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I.- INTROOUCCION. 

El concepto de ;.~:TIBIOSIS, sustancias derivadas de un rnicro

organis~o ·vi~~ que puedan matar a otro, es casi tan antiguo como• 

la rnis~a ciencia microbiológica; sin embargo la aplicación tera-• 

péutica antibiótica es prácticamente reciente y aún así oc obacr

v::i qup por el uso de éstos, las bacterias han desnrrollndo meca-• 

nisr:-.os de resistencia y t:1no de éstos es la producción de enzimas' 

que inactivan al antibiótico. 

La investigación de cepas productoras de betalactarnasas tie-

ne ir..portancia clínica porc¡ue: a) Una bacteria que exhiba capac! 

dad de prcducc~6n. es un marcador c¡uo indica, con alto coeficien

te, la predicción de que será resistente a los antibióticos beta

lactürnicos, situación que se comprueba cuando so realicen pruebao 

de sensibilidad y concentracionos inhibitorias m!nirnau; bl Esto' 

ccnocimionto permitirá tomar decisiones en la solocción del anti

microbiano. 

Se da a conoc~r ostad!sticarnento la !recuoncia con que apar2 

ccn en E&chcrichia coli las cnzi~as botalacta~asas a partir de su 

p:-i:r.o<i.1sl.:u:iicnto en urocultivos. 

So cxpona la espcricncia y rnatodologia del procedimiento de• 

tal ~ancra que su realización pueda ser incluída en la rutina del 

laboratorio bacteriol69ico, y por lo tanto Utilizar los antibiót! 

cos adecuados en casos realmente justificados para evitar su mal• 

manejo y no aumentar as! la diseminación de capas rnultireuistcn-• 

tes. 

Se profirió Eschc~ichia coli porque os responsable del 75% • 

det las infecciones de· vías urinari.:ls, incluyendo: cistitis, piel!_ 
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tis, y pielonefritis. 

Eachorichia coli es un comensal normal del aparato Qastroin

testinal y a partir do éste se pueden infectar elementos anatómi

cos· vecinos cuando trasp~san barreras normales. 

Ln ir\vasi6n de las"<\!aa urinnrias vionc del axtserior a tra

vés de la uretra; pero la infección ronal so debo a ·diecminnción• 

por vía hcrnatóqcna. 
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~NTinic•r1cos DETAt.O\CT.\HICOS. 
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II.- ANTIB!OTICOS BETA-LACTAMICOS. 

2.l ESTRUCTCRh DE LOS ANTIB!OTICOS BETA-LACTAMICOS. 

LOS antibióticos beta-lactámicos incluyen: penicilinas, ce!! 

losp~rinas y ce!arnicinas, La estructura básica do las' penicilinas 

consiste en un anillo tiazolidina unido a un anillo betalactámico 

el que a la ··.-e:: se conecta con una cadena lateral. (Fi9.l) 

El núcleo de penicilina es en si el requerimiento estructu-• 

ral para la actividad bioló9ica, cualquier transformacién metabó

lica o alteración química Causa la pérdida de toda actividad ant! 

microbiana signi!icativa, ~l papel do la cadena lateral determina 

muchas de las caracter!sticas antibacterianas y farmacológicas de 

ol tipo de penicilina que se trato, 

2.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS, 

Estos antibiéticos actúan inhibiendo la s!ntesis de p'arod c: 

lular, esencial para.el crecimiento y desarrollo bacterianos nor

males. 

El peptidoglicnno es un hetcropolimoro componente de esta p~ 

red que proporciona estabilidad mecánica rígida, debido a su es-• 

tructura de enrejado con abundantes uniones cruzadas. (t-ig.2) 

Está compuesto do cadenas de glicano (residuos de dos arn1no

azúcaras: N-Accti~glucosa~ina y Ac. ~-Acetilmu~árnico) ligadas - ' 

transvcrsal~cnte por uniones pcptidicas. 

su si'ntcsi.a consta de t.rcs etapas: 

1) Formación do precursores (en el citoplasma), 

2) Poli~crizaci6n (se uno ~ la me~brana celular), 

3) Transpeptidaci6n (formación total de una ligadura cruzada 

fuera del citoplasma). 
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PEtJ:lCILANICO 

6.- ncido aminopenicilfinico Acido panicil6nico. 

Fig.l. Efactos de lus anzim~s botalactarnasa sobro los antÍbi6-
ticos penicilánicos. 
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f'ig.- 2 Estructura del peptidoglicano. 



Esta última etapa·es la quo inhibe el anillo Beta-lactarnico' 

produciendo ciertos efectos. 

Toda·s las eubactori<1.s contienon ·mdltiples ::i.olécultr.s de protof 

nas que se unen covalontcrnente a las penicilinas y a otros botala5 

ttlmicos: P.F.P. (Proto!ñas Fijadoras do Penicilina): 9onoralmonte' 

hay do tres a ocho P.F.P. diferentes on cada bacteria, Y so han d~ 

finido dos grup~s: 

l) P,F.P, do bajo poso molecular: no son afectadas por cofa

losporinas, poro sí por muchas penicilinas, son rnás abundantes y ' 

no parecen se: necesarias para la viabilidad bacteriana. 

