarlas todas al mismo estado dentro
del ciclo celular, para su posterior utilizacion en la busqueda fagica.

2. Obtencién vy purificacion de bacteriéfagos
a. Muestreo y procesamiento de aguas negras y lavado de superficies hospitalarias

Para la busqueda de fagos, se tomé una muestra de 100 ml de agua del Rio
Villalobos (Zona 12) y otra similar del Rio de Las Vacas (Zona 5) (Ver Anexol), que
son vertederos de aguas servidas de la ciudad capital de Guatemala. Adicionalmente
se realizaron 4 lavados de superficies de las salas hospitalarias de cuidado critico
pediatrico donde anteriormente se habian obtenido las cepas multirresistentes, por
medio de recipientes estériles conteniendo 200 ml de agua, con un intervalo de una
semana entre cada muestra. Las muestras de agua fueron trasladadas al Laboratorio
de Bioquimica para su procesamiento. Cada muestra de agua se filtré en un
recipiente estéril, a través de un sistema de filtracién de membrana de nitrocelulosa
de 45 um de poro (Millex-HS) con presion negativa.

b. Procedimiento para deteccion de bacteriofagos (Método de Goteo)

Preparar un cultivo en fase de crecimiento exponencial de cada una de las
cepas de Klebsiella oxytoca multirresistente y de la cepa control de E. coli ATCC
25923 en caldo de tripticasa soya. Incubar por 4 horas a 37°C. Comparar la
turbidez del medio contra el estandar de MacFarland 0.5. Sembrar cada cepa en una
caja de agar tripticasa soya. Agregar 10 alicuotas de 25 microlitros del filtrado
(Método de Goteo) de las aguas en la superficie del agar. Incubar por 24 horas a
37°C. Realizar el mismo procedimiento para las cepas de K. oxytoca y de E. coli
sin agregar el filtrado, este sera el control negativo. Observar el aparecimiento de
placas de lisis, como zonas claras dentro del cultivo bacteriano, indicando que el
bacteriofago presenta ciclo litico.
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c. Purificacion de fagos a partir de cultivos bacterianos

Remover las placas de lisis presente en los cultivos de Klebsiella oxytoca, a
través del corte del agar. Disolver el corte de agar en 5 ml agua tibia estéril (45°C).
Filtrar por medio de jeringa a través de una membrana de 45um Millex-GS de poro.
Inocular el filtrado en cajas de cultivo de K. oxytoca multirresistente, cepas control
ATCC vy cepas tipificadas por el INCAP. Incubar por 24 horas a 37 C.

Interpretar los resultados de la manera siguiente: la presencia de placas de
lisis en cualquiera de las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, o en las
cepas de Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella oxytoca tipificadas en el INCAP,
indica la presencia de un fago no especifico para K. oxytoca multirresistente. Si no
existe lisis en las otras cepas pero si en la cepa de K. oxytoca multirresistente, es un
bacteriofago especifico para esta cepa.

Cortar las placas de lisis presentes en los cultivos de K. oxytoca
multirresistente y colocarlas estérilmente en una botella con cloroformo.
Homogenizar por agitacion vigorosa en vortex por 3 minutos y colocar en tubos
estériles. Centrifugar a 5000 rp.m. por 10 minutos. Recoger el sobrenadante y
guardar estérilmente a -20 . 04

3. Preparacion de medios de cultivo

a. Agar tripticasa soya

Pesar 40 gramos de agar tripticasa soya, 0.1 gramos de cloruro de sodio y 0.1
gramos de cloruro de magnesio. Disolver en 1 litro de agua destilada a temperatura
ambiente. Calentar hasta ebullicion y posteriormente colocar en el autoclave por 15
minutos a 121°C, 15 psi. Comprobar que no se haya quemado el medio, o
desemulsificado. Medir el pH, este debe mantenerse en el rango de pH 7.0-7.1.
Vertir el agar en cajas de petri estériles. Almacenar en bolsa plastica cerrada, a
temperatura de 2 a 8 °C.

b. Caldo tripticasa soya

Pesar 30 gr. de agar tripticasa soya, 0.1 gramos de cloruro de sodio y 0.1
gramos de cloruro de magnesio. Disolver en 1 litro de agua destilada a temperatura
ambiente. Calentar hasta ebullicién y posteriormente colocar en el Autoclave por 15
minutos a 121°C, 15 psi. Comprobar que no se haya quemado el medio. Medir el
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pH, este debe mantenerse en el rango de pH 7.0-7.1. Vertir el caldo en erlenmeyers
estériles. Tapar herméticamente y almacenar a temperaturade 2 a 8 "C.

