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I.- INTRODUCCION.

El concepto de AMNTIBIOSIS, sustancias derivadas de un micro-
crganisme "vivoe que puedan matar a otro, es caci tan antiguo como!
la misma ciencia microbioldgica; sin embargo la aplicacidn tera!
péutica antibidtica es pricticamente reciente y aun asi se obser-
‘wva que por el usoe de éstos, las bacterias hkan desarrollado meca-?
nismos de resistencia ¥ uno de éStos es la produccidn de enzimas!
gue inactivan al antibidtico.

Lo investigacién de cepas productoras de betalactamasas tie-
ne importancia glinica porgqua: a) Una bacteria que exhiba capaci
dad de producc%én, eca un marcadotr que indica, con alto coeficlien-
te, la prediceidn de que serd resistente a los antibidticos beta-
lactdnices, situacidn gue se comprucba cuandeo se realicen pruebaas
de scensibilidad y concentraciones inhibitorias minimas; b) Esto!
conociniento permitird tomar decisiones en la seleccidn del anti-
microblanc.

Se da a conocer estadisticamente la fracucncia con que apare
cen en Escherichia celi las enzimaa betalactamasas a purtlr dé 54
primoaislamiento en urocultivos.

Se cxpono la esperiencia y metodologia del procedimiento det
-tal manera que su realizacidnm pueda ser incluida en la rutina del
laboraterio bacterielégico, y por le tanto utilizar los antibioti
cos adecuados an éasos realrmente justificados para evitar su tal*
manejo ¥y no aumentar asi la diseminacidn de copas nultiresisten-!
tes.

Se prefirid Escherichia coli porgue os responsable del 75% ¢

2o las infeccicnes de vias urinarias, incluyendo; cistitis, pieli



tis, vy pialéuefritls. .

' Eacherichia ¢0li es unh cofenaal notmal dal aparato qaatrnin~
testlnnl Yy a partir do dste se puveden infectar elemmntas anat&mi-
cos’ vesipos cuando traspasan barreras normales. )

Lo ifivasién de los”das urinarias viene del extserior a fta;
vés do la uretra; pero 1a infecgién renal se debe a'disémlpacién'

por via hematdgena,
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II.- ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

. 2.1 ESTRUCTURA PE LOS ANTIBIOTICOS BBTA-LRCT#MICQS.

Los antibidticos beta-lac:émlcoﬁ incluyen: peniéilinaé,.caig
losporinas y cefamicinas, La estructura bésica de las’ penicilinas
consiste en un anillo tiazolidina unido a un anillo betalactémico
el gque a la -ez se cenecta con una cadena lateral. (Fig.l)

Bl nicleo de penicilina es en si el requerimiento eastructu='
ral para la actividad biolédgica, cualguier tranasfermacicn metabé-
lica o alteracidn quimica Causa la pérdida de toda actividad anti
microkiana significativa. El1 papel da la cadena lateral determina
nuchas de los caracteristicas antibacterianas y farmacoldgicas de

el tipo de penicilina que s¢ trate,

2.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS,

Estos antibidticos actdan inhibiendo la sintesis de pared ce
lular, eachcial para.el crecimiento y desarrollo hacterianos nor-
males. ‘

El peptidoglicano es un heteropolimoro componente de esta pa
rod que proporciona estabilidad mecénica rigida, debido a su cao-*
;fuctu:a de enrejade con abundantes uniones cruzadas. (Fig.2)

Eatd compuesto de cadenas de glicano {(residuos de dos amino-
azicares: K-Acetilglucesamina y Ac. N-Acetilmurdmico) ligadas - °
.t:ﬁnsversalmenhe por uniones peptidicas.

Su sintesis consta de tres etapas:

1) Formacidn de precursores [(en el citoplasmal.

2) Polimerizacidn (se une a la membrana celular}.

3) Transpeptidacidn {formacidn total de una ligadura cruzada

fuera del citoplasmal.
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; Fig.- 2 Estructura del peptidoglicanc.



Esta dltipa ethpa'es la que inhibe el anille Beta-lactamico!

ptoduciendo ciertoélefectas. o

. Todas las éubaﬁterias contienen myltiples moldculas d§ protei
nas gue se unén-coyalontemente a las penicilinas y a otros betalac
timicoa: P.F.P. {Proteinas Fijadoras de Penicilipal: gnnefalmenne'
kay de tres a oche P.F.P., difercntes en cada bacteria.ry se ﬁan de
£inido dos grupoes: . o

1) P.F.P. @e bajo poso nelecular: no sen a:ectadag por cefa-
losporinas, pero si por muchas penicilinaas, Qon'hds abundantes y
no parecenh ser hecesarias para la viabilidad.bacteriana.