2) ?.F.P. do alto peso molecular: do mayor sensibilidad tan

to a por.icilinris co;:-.o cefalosporin::is: se encuentran en menor cant! 

dad y si non osoncialos para la viabilidad celular: ol unirse ol -

antib!ótica bot<1.-lact~ffiico producen diversos desequilibrios. Las 

pr1ncipüles son: 

a) P.F.P. lA y P.F.P. ln: Intsorvionen en ol crecimiento 102 

giLudina! de la bacterid mediante reacciones de trsnspeptidación. 

b) P.F.?. 2: Es prabublo que !Uf?.cionc come transpcptidasn: 

ol resultado morfológico do lü actividad del antibiótico sobro la' 

proLc!n.i. CG la aparición d.: ce"lulils ovalas, grandes, que se lisan• 

después de algunas horas. 

c) P.F.P. 3: El bctalactá~ico que afecta asta proteína dcsa-

copla lcui prir.icras etapas de la división bacteriana: iniciación de 

el sopto y formación completa del mismo, en con3ccucncia se provo

ca !ilar.cntacién, 

So puede concluir que los antibióticos bota-lactámicos inhi-' 

ben la transpcptidación y al resultado ca la síntesis de una pared 

debilitada, incapaz de rcuistir la presión osmética-rncc6nica de la 
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CQ~ula on condiciones de crecirnicnto nor~al. 

pura qu~ un bcta-lactámico act~e con eficacia debe ser es-•

tructuralrnentc similar a los sustratos fisiológicos como para pe~. 

mitir su raconoeimiento por cnzi~as sensibles para la s!ntesis de 

la pared celular: debe prod~cirse un enluce betalaetá~ico ~uy re

activo q~c facilite la unión al sitio activo do la P.F.P. y debe• 

haber mínima trans!erencla de penicilina ya modi~icadn. o sea unn 

inhlbición irreversible. 
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MECANISMOS DE RESl5\'l:NCIA A LOS AN'I'IBiOTICOS 

BETA-1..i\CTA..V.ICOS. 
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III.- MECANis1-:os DS RES:C:STENCIA A LOS ANTIBIOTICOS DETA-LACTAMICOS 

Los antibióticos bcta-lact6micos han sido y son los de mayor 

conauoo en el mundo, las principales razones son su baja toxici-' 

dad y su acción inhibitoria altamente selectiva. 

Sin embargo, las bacteria! ya han desarrollado mecanismos de 

resistencia para estos antibióticos quo se clasifican en cuatro ' 

categorías: 

l) I:IACTIVACION: Actividad dse enzimas modificadoras e i-' 

nactivadoras del núcleo del antibiótico, 

2) CAM9IOS METABOLICOS: 1'\lteración en el control de beta-• 

lactar:iasas, 

3) PERl-:Ei\DILIDAD ALTERADA: Me?:lbrana externa con perrncabil_!

dad disrr.inuída .. 

4) MODIFICACION EN EL DLANCO: Cambios en las protcina9 !i

jadoras de penicilina. 

Dependiendo del caso, las bases genéticas de estos mccanis-• 

rnos se encuentran en pla'soidos o en e! crornoso::ia bacteriano¡ den

de el punto de vista clínico y cpidcmiol6gico, los primeros son ' 

de mayor relevancia, 
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B&TALACTAMASAS COMO FACTORES-D~ RESISTENCIA. 
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IV.- BETALACTAMASAS COMO FACTORES DE RESISTENCIA. 

4.1 MEC;..NISMO DE ACCION 'i T.IPOS DE BETALACTi\MJ\SAS. 

Las betalactamasas son enzimas bacterianas quo actYan hidro

lizando el enlace aoida del anillo bota-lactámico; an el caso de' 

la penicilina produce ácido peniciloico, molécula que no ejerce ' 

ninguna acción inhibitoria, y a consecuencia de ello el antibiót! 

co pierde actividad. (Pi9. JJ. 

Se ha dC':r.os<.:rado la existencia do un número considerable de' 

betalactn~asas di!orentcs, codificadas por genes promos6micos, n' 

veces '.:antas por lo menos corno especies bacterianas: existan, ad2 

mhs, betalactamasas codificadas por ganes extracromosómicos {pla! 

m!dicos), muchos de los cuales so encuentran formando parte de-• 

transposones. 

Aunque las betalactamasas son características de los microo! 

ganisnos que posel?n glucopéptido en su pared celular, se ha des-' 

crito ~u prcDcncia en algunas células oucari6ticas como es el e-• 

jemplo de algunas levaduras • 

.; .2 DETALACTA:-!,,SAS CRO~OSOMICJ\S. 

Se ha aceptado que todas las bacterias con g!ucopóptido en ' 

su pared celular tienen en su cro~osoma genes que codifican la -' 

producción de una enzima capaz de hidrolizar el .anillo bcta-1.act.!! 

mico. 

En algunos tipos de bacterias son características de género' 

especie, y aún de subcspccie. Y se han clanificado en dos tipos:' 

Constitutivas e Inducibles, 

LQs bctalacta~asas cromos6micas cons'.:itutivas siempre están• 

prescntcS y l.i::iitadas genóticar.iente en cantidad y actividad. 

11 



~n ol caso de la6 especies prcductcra3 Ce betalactürnasas cr2 

~os6micas inducibles la síntesis ost~ nor~al~cnto rep~i~ida; la • 

producción so inicia en prcscnciü do un estímulo. Generalmente su 

proeucc16n os te~po~al Cmie~tras dure al estí~ula) y abundante. 

son :tuy activ<:1.s. 

Las botalaetarnasas cro~osó~icas, co~o se indicó, contribuyon 

q delimitar el cspcct:ro Ce un antib~ótico betalact!mico; pero, a

demás pueden ser cau~.:i. de rosistonc1a ~dquirida, ya que.por muta

cióti pueden .3.?<irecer Ct.!p.;:is hipc:¡::~o;it.:cto;·a.s de cst:as enzimas.. 

En cuanto a Escherichia coli, ~e trata do una ~n~ima conatL

tUt:iva, en el . .:;entido Ce t;¡lJC ni l.:>s ar.tibi6ticos b~t:a-l;i.ctámicos• 

n1 otros afQCt~res externos ~odifiC~l'I su expresión; sin embar90 

la expresión del g0n cstruc~ural ~st~ regulada por la proaencia 

d~ un ~tcnuador lldcr. 