4. Cultivos bacteriologicos de aguas negras y lavados de superficie

Agregar 1 ml de agua recolectada a 100 ml de caldo tripticasa soya. Incubar
a 37°C por 24 horas. Observar el aparecimiento de turbidez en el medio. Sembrar
una alicuota del caldo turbio con un asa de nicromo en medio MacConkey y en agar
Sangre 5%. Incubar a 37°C por 24 horas. Identificar las bacterias presentes por
métodos bioquimicos. Si no se presenta turbidez en el medio, reincubar por 24
horas a 37°C. Si aparece turbidez en la reincubacion, realizar el procedimiento
descrito previamente.

5. Induccidn de profagos al ciclo litico -desrepresion geénica por luz UV-

Irradiar un cultivo masivo recién inoculado (células en fase logaritmica) de
K. oxytoca multirresistente por medio de una lampara ultravioleta de 340-360 nm,
por 10-15 segundos a una distancia de 10-15 centimetros. Incubar por 24 horas a
37°C. Observar el aparecimiento de placas de lisis o halos claros sobre el cultivo.
Cortar el agar en los bordes de las placas identificadas y purificar el fago segin
metodologia descrita anteriormente.

H. Diseflo experimental
1. Tipo de estudio

Estudio de tipo exploratorio, con muestreo a conveniencia, no aleatorio.

2. Analisis de datos

Tabular los datos obtenidos por medio de tablas realizadas en el paquete
Word version 97 (Microsoft Corporation, USA). Reportar los resultados de manera
comparativa en presencia o ausencia.
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VIII. RESULTADOS

Del muestreo realizado de enero a abril del afio 2000, en dos salas de
cuidados criticos de pediatria de un hospital nacional de la ciudad capital de
Guatemala, se aislaron 77 cepas bacterianas, siendo la mas frecuente Klebsiella sp.
(25/77, 32.47%), identificadas como multirresistentes (Tabla No.1) (23). De esta
investigacion se recuperaron, de 10 tubos identificados como Klebsiella sp.
multirresistente., 4 cepas (4/10, 40%), las cuales fueron identificadas como
Klebsiella oxytoca por medio de los métodos bioquimicos rutinarios y por el sistema
automatizado Microscan Walkaway 96® (Dade Behring/ Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania). Las cepas identificadas como Klebsiella oxytoca, originalmente fueron
aisladas de superficies de las salas investigadas (2/4) y de coprocultivos (2/4) de los
pacientes pediatricos.

De las aguas colectadas del Rio Villalobos (Zona 12) y del Rio De Las Vacas
(Zona 5) se obtuvieron dos alicuotas de 100 ml cada una. De los filtrados de estas
aguas se recuperaron 25 y 35 ml, respectivamente. Al enfrentar los filtrados por el
método de goteo sobre las 4 cepas de Kiebsiella oxytoca multirresistente y 1 cepa de
Escherichia coli (ATCC 25923), no se observaron placas de lisis sobre ninguno de
los cultivos de Klebsiella oxytoca multirresistente (0/4, 0%) , pero si se evidencio la
presencia de placas de lisis sobre los cultivos de Escherichia coli ATCC 25923 (1/1,
100%) en el filtrado del Rio Villalobos. Del filtrado del Rio de Las Vacas, no se
observaron placas de lisis en los cultivos de Klebsiella oxytoca multirresistente (0/4,
0%) y Escherichia coli ATCC 25923 (0/1, 0%).

De los cultivos bacteriologicos efectuados en las aguas recolectadas del Rio
Villalobos (Zona 12) y del Rio de Las Vacas (Zona 5), se aislo E. coli, identificada
por métodos bioquimicos, asi como bacterias no fermentadoras y otras Gram
positivo. No se aislaron cepas de Klebsiella sp.