2) P.F.P. de alto peso molecular: de mayvor gensibllidad tan-
to a penicilinas como cefaloaporinas; se cncuontran en menor canti
dad v si son escpciales para la viabilidad ce;ular: al unirse ol -
antibidtico beta-lactimico producan divorsos desequilibries. Las
principales son:

a) P.F.P. la y P.F.P. 1B: Intservienen en ol c¢recimiento lon
gitudinal de la bacteria medlante reaceionesa de transpeptidacidn.

b) P.F.P. 2: Es probable gue Equione come transpeptidasa: !
el resultado morfoldglico de la actividad del antibidtico sobre la!
proteina es la aparicidn do celulas ovales, grandaes, que sc lisant
después de algunas horas.

c) P.F.P. 3: Bl ketalactdmico que afecta esta proteina desa-
copla las primefas ctapas de la divisidp bacteriana: iniciacidn de
el septo y formacidn completd del mismo, en conaccuencia sce provo-
ca filamentacidn,

So puede concluir gue los antibidticos beta-lactdmices inhi-*
ben la transpeptidacién v el resultado cs la sintesis de una pared

debilitada, incapaz de resistir la presidn osmdtica-mecinica de la



eclula en condiciones de crecimionto nnrﬁal.

para gQue un beta-lactdmico actde con eficacia d.ebe ger ogate
tructuralmente aimilar a los sustratos fisiocldgicos comu,ﬁ;':z:‘a pe_nj.
nitir su reconocimiento por ehzinas.sensiblés para la ginteslis de
la pared celular; debe producirse un enlace betilactdmico muy re-
activo Que facilite la unién al sfitio active de la P.¥.P. ¥ debot
haber minima transferencia de penicilina ya modificada, o sea uno
inhibicitén irceveraihle. ' '
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ITII.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS

Les antibidticos beta-lactdmicos han side y son les de mayor
consume en el mupdo, las principales razones son su baja toxici-'
dad y su accidn inhibhitoria altamente selectiva.

5in embargeo, las bacterial ya han desarrollado mecanismos de
resistencia para estos antibidticos que se clasifican en cuatro *
categorfas:

1) IMACTIVACION: Actividad dae enzimas modificadoras e i-*

nactivadoras del nucleco del antibidticoe.,

2) CAMBICS METABOLICOS: Alteracidn en el contreol de beta-*

lactamasas.

3) PERMEABILIDAD ALTERADA: Menmbrana externa con parmeabil}

dad disminuida.

4) MODIPICACION EN EL BLANCO: <Cambios en las proteinas fi-

jadoras de penicilina.

pependiendo del caso, las bases gendticas de ostos mecanis-!
mos Se encuentran en plasmideos o on el cromesoma bacterfiane; des-
de el punto de vista clinico y epidemioldgico, los primeros son *

de mayor relevancia,



BETALACTAMASAS COMO 'FAC‘I‘OR.ES -vD& RESISTENCIA.
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Iv.- BETALACTAMASAS COMO FACTORES DE RESISTENCIA.

4.1 MECANISMO DE ACCION ¥ TIPOS DE BETALACTAMASAS. )

Las betalactamasas son enzimas bacterianas gue actdan hidro-
lizando el enlace amida del anillo bota-lactdmico; on el casc de'
la penicilina produce dcide penicileoiceo, molécula que no ejerce
ninguna accildén inhibitoria, y a conaeguencia de ecllo el annibidt&
‘co pierce actividad. (Fig. 1).

Se ha demas<rade la existencis de un numero considerable de’
betalactamasas diferentes, codificadas por genes cgromosémicos, a'
vecesa tantas por le mehos coho especiea hacterianas; existen, ade
mis, betalactamasas codificadasg por qénes extracromosdmicos (plas
midicos}, muchos de los cuales se encuentran forméndo parte de -°
trangsposones.

Aunque las betalactamasaa son caracteri{sticas de los microor
ganishos que poseen glucopdptido en su pared celular, se ha des-'
crito su preschcia en algunasa cdlulas cucaridticas como ¢33 el c-!
jemplo de algunas levaduras.

4.2 BETALACTAMASAS CROMOSOMICAS.

Se ha aceptado gque todas las bacterias con glucopdptido en !

su pared celular tienen en su cromosoma genes que codifican la -°
produceidn de una enzima capaz de hidrvolizar el .anillo beta-lactd
mico.

£n algunes tipos de bacterias son caracteristicas de gdénero’
egpecie, y ain de subespecie. Y s¢ han clasirficado en dos tipes:!
Constitutivas e Inducibles.

Las betalactamasas cromosdmicas constitutivas siempre estédn'

presentes y limitadas gendticamente en cantidad y actividad,

11



En ol caso de las especies preducteras de betalactamasas crg
mosémicas Indutibles ls sintesis ostd norsalmento reprimida; la
produccicn se inicia en presencis de un estimule. Gencralmonte su
produccidn o5 temporal {mientras dure el estimulal ¥ abundante. °
Son nuy activas,

Las batalactamasas cramoesdmicas, como se indicd, contribuyon

a delimitar el espectro de un antibidtico betalactimigo; pero, a-

‘demds pueden ser causa de resistencia adquirida, ya quo,por muta-
cidn pueden aparecer cepas hiperproductoyas de estas enzimas.

fn cuanto a Escherichia coli, se trata de una enzima conati-

turiva, on el zentido de gue ni los antibidticos beta-lactamicos'

ni otros efectores extornos modifican su expresidn; sin embargo !

i1a expresidn del gen estructural astid regulada por la presencia
da un atepuador lider.