Sa h.;¡n p:::on~nc.:..oido teOricQr.,cnte tres tipos de r.iutatitos que ' 

produc~n ~üyor cuntidnd clc bctülüCtü~asa cromosómicü; 

.:l) :-11.:t:i.ción en al at.c:i:uador. que puede .:!::olir ccr.iplólta::icnto• 

la tcr~in~ció~ Ce la trüncccipcién y puedo incrc~cntar la produc-

ción de :Out;.;¡1.:ictarr.il.Zil h.:.stü cuatro e cinco veces., 

!lJ :~u~ilcién n ni'J>.!l tl:c un pro:notor. 

e) A.~plific~c!dn rcpetitiVil clc un ~~n. 

Cn lüS CC?~S d~ C~pccia~ prcdUCtCri:IS ~C Q~~~l~Ct~~~S~ jr,duCf 

ble, 1u cnus~ de r~sis~oncia ~J~ frecuente ~s la rnutacién rospon

sablc de un~ alt~~~ción en el r~presor o atenu~dor que cond.uc~ a• 

;:.:cdi.cci6n constit\lt:iva de 1.:r. on:il:" . .t., 

tstc ~ipo Co r~aistar.cia po~ rnut~ci6n, aur.~uo do graves con

:lCCUcncíois, tfnic<i:ncr.te ·ca de difusión vorticill. su rcporcución en 

clínica cer~ signi!~ca~iva en la ~edidil cl'I que la dQSCondonci.:r. d! 
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recta de una cepa cqn estas caractcr!sticas pueda difundirse pcr• 

contacto direc~o o indirecto de un paciente a otro~ 

4. 3 BET?.LACT,'\:.tt~S.l\S PW.SHIDICAS. 

La producci6n de bctalactamasas puede ser codif~cada por qc

n~s situados en plás~idoa. La di!usi6n de este rnccaniamo de rcsi! 

tcncia C~ doble, por herencia Vertical ( de célula madre a célula 

hija} y por p~so horizontnl de los plásrnidos, (por conju9acién o• 

trnnsducción) a bacterias pr6x1mas. 

Las propicd~dcs más relevantes de los plásmidos pnra cxpli-• 

ca~ la difusi6~ de los genes que codifican las bctalactamasao son: 

uu garn~n de hu~npcdes y su capacidad de autotran6forcncio por co~ 

jUt¡i!Ción. 

Loa pl<ú1rr.idos conjugativos so encuentran en bacterias gramp5? 

sitiva9 y qramnc9ativas, con pocas excepciones oxiste una barrera 

absoluta para la trannfercncia de plásrnidos entre estos dos gru-• 

pos bacterianos. De modo sirn1lar, también existen limitaciones -• 

parn la transferencia plasmi"dica entre bacterias grar.incgativas -

aorobias facultativas y anaerobias cs~rictas. 

Sin e~bargo, las características de los plásmidos serian so

lamente una explicación parcial du la distribución de ~stos dctcr 

minantcs de rc::oistcncia. Huchos do .Los qcncs q\lo codifican Qstas' 

~etalactamasas !orrnan parte de transposonQs, clo~cn~os genéticos• 

que puodcn intcgrars.:: en puntos cti!erQnt:e.$ de los ,\p:i. 

Estas prop1oeadcs de ~os plAs~~Uos, \:Oiclas a la cnpacidad de 

transposición de los genes que c::adi!icnn la si'ntcsis de la mayo-• 

ria de bctillae.ta::iasas plasmiciicas, cont"ribcycn i.I su di!usión, i\si 

bctalactarnasas en un principio confinadas a un grupo bacteriano,• 

pt:udcn absurvarsc, tarde o tcrnpr.::ino en otr.J.!l L'~pc:ocios, 1nclu1>iva-
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vacante tJxonómicaccntc aleJad:is. 

En las bacterias grarnnegativas las betalactamasas, a difcre2 

cia de lo que oc~rra en las grarn~ositivas, son enzimas qua casi ' 

siempre están retenidas en c~pacios ~cripl&srnicos. 

~. 4 BE:l'ALACTñ?-:;..s;..s CR0:·1oso:-:rc..;s I:N LA F'A~:ILrA E:>7EROEACTERIACEAE 

En la familia Entcrobactcriace~o la influencl.a de la betala9 

ta::ias.:i cro:l'.osórnic.:i de l.:.s diicrentes cs¡:i.:icies es decisiv.:i en la ' 

respuesta a los antibiÓtl.cas bet.:i.l.:.ctii.l':'.l.COs. sus car.tcter!sticao• 

les p~rmiton distribui=se en tros grupos: 

;i:¡) Dctalact.::i::i.:i.s.J.;:; ccnstitut..:..vas y poco <octiV.J.~. 

b) üctalactamasa:;. constitutivas :,· rcl.:&tl.varncnte activas. 

e) Eeta!actam.::isas ind~cib!~s y muy activas. 

4 ,5 DETALACTA:-!ASAS ?L;.s~:ID!CAS E:> LA F'AY.IL!A ENTEROBAC':'ERIACEAE. 

=:n la !;:in-.ilia Znt.:!rob.::ictc::i.-.cc.:ic las bctalactamasas plasm.!d~ 

ct1s CfO?scrnpen.:in un !J.ipc! import.::intc co:;-,o cuUll.:& ¿e r.:i~.1stoncia ad

qu.!::!C.il. r.os p!ásrnicl-;:.s port.:i.dores e~ !o.s genes que codificiln es-• 

tas bct.::.l.:ictQ::i..:is.::is, p:.:cdcn .:ilcar..zar cu.:;;lqul.cra de los gér.cros o ' 

especies y por tanto ;iucdcr. ser producicias por todos ellos. aun-• 

que rn~~ !rccucnt.:!rncntc en une~ q~u en otros. 

Est.:i.s b~t~l.::ict.::i~Qsas suman en s~ activid.::id la corrcspondicn

to u la bctalüctarr,.lsa crornosé:nica. 
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INF~CCIOU~S PE VIAS URINARIAS, 
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V.- INFECCIONES CE VIAS URINARIAS. 