De los 4 lavados realizados en las superficies de las unidades de cuidados
criticos de pediatria, se obtuvieron aproximadamente 70 ml de filtrado de cada uno.
Del enfrentamiento por el método de goteo sobre las 4 cepas de Klebsiella oxytoca
multirresistente y la cepa de Escherichia coli ATCC 25923, no se observaron placas
de lisis para cada una de las cepas (0/16 y 0/4 respectivamente).

De los cultivos bacteriologicos de las aguas de lavados de superficie de las
salas hospitalarias, se aislaron dos tipos de bacteria, a saber, una bacteria no
fermentadora y una Gram positivo, esta ltima con morfologia de coco. No se
aislaron cepas de Klebsiella sp.
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De la inhibicién génica e induccion de fagos lisogénicos, por medio de la
. exposicion a luz UV (390 nm) de cuatro cultivos de K. oxytoca multirresistente, no
se evidencid la presencia de placas de lisis, a las 24 horas postirradiacion (0/4, 0%).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las cepas de Klebsiella multirresistente aisladas en la investigacion realizada
de enero a abril de 2000, fueron identificadas preliminarmente como Klebsiella
pneumoniae, K. ozanae y Klebsiella sp. La recuperacion de unicamente cuatro
cepas de K. oxytoca a partir de diez aislados, se debid principalmente a la
contaminacién o muerte celular que presentaban la mayoria de estos cultivos
preservados en agar stock. Estos resultados pudieron estar afectados por la
limitacion de nutrientes, presencia de otras bacterias contaminantes, o a que los
cultivos no se almacenaron y preservaron adecuadamente. La contaminacion
bacteriana se debi6 principalmente a la presencia de Pseudomonas sp., Escherichia
coli y Enterobacter sp. Por el contrario, el patron de susceptibilidad antibidtica si
concordd exactamente con lo reportado en los estudios anteriores, lo que puede
sugerir que la resistencia no es debida ha plasmidos, los cuales hubieran sido
expulsados de la bacteria durante su almacenamiento (22, 23).

La recuperacion de bacteriofagos para la cepa de Escherichia coli ATCC
25923 de aguas negras provenientes del Rio Villalobos, esta relacionado con la
presencia de la bacteria o célula hospedera en el material recolectado, por lo que se
ha utilizado la bacteria E. coli como un marcador o control positivo de aguas
altamente contaminadas (3). Los rios de Las Vacas y Villalobos fueron
seleccionados debido a que son afluentes de aguas de desecho de la Ciudad capital
(Anexo 1) y por lo tanto, podrian contener a ambos organismos, esto es Klebsiella
sp. y bacteriéfagos especificos. Contrariamente a lo esperado fue la ausencia de
cepas de Klebsiella sp. en estas aguas de desecho, debido a que se consider6 que en
aguas negras las enterobacterias son abundantes, y por lo tanto era de esperarse el
aislamiento de esta bacteria (11-13). Klebsiella oxytoca se ha identificado en
cultivos de aguas de desecho, aguas negras y otras fuentes (25).

La ausencia de bacteriofagos en los filtrados recolectados de las salas de
cuidados criticos pediatricos, puede correlacionarse a la remodelacion estructural
que sufrieran las salas, se han realizado cambios, tales como reemplazo de pisos,
azulejos, loza sanitaria, etc., esto influyo en la destruccion del habitat de las
bacterias multirresistentes (4,10). Asi mismo, estas salas fueron desinfectadas, por
los multiples reportes de brotes nosocomiales (15). Estos resultados concuerdan
con la ausencia de las cepas de Klebsiella sp. en los cultivos bacteriologicos de los
lavados que se realizaron de las superficies, donde unicamente se aislaron otros
microorganismos. Es importante hacer mencion que de los filtrados de las aguas de
los lavados superficiales, se observd la presencia de productos que cambiaron el
color de las aguas, asumiéndose que podrian derivar de la pintura que se estaba
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aplicando en las paredes. Se ha reportado que los componentes de algunas pinturas,
v.g. 6xido de titanio, son capaces de penetrar la capsula proteica viral, y pueden
generar cambios quimicos en los acidos nucleicos. Este efecto incide directamente
en la presencia de mutaciones en el genoma viral o, que en ultimo caso se inactive el
fago. Aunque se desconoce la inactivacion de fagos por medio de los otros agentes
contenidos en las pinturas, tales como aldehidos, 6xidos de metales pesados y
peroxidos, entre otros, se ha reportado el efecto que preducen diversos agentes
quimicos en los componentes fagicos, los cuales incluyen alteraciones en el dcido
nucleico y proteinas de la capside, lo cual impide la adsorcion normal del virus o la
penetracion del 4cido nucleico genomico (2).