30 han preonunciado tadricaheate tres tipes de mutantes gue
preducen nayoer cantidad de betalactaimasa cromesdaicas

aj) Mutacion en el asenuader, gue puede aXolir cempletamente!

la terminacidn de la transercipeién v puede incrementar la pmoduc-

cidn de betalacuamasa hastd cuasro © viaco veces,

b) #utacidn a niv2l de ul proxotasr.

¢} Amplificacidn repetitiva de un gen.

£n las cepas de especios productoras de hetvalactamasa induci
ble, la causa de rosistencia mds frecuense e¢s la mutacidn rospon-
sakle de una alteracaidn en el yepresor o atenuddor que conduce at
produccidn conscitutriva de la encima.

Estec tipo de resistencia por mutacién, aungue do graves con-
secuencias, Unicamente cs de difusidn vartical. Su repercucidn en

clinica cerd significariva en la nedida on que la descendencia @i

i
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recta de una cepa con estas caracteristicas pueda difundirse pn}‘
contactoe directo o indirecto de un paciente a otre.
4.3 BETALACTAMASAS PLASMIDICAS.

La preoduccidn de betalactamasas pucde ser codlf{cnda por go-
nes situados et pldsmidoa. La difusidn de este necanismo de resis
tencia oa doble, por herencia vertical { de célula madre a cdlul#
hijal v por paso horizontal de los plismidos, (por conjugacidn of
transduccidn) a bacterias préximas,

Las prapicdacdes més relevanteos de los pldsmidosy pora expli=*
car la difusidn de loz gehes que coedifican las bétala:tamasas 1.3.1
su gapsa de hudspedes y su capacidad de autetrandfareacia por can
jugacidn,

Las plasmideos conjugativos so encuentran en bacterias grampo
sitivos ¥y gramnegativas, con pocas excepclones oxiste una barrera
absocluta para la transferencia de plésnides entre estos dos gru-*
pos bacterianes. De Rodo similar, tambidn existen limitaciones -~
para la cransfcrencia plasmidica entre bacterias gramnegativas -*
acrobias facultativas y anacrobias estrictas.

8in embarge, laz caracter{sticas de los plismidos scrfan so~
lamente una explicacidén parcial de la distribucidn de cstos deter
minantes de resistencia. Muchos de las genes gue ceodifican estas!
ketalactamasas forman parte de transposones, clementos gendéticos!'
que punden integrarsce en puntos diferentes de los ADN.

Estas propicdades de los plasmidos, uniday a la capscidad de
transposicidn de los genes gue cadifican la sintesis de la mayo-'
ria Qe betalactamasas plazmidicas, cohtyibuyen a sy difusidn, asi
batalactamasay en un principio confinadas a un grupo bacteriano,*

puoden obscrvarae, tarde © temprano en otras espoecies, inclusiva-

13



vamaente t:xanémicamenée alejadas.

En las bacterias gramhegativas las betalactamasas, a diferen
cla de 1o que ockrra on las grampositivas, son cnzimas gueo casi !
siempre cstdn retenidas en espacios poaripldsmicosn.

4.4 BETALACTAMASAS CROMOSOMICAS EN LA FANILIA ENTERCIACTERIACEAE

AN

En la familia Enterobacteriaceae la influencia de la batalag
tamasa cromosdmica de las diferentes especies cos decisiva en la '
respuceta 4 los antibidticos betslactimiceds. Sus caracteristicas!
les parmiton distribuisse en tres grupos: .

a) Betalactamasas Schstitutivas y poco sctivas,

k) Betalactanasas constitutivas ¥y relativamente activas.

¢} Betalactamasas inducibles y muy activas.
4,5 DBETALACTAMASAS PLASMIDICAS EN LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

En la familia Enterobacteriaceac las betalactamasas plasmidi
cas deschpenan un papel importantec cono Caudsa de rasistoencia ad-
guirica, Los plismidos poricdores e los genes que codifican es-*
tas betalastamasas, puecden alcanzar cudalgulera de los géneros o ¢
especies y por tanto pucden ser producidas por todos ellos, aun-'
gue nds frecuchtemente en LUNcs gue on QTros.

Bstas betulactamasas suman oa su actividad la correspondien-

te 4 la betaluctamass eromosdmica.

14



INFECCIONES DE VIAS URINARIAS.
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V.- INFECCICNES DE VIAS URINARIAS.
A

Las infecciones de las vias urinarias son gumamente frocuen-
tes; algunas son ademis rebeldes a tratamniento y su probabilidad' .
da recafda es altisima.

Eschnerichia coli es la causante de mds del 75% de las infec-

ciones de "vias urinarias; incluyendo cistitis, pielitis y piclone

tritis e incluso bacteriuria; en casos de infccociones por otros !
microcrganismes, la regla es que existan antecoedentes de introdué
cidn de una sonda © clgln otreo instruments en las sdas urinariaas.

La cdad ¥y Boexo son factores acompafiantes a estos tipos de w!
problemas. EZxicten en ¢l 1-4% de las mujoeres desde la infancia -
hastoa la edad de gestacidn, cuando aumenta la frecuencila; pero su
rnayosr Incremento Se presenta alrededor de los sesonta afiosa; des-!
pucy de esa ¢poca disminuye al 2% de las mujeres.

