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RESUMEN

La familia Enterobacteriaceae conocido como enterocterias corresponde a bacilos
Gram negativos que adquiere su nombre debido que habitan en el intestino de los
mamiferos. La mas representativa de esta familia es Escherichia coli que tiene una
diversa estructura antigénica que los hace las mas comunes de las bacterias

encontradas en pacientes con ITU (infeccion de tracto urinario).

Los antibiéticos son uno de los descubrimientos mas importantes de todos los
tiempos lo que ha generado una gran cantidad de ellos en el mercado de tal
manera que actualmente ha venido a surgir la resistencia a los antibioticos, pero
esto es solo el principio pues se ha demostrado que surjan cepas que son
resistentes a los carbapenémicos lo cuales son el tratamiento de Ultima instancia

usado para cepas multirresitentes

En la presente investigacién se llevd a cabo un analisis microbiol6gicos para
identificar cepas de E. coli productores de carbapenemasas aisladas de muestras
clinicas obtenidas de hospitales y clinicas de las region de H. Caborca, Sonora, en
la cual se recolectaron 162 muestras de orina de mujeres en el periodo de enero
del 2015 a mayo del 2017 de las cuales 43 (57.3%) de las cuales 34 (79.0%)

cepas que correspondieron a Escherichia coli

Las pruebas para la determinacion de carbapenemasas se realizé a las 34 cepas
correspondientes a E. coli, de las cuales 15 cepas (44.11 %) mostraron un

resultado positivo.

XV



1. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae corresponde a un grupo heterogéneo y extenso de
bacilos Gram negativos que adquiere su hombre debido que habitan de manera
saprofita en el intestino de los mamiferos, asi como también de manera
cosmopolita en agua, suelo y la vegetacion. Esta familia comprende muchos

géneros siendo la representativa Escherichia coli.l 2

Se han definido mas de 50 géneros; sin embargo, las Enterobacteriaceae de
importancia clinica comprenden 20 a 25 especies y otras se descubren con poca
frecuencia. En la literatura se demuestra que hay muchas referencias sobre la
identificacion bien detallada de esta familia. Geéneros como Salmonella,
Escherichia, Proteus, Citrobacter, Serratia, Enterobacter son moviles y Klebsiella y
Shigella son inmdéviles. Se caracterizan por fermentar en vez de oxidar. Su
ubicuidad y su frecuente adquisicién de elementos genéticos méviles demuestran
que sus hospedadores estan adquiriendo regularmente a nuevas cepas con nuevo
material genético (incluyendo resistencia antibidtica) a través del agua, los

alimentos, los animales o de fuentes inanimadas en la comunidad.?

La infeccién del tracto urinario (ITU) es la infeccion bacteriana méas frecuente. Los
microorganismos causales mayormente involucrados en esta infeccion son
aguellos propios de la flora bacteriana del colon ya que se aislan en casi el 50%
de las muestras clinicas que se remiten a los hospitales, predominando E. coli; sin
embargo, también son comunes otros microorganismos de la familia

Enterobacteriaceae.3*



Se estima que entre el 15 y 25% de los pacientes hospitalizados en los servicios
de medicina interna y el 85% de los ingresados en las unidades de cuidado
intensivo son portadores de sondas urinarias durante corto o mediano plazo. De
esta forma, el riesgo de ITU se incrementa entre 3 y 10% por cada dia de
cateterizacion, alcanzando una probabilidad de infeccién del 100% a los 30 dias

de permanencia del catéter.*°

Asi mismo debido a los tratamientos mal suministrados las bacterias resistentes a
los antibidticos que son dificiles o imposibles de tratar son cada vez mas comunes
y estan ocasionando una crisis de salud de dimensiones globales, lo que deteriora
la calidad de vida del hombre y aumenta los costos en salud, convirtiéndose en

una carga para el gasto publico de los diferentes gobiernos.%’

Generandose asi a las carbapenemasas quienes representan la familia de
betalactamasas mas versétil, con un amplio espectro. Aunque se conocen como
“‘carbapenemasas”, la mayoria de estas enzimas reconocen e hidrolizan a casi
todos los betalactamicos y son resistentes a la accién de los inhibidores de los
betalactamicos.® Las carbapenemasas pueden transferirse entre diferentes cepas
de bacterias, usualmente por moléculas circulares de ADN (&cido
desoxirribonucleico) conocidas como plasmidos, que pueden replicarse de forma
independiente del ADN cromosomico y permitir el intercambio de material genético

entre diferentes géneros y especies de enterobacterias.*® Esta transferencia



horizontal de genes puede involucrar multiples patdégenos y extenderse en un

entorno hospitalario.?



2. ENTEROBACTERIAS

2.1 Generalidades
2.1.1 Caracteristicas

Los miembros de esta familia son microorganismos en forma alargada o baston
también llamados bacilos que por lo general miden de 1-3 micras de largo y 0.5
micras de didmetro. Son bacterias Gram negativas, la mayoria de las
Enterobacterias son méviles por medio de flagelos peritricos, estos permiten la
locomocion mientras que otras especies son inmoviles, tienen elongaciones
membranales llamadas pilis que sirven de adhesinas o para la trasferencia de
ADN del plasmido.® Son organismos Gram negativos que se caracterizan, desde
el punto de vista microbiolégico por ser bacterias no esporuladas con crecimiento
en aerobiosis y anaerobiosis, es decir, son anaerobios facultativos; que reducen
los nitratos a nitritos salvo algunas excepciones; que fermentan la glucosa con o
sin formacion de gas; muestran negatividad a la prueba de la oxidasa; no aumenta
su crecimiento en un medio hiperténico.! En la tabla 1 se puede observar otros

miembros de la familia Enterobacteriaceae.