Las infecciones de las' vías urinarias son GUmMmonto frocuen

tes: algunas son además rebeldes a tratamiento y su probabilidad' 

do rcca!da os altísima, 

Escnerichia coli es la causante do m&s dol 75% de las infec

ciones dc·,~as urinarias: incluyendo cistitis, piolitio y pielon2 

tritis e incluso bacteriuria; en casos de infecciones por otros ' 

microorganismos, la regla es que existan antecedentes de introdu~ 

cidn de una sonda o ~lgún otro instru~onto en las 'ias urinarias. 

La edad y sexo son f4Ctore~ acoh!pañantos a estos tipos de -' 

proble~as. Exi~ten en el 1-~% de las ~UJcres desdo la infancia -

hasta la edad de gestación, cuando aurr.unta la frecuencia: pero su 

mayor ~ncrornento se presenta alrededor de los sesenta años; des-' 

p~¿u cie esa épocn cii~~inuye al 2% de laa rnuJercs. 

En los hombres, las inf~ccicnes son raras por debajo de los' 

cincuenta M5os y en grupos d~ rn~s edad son notablc~entc menos co

munes que en las rnujcrG~. 

Son frecuentes en el 4-8% do las mujeres embarazadas y otro' 

incremento se presenta cuanco so aplica cateterismo al momento o' 

dospu~s del parto. 

Cualquier obstácu!o al libre flujo de orina: tumor, constriE 

c~ón, cálculos: causa aumento Co infccc!ón. 

~a elección del a~ontc antimicrobiano adecuado, implica alta 

respc~nab!lidad por loD problc~as de rcs1stcncia a antibióticos 

ya expuestos. 

Debe llé'\ilr consigo· la orientación del laboratOrio donde pr2 

viarncntu hayan determinado su scnaibilidad in'~itro. 
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corno no hay fármaco unifor~emcnte act!-.o contra todas las c2 

pas de Escherichia coli: '\ar~ns son las sustancias posiblemente 

eficaces: tetraciclinaS, ampicilina, cloranfenicol. kanamicina, 

poli~ixina B, cefalosporinaS y penicilinas. 

Siendo uno de los puntos importantes, la dcterminacién de la 

producción de bctalactarnasas por esta bacteria como factor do re

sistencia a penicilina y cefalosporinas: se propone un método, su 

experiencia y metodolog!a para su fácil realización en el labora

torio y que pueda ser incluido en la rutina microbiológica, as! 

como el resultado estadístico de la frecuencia de.producción de 

estas enzimas por E.col! • 
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c~chor~chia coli. 
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i. 

VI. Escherichia coli. 

Eschor1chia coli es un bacilo Qram negativo, no formador de • 

esporas, que pertenece a la !arn111a Entcrobacteriacene, que se -• 

reconoce corno única especie, y su serotipificaci6n se baSa en la 

distribución de sus antígenos o, H, y K; (somático, flagelar y -

capsular, respacti var::cnta). 

Po:: ser ícrrnantador do lactosa so incluye en el Qrup·o de bac

tcria3 col1!orrncs, junto con Citrobactar, Klebsiolla y Entorobac-• 

ter. 

Los bacilos coliforrnes son anaerobios facultati_vos, y su cre

ci~ionto Optimo se efccttln a 37ºc. 

Escherichia coli es comensal del aparato gastrointestinal, -• 

pero puede infectar otros órganos anatómicos. El interés en esta -

.!nvcstigi'.lción es la inVasi6n a v!as urinarias. 

Una do las caracteiisticas de Escherichia coli es que ~igue• 

la ~ra de producción de ácidos mixtos, 
0

dando positiva la prueba de 

rojo de metilo y negativa la de Vagcs-Proskaucr¡ característica -

q'.Je la distingue. de los demás grupos pertenecientes a los colifor

rnes y a otros miembros de la familia Enterobactcriaccac. 

Normalmente Escherichia coli es susceptible a una variedad-• 

amplia de antibióticos de amplio espectro, entre los cuales se in

cluye: tetraciclinas, cloranfenicol, arnpicilinas, eritromicinas, 

nco~icina, estreptomicina y sul!ona~idas. 

Sin embargo, presenta resistencia !recuente a muchos medica-• 

rnentos, debido principalmente a plllsrnidoa, .aunque tambit.~n a genes' 

cromosórnicos. 

Por lo tanto por ser un organismo que invade col!Lúnmcntc otro• 

tipo de órganos, se propone la sigui~nte metodología para invcsti-



gar ::;u produc~!Ón de batal.'.lct::u:1asas. 
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METODOLOGIA. 
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VII. - METODO!.OG!.i\. 

1.1 RECOLECC!Ot: DE. !-!UZ:STRAS: 

Se d~bc recoger la ~ucstra do orina en un fraSco complota

mcnto estéril y después del asco adecuado. 

Le orina favorece el crecimiento de los gérmenes por lo_-• 

que es ab~o:utamcnte necesario se c!actúe el cultivo en la hor~ 

sigui~nte a su recolección o quo se mantenga on refrigeración a 

'º C hasta el rno~onto necesario. 

1. 2 .i\:SLA:·IIE:-;"TO Pf;.I;-:.i\RIO. 

PLAC.i\ FRACCIONADA: 

1) Preparar tres diluciones da orina, con agua destilada ' 

estéril en tubos cotcrilizados de tapón da rosca. 

1:10 1 ml. de orina 9 ml. do agu~ destilada. 

1:100 l ml. de dilución 1:10- 9 ml. de agua destilada. 

1:1000- l ml. de dilución 1:!00- 9 Ml. de agua destilada. 

Z) Paoar 1 ml. ¿a cada dilución a cajas da ~otri previamo~ 

te esterilizadas. 

3) cubrir la di.i:ución con !5-20 ml. de agar cuenta ga'rmo-• 

ncS fundido y enfriado y mezclar bien haciendo girar las cajas. 