En las homﬁres, las infcecicnes son rfaras por dobajo de los!
cincuenta afios y en grupes de més edad son notablemente menes co-
munes gque en las hujeraes. .

gon frecuecntes en el 4-8% de las mujeres_emha?nzadas y otrea’
incremento 3¢ presenta cuando So aéllca cateterismo al momento of
despuds del parto. : '

Cualquier obstdcule al libre flujo de orina: tumor, constric
cidn, cdlculos; causa aunmento do infeccidn;_' .

La eleceidn del agonte antimicrobiano adqcuadn, implica alta
respenscbilidad por los problemas de resistencia a antibidticos °*
ya axpuestos. —

Debe lléiar consige la orientacidn del laboratorio dende pre

viamentu hayvan determinade su sonpsibilidad in vitro.

la



Como no hay farmaco uniformemente actfvwo contra tedas las ce

pas dc-Eschc:ichia coli; “warins son las sustancias posiblemente *
oficacesa: tetraciclinas, ampicilina, cloranfenicol, kanamicina, '

pelimixina B, cefnlosporinah y penicilinas.

Siehdo uno de los puntos importantes, la determinacidn de la
produccidn de bctalactamasasipur esta bacteria como factor de re-
~8istencia a penicilina ¥y cefalosporinaa; se prepone ua método, su
cxperiencia y metodologia para su fdcil realizacién en ¢l labora-
torio y que pueda ser incluido en la rutina microbioldgica, asi ¢

como el resultado estadistico de la frecuechcia de produccidn de °

estas enzimas por B.coli .

17
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Vi. Escheriechia coli.

Edcherichia coli es un bacllo gram negativo, no formador de ¢
esporas, que pertenece a la familla Entercobacteriaceae, gque se '

reconoce como dnica especie, y su serotipificacién se basa en la '
distribucidn de sus antigenos O, H, y K; (somitico, flagélar y = !
capsular, respectivanmentol).

Por ser fermentador de lactosa se incluye en el grupo de baca-
terias celiformes, junto con Citrobacter, xlébsicl;u_y En;a;obaé-'
ter. h

Los baciles celiformes sen anaerobhios facultativos, ¥ sSu cre-
¢imiento Sptimo se cfectdn a 37%:, _

Escherichia coli ¢3 comensal del aparate gastrointestinal, ¢
pero puede infectar otros drgancs anatémicos. El interds en esta -
investigacidn es la invasién a vias urinarias.

Una de las cafacte{isticas de Escherichia coli es que sigue*
1a via de produccidn de 4dcidos mixtos, dando positiva la prucbha deo
roje de fetlilo y negativa la de Voges-Proskauer; caracteristica -
que la distingue de los demds grupos pertehecicntes a los colifor-
mes ¥ a otros miembros de la familia Enterchacteriaccae.

Normalmente Escherichla colil es susceptible a una variedad ¢
amplia do antibidtices de amplio espectro, entre los cuales se in-
cluye: tetraciclinas..cloranfcnicol, ampicilinas, eritromicinns,
ngonicina. estreptomicina y sulfonamidas.

5in embargo, prescnta resistencia frecuente a muchos medica-*
mentos, debido principalmente a plismidos, aunque tambidén a genes'
cromosémicos.

Por lo tante por ser un organismo gue invade cominmente otro*
tipo de drganos, se propone la siguiente metodologia para investi-

19



gar su produszzldén de betalactamasas.
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METOBOLOGIA.
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VII.~ METODOLOGIA.

7.1 RECOLECCION DE MUESTRAS: : )
Se debe recoger la muestra de orina en un f:aéqn.cpppleta- .
mente estdril y despudés del asco cdecuado. . ‘
Lz orina favorecc el crecimiento de los gé:meneq por lq,—W
que as absclutamente pocesario se afectie el cult:vorqh';a_horé .
siguicnte a su recoleccidn o que se mantenga Qn ref:igefaci&n_a

42 ¢ hasta ¢! momonto necesario.

7.2 AISLAMIENTO FRIZARIO.

PLACA FRACCIONADA:

l} Preparar tres diluciones de orina, con agﬁa déstiladg.'
estéril en tubos esterilizados de tapdn de :oscﬁ.

1:1¢ - 1 a1, de orina - 9 ml, ge aqué destilada.

1:i00 - 1 ml. de dilucidn 1:10- 9 ml, de agua destilada.

1:1000- 1 ml. de dilucidn 1:100- 9 Ml. de agua destlilada.

2) Pasar 1 ml, ce cada dllucidn a cajas de petri proviamep
te esterilizadas. '

3) Cubrir la diiucidn con 215-20 nl. de agar cuonta gorme-"*
nes fundido y enfriado y mezeclar bien haciendo girar las cajas.

4) Incubar 24 hrs. a 37%,

5) Estimar las colonias en un contador Quebec y escoger la
placa que de entro 30 y 300 golonlas. Multiplicar per la dilu-'
Eién ¥ obtaner el nudzero total e bacterial por mililitreo da -
orina, 1

Sabﬁn_xﬁss el recuento bacterianc en la orina de paciences
infectados muestra mas de 100,000 (105) micrcorganismes/ ml.

7.3 AISLAMIENTO SELECTIVO.
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1.- Resembrar dirégtnmenee una ccioniénde'lércdjq ﬁe:agh}'
nutritiveo (tfas.previa correlﬁcién do'hﬁfffntis»al*érﬁm:dc pro~
senclia de bacilos gram negativos) a una caja de aqar Mac conkey:
& EMB (Eosina— azul de metileno).