2.1.2 Transmision y ubicacion

Las enterobacterias pueden trasmitirse por varias vias en las que destacan el
contacto con los rumiantes, y en particular el ganado bovino y ovino, son uno de
los principales reservorios de estas bacterias. Otros animales como las cabras, los

cerdos, los caballos, las aves de corral, los perros y los gatos pueden actuar



también como reservorio. Los animales portadores no muestran ningin signo

clinico.10

De modo que su principal habitat es el intestino del hombre y de los animales,
incluye muchas bacterias que normalmente se consideran inofensivas y dos
géneros cuyos miembros son patdgenos: Salmonella y Shigella. Escherichia y
Klebsiella pneumoniae comprenden los gérmenes coliformes normales, y estos
junto con Proteus, se encuentran en el intestino de la mayor parte de individuos.
No suelen ser patégenos, pero son oportunistas y producen enfermedad cuando
alcanzan un tejido u o6rgano susceptible.!! Las Enterobacteriaceae son las
bacterias que se recuperan con mayor frecuencia en las muestras clinicas.
Ampliamente dispersos en la naturaleza, estos microorganismos se encuentran en
la tierra, suelo y agua, sobre plantas y, como lo indica el nombre de la familia, en

el tubo digestivo.'?



Tabla 1. Otros miembros patdgenos de la familia Enterobacteriaceae.!3

Factores de

Género Caracteristicas Taxonomia . . Patogenia
virulencia
Fimbrias Es invasiva, pirogénica.
. - S. typhi es capaz de
- Género Salmonella (cromosémicos [sef]
Moviles (flagelos fueron clasificados lasmidicos [pef]) crecer dentro de los
peritricos), originalmente con base a yrgteinas Pel macrofagos, S,
fermentadores de gina : . P typhimurium requiere la
Salmonella su epidemiologia, gama involucradas en la S

glucosa pero no PN participacion de
spp lactosa de . ho_spedac_jores, patogenesis de GTPasa una enzima

' reacciones bioquimicas y S.typhimurium,
productores de A que ayuda a la

estructura de los antigenos -7 .
H2S. . producciéon de cambios
antigenos. membranales O, K .
Vi en el citoesqueleto
y vt (dafio intracelular).
La importancia Representa del 6 al
. . _'mpP 17% de todas las ITU
Inmoviles, médica llevo a su Presenta los nosocomiales v muestra
encapsuladas, subdivision en tres antigenos de una incidenzia adn
fermentadores de especies: K.pneumoniae, superficie mavor en FUDOS
. lactosa que K. ozaenaey polisacérido tisular y yor grup
klebsiella 0 ; . - . h especificos de
spp producen. lisina K. rh|n0§cleromat|s . Ilpopollsacraldos_), pacientes en
descarboxilasa y Con el tiempo, surgieron las adhesinas .

o 2 L riesgo. Como causa de
son positivas en la tres clasificaciones (fimbrias), los bacteriemia Gram
prueba de Voges- principales, las de sideroforos y la neagativa nosocomial
Proskauer. Cowan, Bascomb vy hiperviscosidad. Klgbsiella ocupa ' el

@rskov. segundo lugar después
de Escherichia coli.
Los antigenos O
(lipopolisacaridos). Produce infeccion
. Con base en pruebas Es prc_)ductor de intestinal con fiebre de
Crecen de mejor .~ . ~° endotoxinas y o P
bioquimicas y ; 39-40 °C, vémito al
manera en P exotoxinas ambos .. .
- serolégicas se reconocen SR inicio, malestar general,
condiciones L . son polisacaridos h -
. ; 4  especies:  Shigella p dolor abdominal intenso,
Shigella spp aerobias, todas d - . gue actdan sobre
. ysenteriae (A), Shigella . dolor general,
las Shigellas ; . las células . .
flexneri  (B), Shigella T hiperestesia en marco
fermentas glucosa bovdii  (C Shigell epiteliales de la i )
lactosa oydii. ©C vy igella mucosa gel colico, evacuaciones
y ' sonnei (D). intestino €cOoNn moco, pus y sangre,

contribuyendo a la
ulceracion.

diarrea acuosa.

Proteus spp

Son lactosa
negativos, moviles
0 inmoviles,
pleomorficos
todos son indol
positivo a
acepcion de

P. mirabilis,
degradan la urea.

Su caracterizaciéon fue
complicada ya que las
especie  del genero
Proteus varias en sus
caracteristicas
bioquimicas.

La estructura
antigénica esta
compuesta

por antigeno
somético

O, flagelar H y

superficial K. El
antigeno flagelar H
contribuye a la
capacidad invasora
de las vias
urinarias.

Hay tres especies que
causan infecciones
oportunistas: P.vulgaris,
P. mirabilis y P.
penneri.

Causan infecciones
urinarias, enteritis,
abscesos hepaticos,
meningitis, otitis

media y neumonia.




2.2 Escherichia coli

Dentro del género Enterobacteriaceae, la especie de mayor importancia es
Escherichia coli. Se encuentra en numero muy elevado en el contenido intestinal y
tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de microorganismos proteoliticos
debido a la liberacion de bacteriocinas (colicinas), sustancias con accion
bactericida, y esta relacionado con la sintesis de vitamina K. Son fermentadoras
de lactosa y moéviles. E. coli es el principal agente etiolégico de infecciones
urinarias, tanto en pacientes internados como ambulatorios ya que posee fimbrias
capaces de adherirse al epitelio urinario y colonizarlo. Produce ademas peritonitis,

abscesos, meningitis, endocarditis, neumonias nosocomiales, etc.*

2.2.1 Caracteristicas

Escherichia coli es una enterobacteria de localizacion ubicua. Fue descrita por
primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore von Escherich, quien la
denomind Bacterium coli. Posteriormente, la taxonomia le adjudicé el nombre de