4) Incubar 2~ hrs. a 37°c, 

5) Estimar las colonias en un contador Qucbec y escoger la 

plt.ca que de entro JO y 300 colo_nias. Multiplicar por la dilu-• 

ción y obtener el nú.~oro total de bacteria! por mililitro da -

orina. 

soQún KA.SS el recuento bacteriano en la crina de pacientes 

infectados muestra rn~s do 100,000 (10 5 ) rnicroorganismcs/ ml. 

1.3 AlSLANIEt:TQ SELECTIVO. 
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l.- Resembrar dircctnmente uria colonia de la cnj~ do. agÍl..r• 

nutritivo (tras provin corrolnci6n do un- !rctis ·nl Gram do pro

sencia de bacilos gram negativos) a una caja de agar Mac conkey 

ó EV.D (Eosina- azul do metileno). 

2.- Incubar 24 hrs. a 37ºc. 

Escherichia coli es el t!pico fermentador do.lDctosa, por' 

lo tanto es el pardmotro principal .utilizado para descartar si' 

se traca o_no de esta bacteria, 

El agar de Mac Conkoy contiene sales biliares y cristal 

violeta que inhiben el desarrollo de bacterias gram positivas y 

de algunas especies gram negativas exigentes, · 

La lactosa es el único hidrato de carbono en este medio. Y 

E. coli forma colonias con tono rojo debido al viraje del indi

cador rojo neutro. ( os rojo a un pi! menor de 6. B l, ya que prod~ 

ce grandes cantidades de ácidos. sus colonias están rodeadas de 

una zona de bilis precipitada. 

Otra de sus características es que casi todas sus colonias 

son secas. 

El agár EMB {Eosina-Azul de r.ietilenal fue util!.zu.da también 

ya que contiene estos colorantes de anilir.a que se combinan pre

cipitando a un pH ácido, Eschericia coli produce colonias color 

nc;ro verdosa C!Oln brillo metálico inconfundibles. El agar E!-18 -• 

tiene la ventaja de revelar la naturale~a ~ucoide de alguna3 -

cepas de E, coli debida a un aumento de producc~dn de sustan

cias polisacáridas en este nedio y que en otro media podr!an ser 

confundidas con Klcbsiclla, 

7.4 IDENTIFICACIO~ DIOQUIMICA. 

De los cultivos positivos presuntivos de Eschcrichia coli' 
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se p:ocedc a una batería esencial para identificación: Agar hie

rro de Kl!glcr, SlX e IMViC. 

La claGificación de las bacterias está basada on la detcr-• 

cinaci6n de la presencia o ausencia de diferentes enzimas que e! 

tdn codificadas por el cromoso~a bacteriano. 

Estas cn:1~as 9u!an el rnetabolisco bacteriano por difcrcn-• 

tes ._.ías que se pueden ci.atectar con di'!crcntes prucbüs in Vitro. 

Escherich1ü co!i cuenta con las si9uicntes características: 

?RUE3A O SUSTRA~O 

!f¡DOL POSITIVO 

ROJO DE !-!'E:TILO POSITIVO 

VOGES-P~OSKAUF.R l'EGA~IVO 

CITRATO DE Sl!·l!-!O~S ?1EGATIVO 

SULFURO DE HIDROGENO NEGATI\'O 

UREASA ?-:EGATIVO 

~OVILIDAD ;>OSITIVO O NEGAT!\'O 

llt:GATIVO 

LISI:ZA DESCARBOY.ILASA. 

ARGIN!~ñ 

:;;::c;..~rvo 

XALO!lATO 

GAS A i'A~TIR DE G~UCOSA POSIT!VO 
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PRUF.DA O SUSTRATO 

LACTOSA POSITIVO 

SJ\CA!tOSh TARDIO 

Tabla l.- características del metabolismo bacteriano de 
E. coli. 

a) Agar hierro de Kligler: Do la placa de agar de Mac Con;

key debe tomarse una sola colonia aislada de s. coli. Se inocu-

la con un alambre recto, con el cual so atraviesa la parte pro

funda del tubo tras retirar el alambre se estría el pico. 

Incubar a 35° c. de 18 - 24 hrs, 

La rcrrr.entnción bacteriana de lactosa es r:iás compleja qua' 

la de glucosa. La lactosa es un disacdrido co~puesto por gluco-

sa y galactosa conectadas por un átomo de oxígeno, que !orma lo 

que se llama unión galactósidu. Por hidrdlisis se destruye esta 

unión liberándose los dos monosacáridos. Para que una bact~ria' 

utilice la lactosa deben estar presentes dos enzimas: la beta-• 

galact6sido-pcrmcasa, que permite la trnnsmigraci6n de bcta-ga

lactdsidos a través de la pared celular bacteriana y la beta-g~ 

lactosidasa, requerida para la hidr611sis de la unido beta-ga-• 

lact6sido. J.as degradaciones tic idas !inales pró ·.1.cncn do lo de

gradaci6n de la 
0

glucosa. lv!a Enbdcm-Meycrhofl. 

Los resultados obtenidos en el Kliglcr se interpretan de • 

la siguiente forma: 

Pico ácido/Fondo dcido: glucosa y lactosa fermentadas. Es' 

caractcri"stico de coliformes rerrncntadores de lactosa cono E. 

coli 'J el grupo Klcbsiclla-Enterobacter. NO hay producci6n de -• 
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b) Indol: (SI~: sulfíhidrico, !ndol, motilidad): se inoc~ 

la ol ~odio de SI~, por picadura, so incuba a Jsºc de 48-72 hrs 

Para su lectura se utiliza el reactivo de KOV~K. Revisar motili 

c!ad. 

El indol es u~o de los productos del metabolismo del amin~ 

ácido triptófano. Las bacterias que poseen ia-cnt.ima tripiofan~ 

sa son capac~s de degradar· el triptófano con producción de in-• 

dol, ácido pirdvico y ~maniaco. 