" 2.- Incubar 24 hre. a 317° c.

) Esche:ichia coli es cl tlpico formentador do lnctosa, por*
;q tanto es el pardmotro principal atilizado para descartar 8l
se ;éaba‘o_no da.esta bacterlia.

7 ﬁl'aéar de Mac Conkey contiene sales biliares y cristal -'
violata gue inhiben el desarrolleo de bacterias gram positivas y
do algdnas especies gram neogativas exigentes,

. La lactosa e¢s el dnico hidrato de carbono en este medio. Y
H. coli forma colonias con tono rojo debido al viraje del indi-
" cador rojo neutro {( cs rojo a un pH menor de 6.8), ya que predu
ce grandes cantidades de dcidos. Sus colonias ecstin rodeadas de
~una zona de bilis precipitada.

otra de sus caracteristicas es que casi todas sus colonias
aon sccas,

El agar EMR {Fosina-Azul de metilena) fue utilizado también

" ya que contiene estos colorantes dée anilica gue so combinan pro-
cipitando a un pH acido, Eschericla coli preduce colonias color
_negro verdoso con brilleo metdlico inconfundibles. El agar EMB -
‘tiene la ventaja de revelar la naturaleza mucoide de algunaa -
cegas de E, coli debide a un aumento de produceidn de sustan- '
cias pelisaciridas en este nedio y que en otro medio podrfan ser
confundidas con Klebsiella.
7.4 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

Do los cultives positives presuntives de Escherichia ceoli!
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se procecde a una bateria esonclal para identificacidn: Agar hie-
rro de Rligler, SIM e IMViC. .

La clasificacidén de las bactaerias estd basada en la detor-~®

minacién de la presencia o ausencila e diferentes enzimas qua es .

tdn cedificadas por el e¢romgsoma bacterianc,
Estas onzimas gulan ol netabolisrmo bacteriano por diferon='
tes vias que sec pueden detectar cen diferentes pruebas in vitro.

Escherichia coli cuenta con las siguientes caracteristicas:

PRUE3A O SUSTRATQ

INDOL POSITIVO
ROJQ DE METILO POSITIVO
VOGES~-PROSKAUERR NEGATIVO
CITRATO DE SIMMONS NEGATIVO
SULFURQ DE HIDRCOGENO MEGATIVO
URE#SA NEGATIVO
MOVILIDAD - POSITIVO O NEGATIVOD
GELATINA HEGATIVO
.L!SIRA DESCARBOXILASA TARDI0
ARGININA TARDLO
ORHI&INA TARDIO
FENIL ALANINA DISAMINASA NEZCATIVO
HMALONATO NESATIVSG
GAS A PARTIR DE GLUCGSA POSITIVO
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PRUFBA © SUSTRATO

LACTOSA POSITIVO

SACAROSA . TARDIO :

Tabla 1,- Caracteristicas del metabolismo bacteriano de
E. ecoli,

a} Agar hicrro de Kligler: De la placa de agar de Mac ¢on7.
Key deobre tomarse una sela coleonia aialada de E. eoli. Se¢ inocu-
1la con un alambre recto, con el cual e atraviesa la parte pro-

funda del tubo tras retirar el alambre se estria el picb.
Incubar a 35° ¢. de 18 - 24 hes, )
La fcrmentacidn bacteriana de lactoaa es mds compleja que!
la de glucosa. La lactesa es un disacdrido compuesto por gluco-
sa ¥ galactosa conectadas por un dtomo de oxigeno, que forma lo
que se liama unidn galactdsidu. Por hidrdlisis se destruye esta
unign liberdndose ius dos monosacdridos. Para gue una kacterial
utilice 1a lacteosa deben estar presentes dos cnzimas: lo betas!
galactésido-porneasa, que permite la transmigracldn de beta-ga-
lactdgides a través de la pared celular bacterilana y la beta-ga
lactosidasa, requérida para 1a hidrdlisis de la unidn heta-ga-'
lactdaido. l.as degradaciones fcidas finales prd-wicnen de la de-

gradacién de la glucosa. (via Enbdem-Meyerhofl. *
Los resultados obtenidos en el Kligler se interpretan de *
la siguicente forma:

Pico adcido/Fondo dcido: glucosa y lactosa fermentadas. Es*
caracteristico de coliformes £e:mentaaores de lactosa como E. !
coli ¥ el grupo Klebsiella-Enterobacter. No hay produccidén de =

gas st.
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b) Indol: (SIM: sulfihidrice, indol, motilidad): se inoccu
la ol medio de SIM, por picadura, se incuba a 35%C de 48-72 hrs
Para su lectura sc utiliza el reoactivo de KOVAK. Revisar natili.;
dad,

El indol es uno de los preductos del metaholiamo.del.ﬁmiﬁgi.
dcide triptdfanc. Las bacterias que poscen la-onzima :riﬁéﬁfang ,1
Sa son capaceoes dq degradar- cl triptdfano con producéi&n_de ;h{'ﬁ‘f'

.dol, deido pirdvice y zmonlaco. . o o S -

E)l indol sa detectd on el moedio apropiado, obserﬁgpdn,la'E“
aparicidn do un color rojo fucsia on la interﬁaau,délnéoégﬁi§é;.f
y el nedio, scgundos despuds de afiadir el rectivo y cs iﬁdicﬁpE:
vo do presencin de indol. . -

Se utilisd reactive de Kovac, aungue mencs 5¢hgible, ya -°*
que emplea alcohol anilico como diluyente que es capaz de ex— *
tracr suficiente indol del medio acuoso sin ia'nccesidad de afia
dir cloraformo coma cxé:ayonte.

c) Rojo d¢ metile~Voges Proskauer: Inocular ©ste caldo a *
35°%¢ go 48-72 hrs.