Escherichia coli, en honor a su descubridor.®

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo con un
metabolismo tanto fermentativo como respiratorio. Puede ser inmaovil o maovil por
flagelos peritricos. Constituye el habitante facultativo del intestino grueso mas
importante, tanto del hombre como de animales de sangre caliente y es el
anaerobio facultativo predominante en el intestino y es parte de la microbiota que

mantiene la fisiologia en el hospedador sano.®



Es miembro de la familia Enterobacteriaceae, y aunque la mayoria de las cepas de
E. coli no son patdégenas, pueden ser patdbgenos oportunistas que causan
infecciones en el hospedador inmunocomprometido.t>16 Fisiol6gicamente, E. coli
es versdtil, esta adaptado a las caracteristicas del habitat y puede crecer en un
medio con glucosa como Unica fuente organica. Puede crecer en presencia o
ausencia de oxigeno y bajo condiciones anaerébicas puede proliferar por
fermentacién, produciendo una mezcla de acidos y gas como productos finales.
Puede también crecer por medio de una respiracion anaerdbica ya que es capaz
de utilizar NO3, NO~20 fumarato como aceptores finales de electrones mediante
procesos respiratorios de transporte de electrones. Esta versatilidad de E. coli le
confiere habilidad para adaptarse al habitat intestinal (anaerdbico) y extraintestinal

(aerébico o anaerdbico).®

2.2.2 Epidemiologia

Suele detectarse las enfermedades disentéricas o diarreicas por el consumo de
alimentos contenidos ademas de la interaccion mano a mano con personas o el
contacto con superficies que tengan al microorganismo. E. coli también esta
involucrada con las infecciones de vias urinarias (ITU) principalmente en mujeres
debido a la facilidad de migracién que tienen este tipo de bacterias hacia el tracto
genitourinario causando cistitis principalmente caracterizado por la polaquiuria
dolor y sensacion de vaciado incompleto, en varones mayores de 50 afios puede
inducir a la hiperplasia prostatica caracterizado por la comprension de las zonas

uretrales causando dolor y obstruccion parcial del flujo de la orina.'®



2.2.3 Factores de virulencia

Esta especie posee antigenos somaticos O (de la molécula de endotoxina),
antigenos flagelares H y capsulares K, hasta el presente se identificaron mas de
174 antigenos O, 56 H y 80 K, con mas de 700 serotipos (basados en las
combinaciones de los antigenos O, H y K). Los diferentes tipos de pili de E. coli
favorecen la adherencia de la bacteria a los epitelios ya que hay deferentes
subgrupos de esta especie que estan asociados a cuadros disentéricos y colitis

hemorragica.t’-1°

Las especies enteropatdgenas poseen adhesinas que les permiten la unién a las
células del intestino, las especies enterotoxigénicas producen exotoxinas
termolabiles generadas durante el crecimiento que se unen a los gangliésidos de
las células del huésped los que inducen la perdida de liquidos, las especies de
Escherichia coli productor de verotoxina (ECVT) o toxina Shiga (STEC), también
conocidas como enteroinvasiva se presenta asociado a la aparicién de sindrome
urémico hemolitico (SUH) por su accién en las células vero (linea células del rifion
de mono verde), a las especies enteroagregativa no se han asociado factores de

virulencia.®



2.2.4 Clasificacion
2.2.4.1 E. coli enteropatégena (EPEC)

EPEC coloniza la mucosa del intestino delgado y grueso provocando diarreas en
nifios menores de 2 afios reportandose a la fecha mayor prevalencia en bebés de
hasta 6 meses de nacidos.?® EPEC fue el primer grupo que se identificd
serologicamente y se asocid0 con casos de diarrea en infantes, siendo la
adherencia su principal factor de patogenicidad. El proceso de adherencia intima
entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la
destruccion de la microvellosidad, con polimerizacion de actina, que lleva a la
alteracion del citoesqueleto en el sitio de la union de la bacteria, debido al
aumento de los niveles de calcio intracelular y de proteina cinasa C, ha sido
denominado adherencia y esfacelamiento (A/E). La adherencia estda mediada por
pilis o fimbrias rizadas que se llaman Bfp (pilis formados de paquetes) cuya

informacién genética esta codificada en un plasmido.??

También cuenta con genes cromosomales nombrados eae (proteina de
adherencia) A y B que operan en combinacion con los genes plasmidicos y dan
lugar a una proteina de 94 kDa (intimina) asociada a la produccion de la lesién de
adherencia intima y esfacelamiento. Esta adherencia intima de cepas EPEC
produce cambios en el citoesqueleto de la célula del hospedero, con proliferacion

de filamentos de actina por debajo del sitio de pegamiento de las bacterias.®
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2.2.4.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias
gue tienen diversas formas denominadas CFA (antigenos factor de colonizacion),
siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus
genes estan en un plasmido que también puede tener informacion genética para

los CFA’s,1®

Elaboran ya sea una o las dos Enterotoxinas (LT y/o ST) por su sensibilidad y
tolerancia al calor respectivamente. LT es semejante en estructura y funcién a la
toxina causante del colera (CT) producida por Vibrio cholerae. La toxina LT es un
dimero de bajo peso molecular, compuesta por una subunidad A (porcién de
accion enzimatica formada de fracciones unidad por puentes bisulfuro) de 28 kDa
y 5 subunidades B (componente que se une al gangliésidos) iguales de 11.5 kDa
cada una. Las ST tiene variedades que son de bajo peso molecular. Los enlaces
bisulfuro de éstas son los que contribuyen a la estabilidad térmica que presentan
estas enterotoxinas. Son dos clases STs difieren tanto en su estructura como en
su mecanismo de accién. Los genes que codifican para la expresion de ambas se
encuentran en plasmidos. La enterotoxina (STa) descrita también como ST-I es
producida tanto por cepas ETEC como por otras bacterias Gram negativas. Sin
embargo STb, la otra variedad de estas enterotoxinas, solo es elaborada por