El hallazgo de bacterias no fermentadoras y cocos Gram positivo en los
lavados de superficie, y la ausencia de Klebsiella sp., puede deberse a un posible
cambio en la microbiota hospitalaria, generandose competencia entre las bacterias.
Estos cambios dinamicos en las pcblaciones bacterianas, hacen que se aumente la
competencia entre cepas residentes, reduciéndose la poblacion de otras colonias, asi
como de cepas patdogenas u otras bacterias de interés nosocomial. El proceso de
desinfeccion y remodelacion que fuera aplicado a las superficies de las salas en
estudio, influyd en los cambios de la microbiota; asi como el cambio del personal
que atiende a los pacientes. Estudios previos han demostrado que las bacterias que
causan brotes nosocomiales pueden ser transportadas en las manos del personal
médico y paramédico, lo cual hace que las bacterias nosocomiales queden
circulando entre la poblacion hospitalaria (16, 26). Otro factor que incidié en la
ausencia de Klebsiella sp., es la declinacion de su ciclo epidemioldgico, lo cual
influye directamente en la tasa de poblacion bacteriana (27).

La estimulacion del ciclo litico de los bacteriéfagos por medio de la técnica
de irradiaciéon ultravioleta, demostré que no existian bacterias lisogenizadas o
profagos en las bacterias multirresistentes estudiadas. Esto explica el hecho de que
no todos los bacteriéfagos pueden tener ciclo lisogénico, y unicamente poseen ciclo
litico. Este procedimiento de estimulacion ultravioleta, ha sido utilizado en estudios
fagicos para comprobar la existencia de profagos en las células bacterianas (23).

Por otro lado, la metodologia utilizada en el presente estudio, fue
implementada en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala, quedando
registrada ¢ implementada. Para el efecto se elaboré un manual que detalla las
técnicas utilizadas y el material necesario para el aislamierto de fagos.
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X. CONCLUSIONES

. No se aislaron bacteriofagos especificos para K. oxytoca multirresistente, en los

filtrados de las aguas de los rios Villalobos (zona 12), y de Las Vacas (zona 5),
asi como de los lavados de superficies de las salas hospitalarias de cuidados

criticos de pediatria.

. No se obtuvo crecimiento bacteriano de Klebsiella sp. en las aguas de los rios

Villalobos (zona 12), y De Las Vacas (zona 5), asi como de los lavados de
superficies de las salas hospitalarias de cuidados criticos de pediatria.

. El método empleado para la obtencién de bacteriéfagos de aguas de rio fue

adecuado para el aislamiento viral de fagos para E. coli ATCC 25923.

. Dentro de las cepas de Klebsiella oxytoca multirresistente, no se identificaron

bacterias lisogenizadas al utilizar el método de irradiacion por luz ultravioleta.

. La metodologia para el aislamiento de bacteriofagos de aguas de rios fue

implementada en el Departamento de Bioquimica.
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XI. RECOMENDACIONES

Se sugiere que se contintien realizando investigaciones para aislamiento de fagos
para cepas multirresistentes, y por ser una alternativa en la desinfeccion,
tratamiento, tipificacion bacteriana y otros usos.

El aislamiento de bacterifagos para cepas especificas, debe realizarse en el
mismo periodo y lugar de donde fue aislada la bacteria, para evitar cambios en

el nicho ecolégico.

Se deben realizar cultivos bacterioldgicos en los lugares donde se pretenden
aislar bacteriofagos especificos, con el fin de comprobar la existencia de su

hospedero.
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