Rojo de matilo; al término de la incubacidn afiadir 0.6 ml+
del indicador rojo de metilo. .

Voges-Proskauer: al tormino de la incubacién afadir 0,6 -»
nl de alfa-naftol al 5% y 0.2 ml do KOH al 40% . Dcjar reposar’
de 10-15 ninutas.

Laa bscteriaa que siguen la via do la produccidn de &cidos
mixXtos, pruducen suficiente dcido comw para mantener ol pH por!
debnjo de 4.4 contra cl sistema ostabilizador del pli del nedio,
por lo tantﬁ todas las copas de Escherichia coli d;n la prucha

peaitiva de Rejo de Metilo.
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Algupos grupos de bacteriaa convierten ol ace:llfyotilcar—‘
binoi en diacetilo por aceidn de KOH y oxlgeno atmosfdrico. El!
diacetilo se convierte en un complejo roje por adicién de alfa-
naftol ¥y creatina indicando que la prueba es pesitiva, Por lo °*
tanto £, goll e Voges-Proskauer negativa. h

Bl siguicnte esguema mﬁestra las ads vlas alternativaé {4~
cidos mixtc# y butilenglicol) para el motakbolismeo del piruvato!

formado por fermentacidn de glucosa.

GLYCOSA. :

2]
munuswantagresasas ACIDD PIRUVICO.amsaasessomengo=ss
: | :
ACETILMETILCARBINCL FERMENTACION ACIDA *-
{ACETOINA) MIRTA.

"
n

pH menor 4.4 vira el
indicador rojo de mo-

l---uu-:iﬁluﬂnn--u--l.-a---...".

i B tilo.
BUTILENGLICOL PIACETILO
COMPLEJD ROJO.
Kon prucha de rojo cde me
Naftol aire tile positiva, -

COMPLEJO ROJO.

PRUEBA DE VOGES PROSKAUER
POSITIVA.

d} citrato de Simmons: Incubar por picadura y ostria este’
medic e incubar a 35% por 24-48 hres.

El citrate de scdio es una sal del dcido citrico, metaboli
to constituyente del ciclo de Krebs. Alglinas bacterias pueden -
obtener energia por via distinta de la de¢ fermentacidn de hidra
tos de carhono, utilirzando eitrato come tnica fuente de carbeno.
Escherichia coli no cuenta con osta caracteristica, por lo tanto

da una prueba negativa.
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La prueba se detecta por medic de la formacidn de subpro-"'
ductos alcalinoes en un medio gue contiene citrato come inica -*
fuente de carbeno. Pa un desarrclle de up color azul intenso on
24-48 hrs la prucba positiva,

7.5 TECNICA ACIDOMETRICA PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE BETA-*
LACTAMASAS.

Una wez identificada E, coli proceder a ésta prueba.

Reactivo: A 36.¢6 nl de agua destilada se le adicionan 2.0°
ml de selucidn de rojo de fenol al 0,5% y 20 nmillones de unida-
des de penieilina G potdsica. Be mezcla perfectamente y se ajug
ta o pi de B.3 dejando caer gota a gots ol NagH 1N.

La colorceldn obtenida debve ser violeta intenso y se dapo-
sita en cantidades de 0.5 ml en tubos de tapdn de rosca. Debe
almacenarse en congelacidn hasta ser uctilizada,

Se prepuars una suspensidn bacteriana e 1la copa purn, ma-*
yor <o ].09 unidades formadiras de colenias por cada ml, le que*
equivale o una densidad mayor al cstandar de Mac. Tarland No.o <

Comprobar gue ¢l roactivo al descongelarse tenga un pH de!

Za mozela debe estar o tempsratura ambiente. Adicionar un'
ttl. de la solucidn bacteriana. Dc;puéa < reposar 15 minutes, !
sc considera posit+vo cuanzo la solucicn adopta un color armari-

lo ¥ es indicativo d¢ prescncia de betalactomasa positiva.

La prescncia de betalactonasa produce 1o ruptura del anillo
do peniecilina con produccidn de 4caido pernicildniceo, produciendo
acidez en el medio, que ¢std a un pH e B.5. La prescncia do ro

jo do fancl como indicador, cuatdo estd presente ¢l acido penie

cildnice produce una caida del pH a 6.8 © monos y preduce un vi
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raje de la suspensidn a un color amarillo gue es indicative do

la presencia de la enzima.
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RESULTADOS,
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V1II.- RESULTADOS.