cepas ETEC.??
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2.2.4.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas enteroinvasivas (EIEC) son capaces de penetrar las células del epitelio
y producen una diarrea inflamatoria, similar a las que causa las especies de
Shigella son fermentadoras tardias de lactosa y debido a su naturaleza invasiva es
intracelular y no movil. EI mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasién del
epitelio del colon; para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las
vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinas y adhesinas, para después
entrar por endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la

célula y diseminacion a células sanas adyacentes.?3 24

2.2.4.4 E. coli enterohemorragica (EHEC)

Las cepas hemorragicas de E. coli producen diarrea sanguinolenta en los seres
humanos, derivado por el dafio que una toxina en las células del tejido vascular.
Fue descrito por primera vez en 1977 por Konowalchuk y colaboradores, quienes
demostraron que cepas de E. coli de los serogrupos 018, 026, 0111 y 0128,
aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con edema de pulmén, producian una
toxina a la que se denomind Verotoxina, debido al efecto citotoxico en células
Vero. Pocos afios después se aislaron cepas de E. coli que producian un efecto
citotoxico en células Hela, el cual podia ser neutralizado por un antisuero anti-

toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1.2% 26

Ademas, EHEC presenta otros factores que estan relacionados a la patogenicidad
de la bacteria. Uno de ellos es el gen eae o intimina, asociado a la adherencia
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intima de las bacterias a los enterocitos y destruccion de microvellosidades
(fendbmeno de “adherencia y esfacelamiento” A/E). Otro factor de virulencia
caracteristico en EHEC es un plasmido de 60 MDa (millones de Daltons) que

codifica una enterohemolisina denominado pO1577.%’

2.2.4.5 E. coli enteroagregante (EAEC)

Debe su nombre a la capacidad para agregarse en el cultivo en medio celular.
Puede considerarse una verdadera infeccibn emergente. Los estudios han
relacionado las cepas de E. coli enteroagregativa (EAEC) con diarrea aguda y
cronica en los paises en vias de desarrollo y diarrea aguda en paises
desarrollados4. En los ultimos diez afios ha recibido mayor atencibn como
causante de diarrea acuosa, la cual se presenta como patologia persistente e

inflamatoria.28

El conocimiento sobre la patogénesis de EAEC es menor en comparacion con las
otras cuatro categorias de E. coli diarregénico. La localizacion de la infeccién en el
tracto gastrointestinal no estd bien definida. Los estudios realizados sobre
muestras obtenidas por endoscopia intestinal muestran que EAEC se puede

localizar en yeyuno, ileon y epitelio del colon.®®

EAEC se considera un patdgeno no invasivo. Sin embargo, algunos autores han
demostrado el fenotipo invasivo en cultivos celulares. Cepas EAEC fueron
internalizadas por células HelLa, mediante componentes del citoesqueleto celular.
Estas observaciones, conjuntamente con la descripcion de casos en nifios con

13



diarrea sanguinolenta por EAEC sugieren que la capacidad de invasién puede ser

otra caracteristica de virulencia.®

2.2.4.6 E. coli difusamenteadherente (DAEC)

Es una entidad emergente de reciente descripcion, se ha descrito que predomina
en preescolares y lactantes, es causante de diarrea aguda, deposiciones acuosas,
mucoides. La adhesion es el primer paso para mantener a los miembros de la
microbiota normal en el intestino; sin embargo, es también la primera etapa critica
en todas las infecciones diarreicas causadas por cepas patdgenas de E. coli. Es
importante, por lo tanto, comprender las caracteristicas que subyacen a la
adhesiéon de E. coli difusamente adherente. Estudios morfoldgicos han descrito
qgue las cepas DAEC generan un fenotipo inusual de adherencia celular sobre el
cultivo de células HEp-2, observandose la induccién de algunas proyecciones de

la membrana celular.?®

El tratamiento consiste en la reposicion de las pérdidas de liquidos por un
adecuado aporte con soluciones orales. No se ha evaluado la eficacia del
tratamiento antibacteriano. Si bien el subsalicilato de bismuto reduce la duracion
de la diarrea y el nimero de deposiciones, asi como también la hospitalizacién, no

se recomienda el uso de rutina.?®
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2.2.4.7 E. coli uropatégena (UPEC)

E. coli uropatégena o UPEC es la causa principal de infecciones del tracto urinario
(ITU) y responsable en un 50% de las infecciones urinarias nosocomiales,
representando elevados gastos meédicos y alta morbilidad en el mundo.
Dependiendo del nivel de infeccion la ITU se puede clasificar en cistitis o
pielonefritis, en casos graves se complica a septicemia o con alta frecuencia se

vuelve crdénica.°

El principal agente etiolégico de las ITU’s es Escherichia coli uropatégena (UPEC),
la cual se asocia con el 80 % de las ITU’s registradas. UPEC presenta diversos
factores de virulencia entre los que se incluyen factores de adherencia (fimbrias P,
de tipo 1, S, M FIC y Dr), alfahemolisina (Hly), lipopolisacarido (LPS),
aerobactinas, proteasas autotrasportadoras (Sat) y Factor Necrosante Citotoxico 1
(CNF-1) y mayor produccién de antigeno capsular (antigeno K). UPEC pertenece
a un sorprendente grupo heterogéneo de patdgenos. Seis grupos O causan el

75% de las ITU.3°

2.2.5 Tratamiento

Desde el punto de vista terapéutico los cuadros producidos por cepas EPEC y
ETEC deben manejarse con rehidrataciéon, de preferencia por via oral, hasta que
el proceso infeccioso se limite. En el caso de los cuadros asociados con EHEC y
en particular EIEC esta justificado el empleo de antimicrobianos por el ataque al

estado general y el riesgo de transmision intrafamiliar.*®
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3. ANTIBIOTICOS CARBAPENEMICOS

Después de que en 1928 Alexander Fleming descubriera accidentalmente la
capacidad de algunos mohos de la familia Penincillum de inhibir el crecimiento de
una cepa de Staphylococcus aureus y que se usara por primera vez en un
paciente con sepsis estafilococica en 1941, los antibidticos betalactdmicos son los

mas prescritos.3!