El indol so detectó en el medio apropiado, observando-la •. 

np;::.rición do un color rejo fucsin en la interfase d~l reactivo• 

y el r.lcdio, segundos d.:;ispuús de atiadir el rectivo y es indicat!. 

vo do prcgoncin c!o indol. 

Se utilizó reactivo de Kovac, aunque monos sensible, ya -• 

que ornplca alcohol .:tnilico como diluyente que os c.:ipaz do ex- • 

traer nufic1ont~ indol del medio acuoso sin la ncccaidad do aña 

clir cloro!orn.o co~o cxt::-.:iyont.c. 

e) ~ojo de mo!:ilo-Vo<;¡.:<.s Pro.skaucr: Inoculnr este c:aldo a • 

35°c de ·•B-72 hrs. 

Rojo de r.1ot1lo: •l tór::i.ir.o do lo incub3ci6n añ<'.'ldir 0.6 rnl • 

dol indi.:.:idor rojo do metilo. 

Vogcv-Prosk;:i.uor: ol túr:::ino do lo incubación .:in.adir º·' -· 
rnl de .::i.l!.::i.-nilftol •l 5% y 0.2 rnl do KOH ol 40%. Dejar reposar• 

de 10-15 ra1r.u~os. 

Lils bacteria~ que si9uen la v!a do la
0

producción de ácidos 

mixto~, pruduccn suficiente ácido coma p<'.'lra ~ant~ncr el pH por• 

c!eb.::i.jo da 4.4 contra ol si.:;tc:r:ia estabiliz.::i.dor C.:!-l pH Ccl·::-.cdio, 

por lo tanto tod.:is las cepas do Eschorichia col! d.:in la prueba 

pO:lit:iVil de Rojo do ¡.:etilo. 
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Al~unos grupos do bacterias conviertan el acctil-motilcar-

binol en diacctilo por acción de KOH y oxigeno atmos~drico. El• 

dincctilo se con\•icrte en un complejo rojo por adición de alfa-

naftol y crcatina indicando que la prueba es positiva. Por lo ' 

tanto E, poli es Vogcs-Proskauer negativa. 

El si9uiontc esquema muestra las dds v!as alternativas (á

cidos mixtos y butilenglicol) paru el metabolismo del piruvato• 

formado por fermentación de glucosa. 

••••••••••••r.~•••• ACIDO 

" 
PIRUVICO.•••••••••••••"•••• 

" ' ' ACETILMETILCARDINOL 
(ACETOINA) 

•......•• , .........••......••. ,. . ' 
" ' BUTILE~GLICOL DIACETILO 

Naftol 
KOH 
aire 

co:-tPLEJO ROJO. 

• • 
FER~IE!'{TACION ACIDA 

MIXTA. 

pH menor 4.4 vira ol 
indicador rojo de ~e
tilo. 

CO:OlPLEJO ROJ'O. 

Prueba de rojo de me 
tilo positiva. 

PRUEBA DE \'OGES ?ROSKAUER 
POSITI\'1\. 

d} Citrato de Simmons: Incubar por picadura y estría este• 

medio e incubar a Jsºc por 24-48 hrs. 

El citrato de sodio es una sal del ácido cítrico, mctaboli 

to constituyente del ciclo de Krcbs. AlgUnas bacterias pueden -

obtener cncrg!n por v!a distinta de la de fcr~cntación de hidra 

tos de carbono, u~ilizando citrato co~o única fuente de carbono. 

Eschcrichia col! no cuenta con esta característica, por lo tanto 

da una prueba negativa. 
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La prueba se detecta por ;:ieCio do la !"orr..ación C.c subpro-' 

ducto3 alcalinos o~ un ~cdio qua conticr.c citrato cor.io única -• 

fuente de carbono. Da un desarrollo de un color a:ul intenso en 

24-.:B hrs la prl.!cba positiva. 

7. s TEC:-<!Cñ r.c:r:oo:-:ETRICA PARA DE:TI:R:-:z:-:AR LA PRESENCI.?,, DE BETA-. 

!.ñC':'J.¡.t;.SAS. 

L'na -.•e:?: idcnti!"icad« E. coli proceder a ésta prueba. 

Reactivo: A 16.6 r.il de agua destilada se le adicionan :!.O• 

ml de solución Ce roJo de fenol al 0.5% y 20 r.ii!loneo de unida

des cic penicilina G potásica. Se ;:i~:cla perfcctancntc y se aju! 

ta a pll de B.5 dcjand.-:> caer ~ota a go<:.~ el }.!aQH lN. 

La colo::-~cíón obtcnid.,, debe :.>er ... ioleta !.r.tcn.:;o y se d.:ipo-

sit:<.r. cr. c.-..n-::!..dades G.c Q,5 r..l en tubos tic tapón de rosca. Debe ' 

al:::01ccnnrse en cont;;claci6n hasta ser u-;;ilizo.da. 

Se p:cp~ra uno. suopcnsión bacteriana de la C~?.J pura, rna-• 

yor tlc lO') t:nid.:iCc!o for~.:id:ri.ls cic colcn!..:.a por c;;i.da l'.'l, lo Gue• 

cquiv.:ilc ;;i. t:na dcn.!:idad r.:.:.yo:.· .:il catar.d¿¡,r do n.:ic. f'arland No • .: 

Coi:iprob.1r ~t:c e! r.:..:1ctivo al dcsco:-,<:jelarso tenga un pH do' 

9.5 

l.a r..o:cl.:i deba catar -.. tcr.ip~rat.ur.:i i.1::1biont.c. Adicionar un• 

ml. de la solución bacteriana. DespuÚG O~ reposar 15 minutoo, 

so considc:.-a pos1t+vo cuando l¡¡ solución adopta un color .:u:".ari-

l!o ';J' C"s indica::1vc de presencia de bet<>.lactnr.i<lG.J positivo. 