8.1 AISLAMIENTO PRIMARIO: _

Un urocultive positivo es aguel que contiene mis de 100,000 mi-~
croorganismos por mililitro de orina. Se escogid el mdétodo &é ﬁ;acé"':
fraccionada, porgque es cl gue obticne exactamonte unidades_fd;ﬁﬂdd—fp
ras de colonias, . ) _‘7 .

Todos los cultivos positives {100 muestras[-rﬁerbn fé;ﬁleétadus_
de las placas con dilucidn 1:1000, pues qs_doh#efﬁoqarr01lar§n de -+
100 a 300 colonias. Los positives en la dilueidn 1:ib0:§uér§h indiet
catives dnicamente de contaminpacidén, quizds por mal empleg de-laé -t
instrucgiones dc asco.

B,2 AISLAMIENTO SELECTIVO:

¥a que Escherichia ceoli es el tipico fermentador de lactosa; -
los resultados de la resiembra en el agar de Mac Conkey gue contiene
lactosa como unico hidrato de carbono fueron de desarrolle de colo-'
nias con tene rojo debido al’viraje del indicader reje nrutroe; y cla
ramente ze ven colonias reodeadas de una zona de bilis preocipitada. !
Todas son colonlas secas,

En el agar EMB {Eosina-aAzul de Metileno), Escherichia coli pro-
dujo colonias coeler negro verdodo con brillo metdlico inconfundibles.
Solo dos cepas réwlaron naturaleza mucelde, que al-meterles la bate
ria de bioguimicas si sc comprobd que fueran Escherichia coll.

8.3 IDENTIFICACION BICQUIMICA.

La baterfia de identificacidén réswwld los siguientes resultados
pararlas 100 cepas de Escherichia coli:

GLUCOSA POSITIVO

LACTOSA POSITIVC
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" SULFURO DE HIDROGENO NEGATIVO

INDOL- . . . POSITIVO
MOTILIDAD - . POSITIVO O NEGATIVO
CITRATO NEGATIVO '
ROJO DE METILO POSITIVO
VOGES—-PROSKAUER NEGATIVO

al hgar hierre de Kligler: Los resultados en este medio se in-!
_terpretaron de la siguiente manera:

Pico &cido/Fondo dcido: Glucosa y lactosa fermertadas. Es catrac
teristiéc para todas las cepas de Escherichia coli que se aislen.

b) Indol: Para todas las cepas s¢ observd el desarrollo del co-
lor fucsia caracteristice an la interfase del reactivo y el medio.

c} Rojo de metilo: Todas las cecpas de Escherichkia coli tienen !
la_cupacidad de dar esta prucba positiva, ya que mantiene cstables
los productos terminales dcidos de la fermontacidn de la glucosa y°*
"vence la capacidad amortiguadora del sistema. Por lo tanto se ohser-
varon ¢n todos los ensayos, la aparicidn del viraje a un color rojo.

d) Prueba dc VOGES-PROSHALER: Todas las cepas de Escherichia -
coli dan la prueba negativa, ya que produce dcidos pereo no 2,3-buti-
lenglicol; por le tanto sc Sbserva el calde con ol mismo coler del -
reactive (amarille) sin viraje.

e} Utilizacidn de Catrato: Escherichia coli da la prueba nega=-'
tiva por le tanto sc observd el medio sin crecimiento ni cambio de -
color completamente vesde.

8,4 METODO ACIDOMETRICO PARA DETERMNINACION DE DETA-LACTAMASAS.

be 120 nuestras identificadas <¢ono Escherichia colli, dio una -°

produccién de positivos pafa bota-lactamasas de 27. 0 sea que el 27xX

de las cepas de Eacherichia coli son resistentes a leos antibidticoa’
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batalactémicos. - o R S
Psto se interpreta en el sentida de qﬂe luiprbbabllidnd'do una’

cepa de Escherichia coli reqiktrada ébﬁdqusiti&éfﬁdrﬂai'métddo ;ci-

domdtrico es 0,27 .

Sin embargo en la prictiéa clfﬁicﬁ, se'tdviéfan porlejemplo a '
procesar 10 muestras de urecultive para determinacidn final de pre-'
sencia de betalactamasas, y se guiera Bnber_cualres la probabilicad:r
de qua exactamente una mucstra resulte positiva; para ello es nccesa
rio emplear una distribucién estadistica, la DISTRIBUCION BINOMIAL,'
pues sirva para reflejar la probabilidad exacta de obtener en deter-
mihado evento © ensaysc una muestra positiva.

Esta distribucidn conduce a uno de doa resultados posibles, mu-
tuamente eXcluyentes (o es peositiw o es negativo), ¥y donde conside-
ramos a todos los ensayos como independientes; es decir, el resulta-
do de cualguler ensaye particular, no es afectado por el resultado *
do cualquier otro ensayo.

Es decir. la probabilidad resultante de que una muestra pca po-
gitiva en un conjunto de 10 no serd la misma en la gque ol ensayo seca
de un conjunte de 20 muecstras.