A finales de la década de los afios 70, durante el analisis rutinario de
microorganismos de la tierra en busca de nuevos inhibidores de la sintesis de los
peptidoglucanos, fueron descubiertos los carbapenémicos. Esto ocurrio a partir de
una nueva especie de Streptomyces, denominada Streptomyces cattleya. La
estructura de la tienamicina, primera de este grupo, fue descubierta por Albert-
Chonberg y colaboradores en 1978, y la misma guarda notable semejanza con los
betalactamicos corrientes. Por su gran inestabilidad fisicoquimica, este producto

no pudo ser usado clinicamente.3?

A través de los estudios de Leanza y colaboradores se obtuvo una molécula mas
estable, sintetizandose el N-forminidoiltienamicina, conocido como imipenem,
congénere sintético de la tienamicina natural fue el primer carbapenémico de uso
clinico, su uso en humanos data desde 1985 el cual es susceptible a la actividad
hidrolitica de la enzima renal dehidropeptidasas 1 (DHP-1) por lo cual se
suministra con cilastatina como estabilizador, seguido del meropenem en 1997 el
cual es estable contra la accion del DHP-1 posteriormente, en 1998 se autoriza el

uso inyectable del mismo, el otro carbapenem es el ertapenem su uso clinico inicia
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en el 2001 el cual se usa contra bacterias Gram negativas productoras de
betalactamasas de espectro extendido, el doripenem representa el carbapenémico
mA&s reciente su uso se autoriza en el afio 2009 el cual es estable contra las

enzimas hidroliticas del rifdn .32

3.1 Estructura

La estructura basica de las carbapenemasas consiste en un anillo betalactamico
fusionado a uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno. Estas modificaciones y
las cadenas laterales, asi como la posicion espacial de éstas, condicionan la
mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) diana, un incremento
de la potencia, del espectro antibacteriano y de la resistencia a las

betalactamasas, siendo los betalactdmicos de mas amplio espectro y actividad.3?

3.2 Consideraciones generales de la terapia antibi6tica

Los carbapenémicos son los antibidticos betalactdmicos con el espectro de
actividad mas amplio. Se usan comunmente para tratar las infecciones causadas
por Pseudomona aeruginosa. Para ejercer su efecto, los carbapenémicos deben
atravesar la pared celular. Esto ocurre a través de las porinas de la membrana

externa en bacterias.3® Los carbapenemes han sido los
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Figura 1. Estructura de los antibiéticos carbapenémicos.3
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antibiéticos betalactamicos de mayor actividad evadiendo la mayoria de los
mecanismos de resistencia bacteriana y, generalmente, se reservan para el
tratamiento de infecciones graves.’®® Estas cualidades hacen que los
carbapenémicos sean imprescindibles en el tratamiento empirico donde se
sospecha de un patégeno multirresistente, en la monoterapia de numerosas
infecciones nosocomiales graves (incluso algunas de origen comunitario) y en la
terapia dirigida contra las infecciones producidas por bacterias Gram negativas
multirresistentes o productoras de betalactamasas de amplio espectro y espectro
extendido. Todos los carbapenémicos disponibles son similares en cuanto a

espectro se refiere.36

La resistencia antimicrobiana es el fendomeno por el cual los microorganismos
disminuyen la accion de los antimicrobianos, de modo tal que los tratamientos no
cumplen con su objetivo y como resultado las infecciones persisten. Dicha
resistencia ha aumentado en los Ultimos anos, especialmente a antibiéticos como
las quinolonas, carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion. El
elevado consumo de antibidticos sin prescripcion médica, ademas del flujo
constante de especies patégenas en el entorno médico, favorece el desarrollo de
la resistencia y amenaza el éxito de los tratamientos en todos los niveles de
atencion en salud, generandose asi un entorno ideal para la propagacion de

bacterias resistentes y la transferencia de genes de resistencia.3’
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3.3 Mecanismo de accion

Los carbapenémicos al igual que los demas betalactamicos muestran una elevada
afinidad por las diferentes enzimas que participan en el ensamblaje del
peptidoglucano, estructura esencial en la pared celular de las bacterias. Estas
enzimas se denominan como PBP’s (proteinas de unidén a penincilinas), por sus
siglas en inglés) y segun su funcibn se clasifican en transglicosilasas,

transpeptidasas y carboxipeptidasas.3?

Para que el carbapenémico pueda ejercer su funcion debe llegar a su sitio blanco.
En el caso de las bacterias Gram positivas las cuales no presentan membrana
externa es fécil; sin embargo, en las bacterias Gram negativas debe primero
atravesar la membrana externa a través de las porinas inespecificas denominadas
OprD, esta constituye una caracteristica especifica de estos farmacos y los
diferencia delas penicilinas, posteriormente inhiben la sintesis de la pared celular
durante el proceso de transpeptidacion, esto produce inestabilidad y debilitamiento
de las membranas e incluso lisis de la célula bacteriana.®® La capacidad
antimicrobiana depende de la estructura y el tiempo de accion de cada uno de los
Carbapenémicos. Estas condiciones hacen que su accion sea diferente en cada

caso.32

3.4 Mecanismos de resistencia a carbapenémicos por enterobacterias
La resistencia multiple en Gram negativos es producto de una combinacion de
mecanismos de resistencia. Algunos de ellos inherentes a la especie (resistencia