La presencio:. ée t.e::.:il.:ict.:ir.'.a:;a prcdt.;ce l.._ ru¡:>tur<i del anillo 

de p~nici~ina con producción de ~cid.o pcnicil6nico, p:.-oduciendo 

aciCez en el ~cd::.o. que c:;t.i a un pH de 8.5. La prcsc."'lcia de i·~ 

jo de ::ancl cci:o indicador, cuar.do está presente el <leido peni

cil.-ín!co produce una cilida del PH a 6.8 e t:Hlnos y produce un v! 
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raje de la suspensi6:t a un color aoarillo que es indicati•10 do 

la presencia do ln cnzioa. 
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RESULTADOS. 
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Vl!I.- RESULTADOS. 

e .1 Aisi..r.MIENTO PRI!-lARIO: 

Un urocultivo positivo os aquel que contiene más de 100 ,000 r.1.i

croorganisrnos por ~ililitro de orina. so escogió el método do placa• 

!raccionada, porque es ol quo obtiene exactamente unidades formado-•. 

rao de colonias. 

Todos los cultivos positi,~s (100 muestras) !ueron recolectados 

de las placas con dilución 1:1000, pues es donde dos.arrollaron do -• 

100 a 300 colonias. Los positivos en la dilución 1:100 fueron indi-' 

cativos únicamente de contaminación, quizás por mal emploQ de las -• 

instrucciones de asco. 

e.2 1·.IsLAMIENTO SI:!...ECTIVO: 

Ya que Escherichia coli es el típico fermentador do lactosa; ~· 

los resultados de la resiembra en el agar de Mac Conkcy que contiene 

lactosa como ünico hidrato de carbono fueron de desarrollo de colo-' 

nias con tono rojo debido al"virajc del indicador rojo n~utro: y el~ 

ramcn~c se '~n colonias rodeadas de una zona de bilis precipitada. ' 

Todas son colonias secas. 

J:n el agar E!-IB (Eosina-r,,zul de :1ctilcnoJ, Eschcrichin coli pro

dujo colonias color negro verdoso con brillo rnet~lico incon!undiblcs. 

Solo dos cepaa revelaron naturaleza mucoidc, que al·rncterlcs la bat~ 

ria de bioquímicas si se comprobó que fueran Escherichia coli. 

B.3 IOENTIFICi\CION DlOQUI!-llC1\. 

La batería de identificación ré\cl6 los s.iguicnteil resultndos • 

para las 100 ccpad de Eschcrichia coli: 

CiLUCOSA 

LACTOSA 
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SULFURO DE.HIDROGENO 

INDOL 

MOTILIDAD 

CITRATO 

ROJO DE METILO 

VOGES-PROSKAUER 

NEGATIVO 

POSITIVO 

POSITIVO O NEGATIVO 

NEGATIVO 

POSITIVO 

NEGATIVO 

a) Agar hierro de Kligler: Los ~resultados en este medio so in-• 

torprctaron de la si9uicntc canora: 

Pico ácido/Fondo ácido: Glucosa y lactosa fermeritadas. Es cara: 

tcr!stico para todas las co~as de EDchcrichia coli que se aíslen. 

b) Indol: Para todas las cepas se observó el desarrollo del co

lor fucsia caractc.r!stico on la interfase del reactivo ~· el medio. 

e) Rojo de oetilo: Todas las cepas de tscherichia coli ticn~n 

la capacidad de dar esta prueba positiva, ya que mantiene estables 

los productos terr:iinalcA .leidos de la fcrr.i('nt.:i.ción de l;i. glucon.'.< y• 

·\'Cnce la capacidad amortiguadora del sistema. Por lo tanto se obser

varon en todos los ensayos, la ;:ip;:;rición del viraje a un colot· rojo. 

dJ Prueba de VOGES-PROSKA~ER: Todas las cepas de tvchcrich1a -' 

coli dan la prueba nc9ativa, y;:i que produce ác~dos pero no 2,3-buti

lenglicol; por lo tanto se observa ~l caldo con el mismo color del -

reactivo (amarillo) sin viraje. 

e) Utilización de C1tra~o: Eschcrich1a coli da la pru~ba ne9a-• 

tiva por lo tanto se observó el ~cd10 sin crecimiento ni cambio de -

color cornpletarncntc ve:dc. 

a. 4 HETOI;O ACIDOMETRICO PARA DETER:-11::; .. c:::ON DE DETA-LAC':'A!-IASAS. 

Da lJO muestras identificadas co~o Escherichia coli, dio una -' 

producción de positivos para bcta-lactamasas de 27. o sea que el 27% 

de las cepan de Escherichia coli son resintentes a los antibióticos• 
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botalactámicos. 

Esto so interpreta en el sentido' de qUe la.' p'robab.t.lidad do una' 

copa do eschcrichia coli registrada como .-~o,si~i~a_ ·~or- .ei mótodo aci

domútrico es 0.27 • 

Sin embargo on la práctica cliºn.t.ca. se túVieran por ejemplo a ' 

procesar 10 muestras de urocultivo para determinacidn final do pre-• 

scncia de betalactamasas, y se quiera saber cual os la probabilidad' 

de quo exactamente una muestra resulte positiva; para ello os ncces2 

rio emplear una distribución estadística, la DISTRIBUCION BINOMIAL, ' 

pues sirva para reflejar la probabilidad exacta de obtener en deter-

minado evento o ensayo una muestra positiva. 

Esta distribucidn conduce a uno de dos resultados posibles, mu-

tuamente excluyentes (o es positÍ\~ o es negativo), y donde consido-

ramos a todos los ensayos como independientes: ea decir, el resulta-

do de cualquier ensayo particular, no es afectado por el resultado • 

do cualquier otro ensayo. 

Es decir. la probabilidad resultante do que una muestra nea po

sitiva en un conjunto do 10 no será la misma en la que el ensayo sea 

de un conJunto do 20 muestras. 

