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RESUMEN D

Se establecieron procedimientos para la identificacion molecular de
Streptococcus pneumoniae, y se aplicaron técnicas para identificar cepas
resistentes a los antibiéticos frecuentemente utilizados contra esta bacteria.
Gracias a este trabajo se cuenta con protocolos que pueden ser utilizados
para la identificacion molecular y determinacién de resistencia en esta
bacteria. Se recomienda que se apliquen estas técnicas en los centros
de salud, para contar con una informacion altamente especifica para una
mejor planificacion en tratamientos de neumonias. )

" ABSTRACT R

Procedures were established for the molecularidentification of Streptococcus
pneumoniae, and techniques were applied to identify strains resistant to the
antibiotics frequently used against this bacteria. Thanks to this work, there
are protocols that can be used for molecular identification and resistance
determination in this bacteria. It is recommended that these techniques
be applied in health centers, to have highly specific information for better
planning in pneumonia treatments. D
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Descripcion y caracteristicas fundamentales

Los métodos moleculares en el estudio de las bacterias son de gran utilidad en
la actualidad puesto que empleadas adecuadamente brindan una informacion
altamente especifica y que pueden ser utilizadas para la identificacion de
bacterias y otros microorganismos; asi mismo, se pueden aplicar para conocer
los mecanismos de resistencia a los antibioticos informacion necesaria antes de
iniciar algun tratamiento.

Logramos adecuar diferentes técnicas moleculares para realizar una
identificacién altamente especifica de Streptococcus pneumoniae y conocer
la presencia y el mecanismo de resistencia a los antibidticos frecuentemente
utilizados contra esta bacteria. La identificacion se basa en la presencia de genes
virulentos como son Lyt Ay Ply. Para el procedimiento se realiza una extraccion
de ADN a partir de cultivos aislados de muestras biologicas y se aplica una PCR
simple, obteniendo un resultado rapido y especifico.

La determinacion de sensibilidad disminuida a las penicilinas, se basa en las
mutaciones de las proteinas de unién a las penicilinas que son de diferente tipo,
para lo cual se realiza una PCR - RFLP, que consiste en una amplificacion de
una region del gen por PCR 'y una posterior hidrdlisis con una endonuleasa,
la enzima Hinf |, lo que permite determinar la presencia de mutaciones cuando
existe resistencia a este antibiético.

En la determinacién de sensibilidad disminuida a los macrélidos, se conoce que
hay dos mecanismos de resistencia, por lo que es importante determinar el grado
y el mecanismo involucrado en la misma, para la cual se utiliza una multiplex
PCR, que nos permite obtener esta informacion.

Estas técnicas fueron utilizadas en nuestro laboratorio con mucho éxito,
identificando molecularmente a la bacteria; determinando un 46,8% de
sensibilidad disminuida a la penicilina y la asociacion de mutacién de la PBP
2B con la misma. Asimismo, 6,25% de sensibilidad disminuida a la eritromicina,
observando que el mecanismo involucrado es el relacionado con el gen mef A.

Consideramos que estas técnicas podrian ser utilizadas por otros laboratorios
para identificar a la bacteria y determinar la resistencia a los antibiéticos,
informacidn necesaria para proponer el tratamiento que se debe seguir respecto
alos antibiéticos.

Aspectos Innovadores

Informacién base para la identificacion molecular de Streptococcus pneumoniae,
la identificacion de genes de resistencia y su relacion con mutaciones en caso
de Sensibilidad Disminuida a la penicilina y los mecanismos involucrados en la
resistencia a los antibioticos del grupo de los macrdlidos. Asi mismo, se han
establecido protocolos adecuados a nuestros medio que ya pueden ser utilizados
por los diferentes laboratorios para el fin mencionado.

La informacion generada servira para se realicen estudios mas profundos
como la secuenciacion de los genes para conocer a mayor profundidad estos
mecanismos de resistencia.

Ventajas competitivas

Las técnicas moleculares que se adecuaron a las condiciones de muestras
y equipos de laboratorio se caracterizan porque son altamente especificas
y répidas de realizar, ademas de identificar a Streptococcus penumoniae;
permiten determinar la resistencia a diferentes antibidticos y los mecanismos
genéticos involucrados.

Estas técnicas, utilizando cebadores especificos pueden ser aplicadas para el
diagnéstico molecular de otros microorganismos.

Tipo de asociacion que busca

El conocimiento generado es util para Hospitales y especialmente para los
servicios departamentales de salud asi como para la OPS. Antes de dar un
tratamiento con antibidticos es necesario que realicen antibiogramas y que se
realice una mejor vigilancia epidemioldgica de las IRAs. En relacion al costo,
si bien son técnicas altamente especificas el costo es relativamente elevado y
requiere de equipamiento utilizados en Biologia molecular.

llustracion GC2: Muestra y analisis de laboratorio
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