intrinseca o0 natural) y otros adquiridos (resistencia adquirida por elementos
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moviles como plasmidos y transposones), que finalmente se manifiestan como

resistencia a una amplia gama de antibiéticos.3®

En términos generales, los principales mecanismos de resistencia a antibiéticos en
Gram negativos son: 1) disminucion de la permeabilidad del antibiético a través de
la membrana externa debido a la disminucion en la expresion de porinas, 2)
expulsion del antibiético mediada por la activacion de las bombas de flujo), 3)
modificacion o mutacion del sitio blanco del antibiético. Y 4) modificacion y
desactivacion del antibidtico por hidrolisis mediada por enzimas. Es comun pensar
que la produccion de una carbapenemasa es suficiente para que la bacteria
presente resistencia a los carbapenems. Sin embargo, en Enterobacteriaceae se
ha demostrado que, ademas de la carbapenemasa, se requiere de la disminucion

de la permeabilidad de la membrana externa mediante la pérdida de porinas.3®

3.4.1 Disminucién de la permeabilidad del antibiético a través de la
membrana externa

Las bacterias pueden generar cambios en la bicapa lipidica, aunque la
permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por los cambios en
las porinas. Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua
embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de algunos elementos,
entre ellos, los antibidticos. Los cambios en su conformacion pueden llevar a que
la membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio

periplasmico.®®
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3.4.2 Expulsion del antibiético mediante la activacion de las bombas de
eflujo

El mecanismo de eflujo para mdltiples agentes antimicrobianos contribuye a la
resistencia intrinseca y adquirida contra tales agentes. El andlisis del genoma de
bacterias Gram positivas y Gram negativas ha confirmado la amplia distribucién de
estos sistemas. Este modo de resistencia puede llegar a disminuir o inclusive

suprimir la susceptibilidad a un amplio rango de antimicrobianos.3°

El disefio de flujo (bomba) es mediado por proteinas de transporte, que confieren
resistencia a los componentes téxicos. En las bacterias Gram negativas es
necesario un sistema de eflujo tripartita para expulsar el antimicrobiano hacia el
medio externo, una proteina localizada en la membrana citoplasmatica, otra en el
espacio periplasmético (proteina de fusion de membrana MFP) y una tercera en la
membrana externa (factor de membrana externa OMF). Los sistemas de eflujo
particularmente de bacterias Gram negativas se asocian con resistencia a

multiples antimicrobianos de importancia clinica como las fluoroquinolona).®

3.4.3 Modificacion del sitio blanco

La modificacion de un aminoacido genera un blanco diferente y asi disminuye la
afinidad de unién por el antimicrobiano. El PBP es un complejo enzimético que
permite la sintesis del peptidoglicano, un compuesto de la pared celular en
bacterias, principalmente en Gram positivas, si se produce mutacion del sitio de
union al antimicrobiano como los betalactamicos, éstos no pueden actuar y se

genera resistencia a ellos. En la modificacion ribosomal los genes erm Ay erm B
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producen modificacién del sitio activo del ribosoma, mediante metilacion. Este
mecanismo es importante en la resistencia a macrélidos en S. pneumoniae y S.

pyogenes.*°

3.4.4 Betalactamasas involucradas en la resistencia a carbapenémicos

Las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del
antibiético haciendo que pierda su funcionalidad. En este caso, la produccién de
enzimas tipo betalactamasas es el principal mecanismo de resistencia empleado.
Estas enzimas periplasmicas hibrolizan los antibidticos betalactdmicos y evitan
que la droga se pueda unir a su PBP blanco.®? Las dos betalactamasas que con
mayor frecuencia pueden llevar a resistencia a los carbapenemes son las del

grupo AmpC y las carbapenemasas.®®

Las carbapenemasas representan la familia de betalactamasas mas versatil, con
un amplio espectro. Aunque se conocen como “carbapenemasas”, la mayoria de
estas enzimas reconocen e hidrolizan a casi todos los betalactamicos y son

resistentes a la accion de los inhibidores de los betalactamicos.8

Hasta la década de los 90, todas las carbapenemasas fueron descritas como
especificas de especie, codificadas en cromosomas, con una serie de
caracteristicas bien definidas.8 Sin embargo, el patrén de diseminacion de estas
enzimas ha cambiado a partir del descubrimiento de las carbapenemasas IMP-1 ,

ARI-1 (OXA-23) y KPC-1 codificadas en plasmidos 28-31. Lo que una vez fue
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considerado un problema de expansion clonal de especies ahora es un problema

global de dispersién entre especies.*

3.5 Clasificacion de las carbapenemasas

3.5.1 BLEE clase A: Serincarbapenemasas

Las carbapenemasas de clase A tienen la capacidad de hidrolizar una amplia
variedad de betalactamicos entre los que se incluyen las penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y aztreonam. Dentro de las carbapenemasas de
clase A, las que tienen mayor trascendencia clinica e importancia epidemiolégica
son las denominadas KPC, que reciben su nombre por haberse aislado
inicialmente en K. pneomoniae: Klebsiella pneumoniae carbapenemase. Son
parcialmente inhibidas por el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, no se
inhiben por el EDTA, pero si por el acido borénico no es exclusiva de la enzima
KPC ya que también es un inhibidor eficiente de las betalactamasas de tipo
AMPc .42

Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes a la clase A son también
llamadas cefalosporinasas, aunque su espectro de accion hidrolitica no sélo
incluya cefalosporinas. Son de naturaleza cromosomica inducible y explican la
resistencia natural a las aminopenicilinas, cefalosporinas de 1lra generacion,
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) y aminopenicilinas combinadas con inhibidores
de betalactamasas (amoxicilina- &cido clavulanico, ampicilina-sulbactam),
expresada por estos agentes bacterianos. Por otra parte, existen AmpC de
codificacion plasmidica que pueden ser inducibles o no. Una caracteristica de las

enzimas AmpC es que no tienen efecto, por si solas, sobre cefalosporinas de 4ta
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generacion, ni sobre carbapenémicos, siendo estos ultimos los betalactdmicos de

eleccion en cepas productoras de AmpC.43

3.5.2 BLEE clase B: Metalo-B-lactamasas

Las carbapenemasas de clase B, mas conocidas como MBL (metalo-
betalactmasas), son quiza el grupo mas relevante de carbapenemasas, tanto por
diversificacion en diferentes variantes aminoacidicas como por su diseminacion
practicamente mundial, y en diferentes microorganismos. Como elemento
definitorio, las MBL de la subclase B1 (a la que pertenecen las MBL que podemos
hallar en Pseudomonas por transferencia horizontal) poseen un motivo de union
de zinc del tipo His-X-His-X-Asp, al que se unen dos iones de zinc, necesarios
para la actividad de la enzima. Asi pues, todas las MBL tienen también en comun
su inhibicion por quelantes metalicos como el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). Dentro de ellas, se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM,
AIM, DIM y KHM. Las MBL AIM-1 y DIM-1 se han detectado recientemente en P.
aeruginosa y P. stutzeri, en Australia y Holanda, respectivamente, pero la

informacién disponible acerca de ellas es alin muy escasa.**

3.5.3 BLEE clase D: Enzimas del tipo OXA

Se ubican dentro del grupo 2df de Bush (clase D de Ambler) descritas en 1980. Se
caracterizan por su capacidad de hidrolizar cloxacilina y oxacilina (de ahi su
nombre “oxacillinhidrolizing” carbapenémicos, no hidrolizan cefalosporinas de
espectro extendido ni aztreonam (a excepcion de OXA 27) y en general son

inhibidas por el acido clavulanico (menos OXA 23 que es resistente).*®
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Para el afio 2007 se habian identificado mas de 100 variantes, de las cuales 9
eran clasificadas como BLEE y 37 como carbapenemasas. Aunque se ha descrito
que la hidrdlisis a los carbapenémicos es débil, se incrementa si otros
mecanismos de resistencia como bombas de eflujo, alteraciones en las porinas o
modificaciones en el sitio blanco estan presentes. Las betalactamasas tipo OXA se
detectan principalmente en A. baumannii, habitualmente dentro de integrones
situados en plasmidos o transposones, aunque ciertos casos se han asociado a

secuencias de insercion.*®

3.6 Deteccion en el laboratorio

La deteccién de carbapenemasas también supone un reto para los laboratorios de
Microbiologia Clinica debido a que su deteccion fenotipica no es facil, ya que en
muchos casos los valores de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las
carbapenemes frente a las EPC se encuentran en el rango de sensibilidad, por
debajo de los puntos de corte clinicos. Por tanto, es necesario establecer una

metodologia que facilite su deteccién.*6

3.6.1 Métodos fenotipicos

Para la deteccion fenotipica de las carbapenemasas se debe tener en cuenta el
perfil hidrolitico general que confiere cada una de sus clases y de manera
especifica cada una de las enzimas incluidas en estas clases, la posible inhibicion

por los diferentes inhibidores de betalactamasas, la epidemiologia local y la
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identidad del microorganismo en el que se pretende detectar o inferir la produccién

de estas enzimas.*®

3.6.1.1 Prueba de sinergismo de doble disco

Las pruebas de fenotipificacion por sinergismo con doble disco en donde se utiliza
acido fenil borénico (APB) o &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se
fundamentan en la potenciacion del halo de inhibicién, que se genera alrededor
del disco del antibidtico, cuando este se enfrenta a un disco cargado con un
inhibidor de la accién enzimética. Por tanto, se considera resultado positivo
cuando se observa una potenciacién del halo de inhibicion, generado entre ambos

discos.#®

3.6.1.2 Test de Hodge modificado

Segun lo recomendado por el CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) el
test de Hodge modificado debe usarse como método de referencia o prueba
confirmatoria cuando las prueban tamiz da positivo. Un resultado positivo se
evidencia por el crecimiento de la cepa ATCC de E. coli en la parte de interseccién
entre el halo de inhibicion generado por la difusion del antibiético y la estria de la
cepa problema formando una hendidura en la parte proximal al disco. Esto indica
la presencia de carbapenemasas en la cepa problema que son liberadas al medio

y permiten el crecimiento de E. coli.*’
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3.6.1.3 Prueba de rapidec Carba NP

Una deteccion rpida y bioquimica de la produccién de carbapenemasa
Recientemente se propuso, a saber, la prueba Carba NP, que es basado en la
deteccion de la hidrolisis del anillo -lactama de imipenem. La prueba Carba NP ha
sido ampliamente validada para la deteccidén de productores de carbapenemasas
en Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp. y una version ligeramente modificada
de esta prueba (CarbAcineto NP) se ha desarrollado para el deteccion de

Acinetobacter spp. que produce carbapenemasas.*®
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4. JUSTIFICACION

Las carbapenemasas son enzimas que siendo producidas por las bacterias les
confiere resistencia a los antibidticos carbapenémicos y a los demas
pertenecientes a la familia de los betalactamicos lo cual, la resistencia a
antibiéticos, sobre todo la combinada a mudultiples familias de estos, es una
prioridad de primer orden para los enfermos, la comunidad, profesionales
sanitarios y personal de salud en general. En los ultimos afios la resistencia
antimicrobiana ha aumentado, tanto asi, que se ha convertido en una emergencia

sanitaria, segun todas las agencias internacionales de salud.