La ecuación de la distribución Binomial os la siguiente: 

donde: (~)•nt/xl(n-x)I para x .. 0,1,2, •••• n 

n • Número de muestras a procesar, 

x variable aleatoria (número do muestr~s positivas en n ans~ 
yes. 

p ~uestra con resultado positivo. 

q ~Juestra con resultado negativo. 

Osea que la probabilidad exacta de que una muestra nos resulte• 

positiva en un conjunto de 10 muestras ea la siguiente: 
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f(l)- t 1 ~)(0~73) 9 (0.27)-

f(l)· c10 t/9 llt0~73J91o·.27J .. 0.16 

Por lo tanto .siempre deberá tornarse en cuenta este detalle pro-• 

babil!stico, según el'ndmero de muestras que se estén tratando en el' 
momento. 

El esq~ema estadístico so representa de la siguiente manera: 

r.alc~lando la distribuci6n binomial do la obtención de O, 1, 2,• 

3, 4, 5, 6, 7, B, 9, y 10 muestras positivas. se obtuvo la siguiente• 
tabla que postcriormcrito so grafic6: 

,~ 

X PROBABILIDAD 
o (101/0110 l)(0.27)0(0.73)10~ 0.0429 

1 (10 !/l t 9J)(0.27)l(Q.73}9 - 0.1589 

2 ( 10 1/2 1 OJ){0.27)2(0.73)8 0.2645 

3 l 10 1/3 t 11J{o.21¡310.73l' 0.2609 

4 (101/41 61)(0.27)4(0.73)6 o .1caa 

5 110 1/5 1 51 )(0.27)5(0 73) s .. 0.0758 

6 1101/61 41)(0.27)6(0.73)4 ~ 0.0231 

7 (101/7! 31)(0.27)7(0.73)3 .. 0.0048 

• {10!/Bt 21110.2118(0.73)2 o. 0006 

9 ( 10 1/9 1 11)(0.27)9(0.73)1 .. o.oooos 

10 (101/10101) (0. 211 lO¡ o. 73 ¡0 .. 0.000002 

SU!>IA. - 1. 0000 

como se puedo observar la región de l a 4 muestras positivas es• 

la do probabilidad más alta. Esto es do mucha significancia en la -• 
clínica porque es de alto riesgo el valor cuperado de muestras posi-• 

tivau en un conjunto de muestras a tratar •• 
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I:X.- CONCLUSI:OHt$. 

es muy importante la dociai6n a támar sobre al antimicrobiano -• 

para combatir una infocción. Ee fundamental tratar de ovitar la pro-• 

ducci6n de cada·~~z máu, cepas resistentes a los antibióticos qua el 

hombre ticno a su alcanco. 

~or lo tanto, la comunicaci6n entre ol médico y paraclinica e~ • 

trasccndontal; ea necesario invoatigar an todo cultivo que se obtenga 

una copa, que so suponga o ae tenga casi la certeza do que sea mutan

te u obtenga fácilmente resistencia, se practiquen pruebas de suscep

tibilidad antimicrobiana, antes de seleccionar cualquier antibiótico. 

Después de expuesta la experiencia y metodolo91~ de eutc sistema 

acido~étrico para dctcr.riinación de betalact<:t:n&Jsas en Escherichia cali; 

os de considcrac16n sea inclu1da en la rutina bactcrialó9ica de cual

quier laboratorio , tanto por GU b~jo canta, corno por ser muy ucquro• 

y do !ácil realización; añadiendo ildemi'is que una bacteria quu axhiba' 

capacidad de producci6n de la enzima, ca un marcador que indica, con• 

alta cocficient.c, la prcdicc16n de que scrA resistente a antibióticos 

betalactbmlcos: situación que puede comprobarse cuando se realicen -' 

prucbnn de sensibilidad y canccntracionc~ inhibitorias mínimas: pu- • 

dicnda Cvitar est.c paso para este t.ipa de antibióticos, y huccr es-• 

tas pruebas solo para las restantes opciones: reduciendo aún más el ' 

costo del proceso. 

E$tc mc·tado puede ser aplicado a bacterius, tanto gram no9<1tivas 

como gram positivas; siendo así más amplia su utilidad, 

Los antibi6ticos de elccci6n pura infecciones dal tracto urina-• 

rio caus<1das por Escherichia coli son sulfonamidas y ampicilina: sic~ 

do la ampicilina un antibiótica bctalactAmico es necesario realizar-• 

esta pruQbfl, 
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,• ;+. pes<:ir de quo la betal.ilctai:ias'a ~e -tiP,O cromosoí:tico en Eschori-' 

chiil coli, es de tipo -cOnstituci.:,-o-, :_y qu~ T.iriQ:Un ofeccor externo pua-

j-. da r:.odificar su expresión, se ·carÍoce-.. qu~ e~Í.s:te el pcl.iqro de los rnu-

tantes y asto es una de las razonOa por-las que se trata do evitar au 

propa9ac-ión. 

Pero también las betalactamasas plasmídicas dcscmpc~an un popcl• 

importantísimo como causa de resistencia. les genes que las codifican 

pueden alcan:ar cualquier 9énoro y especie y por lo tanto ser produc! 

dds posterlor~cnte por bacterias gram positivan. 

El realizar este método ne solo proteqe a un solo paciente, si-

no a toda la poblaclón. 

Por lo tanto no olvidar, el porc~ntaje relativamente alto de pre 

babilida.d de que unil eop.l EscharJ.chia coli sea bctalact.l:::tiHiol positiva 

ea iqual a 0.27. Y con~id~rando las probabilidades particulilrcs en -' 

realidad, del nú~or~ de m~cstras o situací6n que Be presente. 

;\dooás considc1·and.o que Eseheric:hi.:i. coli no ocup.:i uno de lon pr! 

moros lugares en producción de eatas cnzi~ols, como otras bacterias: • 

por lo que ~ün rnJs debe torna~sc todo en cuenta. 
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