LA ecuacidn de la distribucidn Binomial es la aigulente:

£0 = (94.9"7F p*  donder (Qleni/xiln-%){ para x= 0,1,2,....n

n = Numere de muestras a procesar.

x = Variable aleatoria (nuimero de muestras positivas con n ensa
yos,

p = Muestra con resultado positivo,
g = Muestra con resultado negativo.
Osea que la probabilidad exacta de que una muestra nos reaulte'

pesitiva en un conjunto de 10 muestraa es la siguiente:
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£1= (}100.729%0.27)=
£;11- (10l/91)(0;?3)9I0u27]- 0.16°

Per lo :anto siempre deberé tomarsa en cuenta este datalle pro-"*

babilistico, sagﬁn el ndmero de nucstras dque se estéh tratando en el
monen l‘.o . N

El esquema estadfﬂt1CO ae rep:esenta de la siguiente manera:
Palc;lando la distribucién binomial de la obtencidn de 0, 1, 2,¢

3, 4, 5, 6._1.'3; 9,y 10 mucstras positivas. Se obtuva la siguiente’
tabla que posteriormcntu s0 graficé-

ey

PROBABILIDAD
(10170110 11 (0.27)°10.73)10= 0.0429
(101711 913(0.27)1{0.73)% = 0.1589

(101721 81100.271210.73)8 = 0.2645
(1o:/31 71000.2M3(0,73)7 = 0.2609
{101/41 61310.,271%(0.73)6 = 0.1688
(10t/51 51)1¢0.2735¢0,73)5 = 0.0758
{lol/6 411¢0.27)8(0,7314 = 0.0231
{10t/71 311(0.27)7{0.7313 = 0.0048
{10:1/81 21)40.27)8(0,7212 = 0.0006
{101/91 111(0.27)9{0.73)) » 0.00005
(101/101013¢0.27110(p.7310a_ 0.000002
SUMA = 1.03000

= {0 o |t o Jon fia e | e o IR

o

Como se¢ puede oblservar la regicn de 1 a 4 mucstras positivas os'
la de probabilidad mis alta, Esto es de mucha significancia en la =
clinica perque es de alto riesgo el valor esperado de muestras posi-?
tivas en un conjunto de muestras a tratar. .
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IX.— CONCLUSIORES.

ESs muy Amportanta la decisidn a témar_sobre ol antimicrobianc -*
para combatir una infoccidn. Es fundamental tratar de évitar la pro-*
duceidn de cada vez mdg, cepas resistentes a los antibidticos gue el
hombre tiene a su alcange.

par 1o tanto, la comunicacién entre el médico y paraclinica es *
trascendental; es necesario investigar en tode culkive gue s¢ oktenga
una cepa, que se suponga o s8e tenga chadi la certezd de que sea mutan~
te u obtenga facilmente tesistencia, se practiquen pruebas de suscep~
tibilidad antimicrobiana, antes de selecclonar cualquier antibidtice,

Despuds da expuesta la experiencia y metodologia de este alstema
acidométrico para determinacidn de betalactamasnss en Escherichia coli
o5 de consideracidn sca ineluido en la rutina bacterioldgica de cual-
quicr laboratorio , tanto por su bajo Cconto, come por sor muy segure’
y de facil realizacidn; afladicnde ademds que una bacteria que exhibal
capacidad de produccidén de la enzima, vs un marcador Que indica, con’
alta coeficlente, la prediccidn de que serd resistonte na antibidticos
betalactdmicos; situacidn gque puede comprobarae cuapdo se realicen =*
prueboss de sensikbilidod y congentraciones inhibitorias minimas; pu- '
diende dvitar este paso para este tipo de antibidticos, y hacer ca-*
tas prucbas sclo para las restantes opciones) reduciende adn nds el !
costo del procesao.

Este me'todo puede ser aplicado a bacterias, tanto gram negativas
como gram positivas: siendo asi mds amplia su vtilidad,

Los antibidticos de eleoccidn para infecciones dal tracto urina-*
rio causadas por Escherichia coli son sulfonamidas y ampicilina; sien
do la ampicilina un antibldético betalactdmico es nocesario realizar !

esta pruebn,
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A pesar de qua lﬁibétaléctQAésh qexﬁigo'ééemssdhico en EBacheri-t
chia coli, es de cipq'cbnatltuci;b}jy ng ﬁiﬁéﬁn-ofector externo pue-
da modificar su expresidnf aéfcnﬁécé?qué-e;is:e ©l peligro de los mu~
tantes y cEio €8 uﬁa‘de'las.razahéé pdr-ias que se trata de evitar su
propagacidn, - . . )

Pere tambidn lag betalaﬁtaﬁas;s plaaﬁiaicas desenpedian un papel!
imbortantisimo came causa de resgistencia, los genes que las codifican
pueden alcanzar éualqﬁier génoro y especie y per le tanto ser produci
¢as pesteriormente por bactarias gram positivas.
. a un sole paciente, gi-

El realizar este mdrodo no sele protege

no 3 toda la peblacidn.

Por lo tante no olvidar, gl porcentaje relatcivamente alto de pro
babllidad de gue wna copa Escherichia celi sea betalactamasa positiva
es lgual a 0.27. ¥ considerande las probabilidades particulares en ~°
realidad, del aunero de muestras o situacidn gue me presenre.

Adends considerande que Escherichia celi no ocupa uno de los pri

'

meros lugarcs en produccidn de eatss cnzimas, ceome otras bocterias;

por 1o gue aun mds debe tomatse rodo en cucnhta.
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