Escherichia coli y los demas miembros de la familia Enterobacteriaceae presentan
con mayor frecuencia resistencia a multiples antibioticos, siendo preocupante la
resistencia a los Carbapenémicos, antibidticos de cuarta generacion y

comunmente usados contra bacterias multirresistentes.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Identificar fenotipicamente a Escherichia coli productora de carbapenemasas por
método rapidec CARBA NP y test de Hodge modificado en aislamientos de

muestra clinicas de la region de H. Caborca, Sonora.

5.2 Especificos

= Aislar e identificar cepas de Escherichia coli

» Evaluar la produccion a Carbapenemasas.
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6. DELIMITACIONES DEL ESTUDIO

6.1 Criterios de inclusion

Los miembros participes en este proceso experimental deben de ser del sexo

femenino.

= Deben de tener como diagnostico presuntivo una infeccion de vias urinarias
(IVU).

= Deben de proporcionar la muestra conforme a las indicaciones de toma de

muestra las cuales se les hizo saber en la carta de consentimiento informado.

Los pacientes no deben de estar en tratamiento con antibioticos.

6.2 Criterios de exclusion

» Las muestras sean proporcionadas por pacientes del sexo masculino
» Que los miembros participantes contengan la muestra en un recipiente no apto
para toma de muestra de orina o no la conserven debidamente.

* Que el microorganismo aislado sea Gram positivo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencidon de la muestra

Durante el periodo comprendido de enero del 2015 y mayo del 2017 se
recaudaron 162 muestras de orina, que se obtuvieron de laboratorios y hospitales
de la ciudad de Heroica Caborca, Sonora. Seleccionandose y procesandose a
conveniencia solo aquellas que en el sedimento tenian de moderadas a
abundantes bacterias y ademas presentaban piuria, tomando como base las
recomendaciones proporcionadas por la Secretaria de Salud. Las muestras fueron
tomadas de pacientes femeninas mediante la técnica de chorro medio, siendo esta
la primera miccidbn matutina, con previo aseo vaginal y obteniéndose en un
recipiente estéril, segun lo recomienda el Instituto de Diagndstico y Referencia

Epidemiolégicos.

7.2 Procesamiento de la muestra

Se tom6 una alicuota de la muestra la cual se coloc6 en un tubo de ensaye
13x100, llevando a cabo el andlisis quimico utilizando tiras reactivas de la marca
Combur Test-10. Se prosiguié a centrifugar 10 minutos a 3,500 rpm y obtener el
sedimento para su posterior revision al microscopio con el objetivo 40X. La
presencia de nitritos, bacterias (moderadas a abundantes) y leucocitos
(concentracion mayor de 5 por campo) fueron los parametros a considerar para
seleccionar las muestras. En el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de

Sonora se llevo a cabo el urocultivo.
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La inoculacion de las muestras se realizé en agar sangre mediante la técnica de
estriado en los cuatro cuadrantes y se incub6 a 37°C durante 18 horas (Figura 2).
Transcurrido este tiempo se observé la morfologia de las colonias y realizé la
tincion de Gram (Figura 3). Se seleccionaron las placas de agar sangre en las
cuales se observaron bacilos Gram negativos, utilizando como medios
diferenciales agar Mac-Conkey (Figura 4), EMB (Eosina Azul de Metileno) (Figura
5) y Salmonella-Shigella. Se realiz6 la técnica de estriado sencillo para inocularlos

e incubandose durante 18 horas a una temperatura de 37°C.

Las pruebas de identificacibn bioquimica realizadas fueron fermentacién de
glucosa (Figura 6), fermentacion de lactosa (Figura 6), motilidad, hidrolisis de urea
(Figura 7), produccion de gas, produccion de azufre, indol (Figura 8), fermentacion

de citrato, rojo de metilo, oxidasa y Voges-Proskauer.

7.3 Método RAPIDEC® CARBA NP

Es una prueba rapida para la deteccién de bacilos Gram negativos productores de

carbapenemasas.

7.3.1 Preparacion del test
Se asegur6 un area estéril, se saco la tira de su empaque y se rotulé. Se abrié la
ampolleta con el medio se suspension API® proporcionado en el kit y se

agregaron 100 uL en los pocillos A, B y C, posteriormente se colocé una tapa
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transparente para proteger el contenido de la tira, se dej6 reposar a temperatura
ambiente (15-25°C), pasado este tiempo se homogenizé el contenido del pocillo B

con uno de los agitadores proporcionados en el kit (Figura 9).

7.3.2 Preparacion del inoculo

Con un agitador nuevo se tomo6 una colonia y se suspendié en el pocillo C, se
coloco la tira en el fondo color negro del soporte bicolor proporcionado en el kit
para facilitar la comparacion de la turbidez entre los pocillos B y C, se repitié este
proceso en caso de ser necesario hasta que la turbidez sea equivalente, se dej6

en reposo 30 minutos a temperatura ambiente (Figura 10).
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Figura 2. Agar sangre.

Figura 3. Tincién de Gram.
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Figura 4. Agar Mac-Conkey. (lzquierda) medio sin inocular, (centro)
fermentadora de lactosa, (derecha) no fermentadora de lactosa.

Figura 5. Agar EMB. (lzquierda) medio sin inocular, (centro y derecha)
fermentadora de lactosa.
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Figura 6. Agar Kligler

(A) medio sin inocular

(B) produccion de azufre
(C) prueba negativa

(D) fermentacioén de lactosa

Figura 7. Agar urea
(A) medio sin inocular
(B) prueba positiva
(C) prueba negativa

Figura 8. Medio de SIM.

(A) Medio sin inoculado,

(B) produccién de azufre e Indol negativo
(C) Indol positivo
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7.3.3 Procedimiento del test

Se traspasaron 25 pL del contenido del pocillo C en los pocillos D y E, a
continuacion, se trasfirieron 25 pL del contenido del pocillo A en los pocillos D y E,
se incubaron a 37°C posteriormente se hizo una primera observacion a los 30
minutos y después una segunda observacién pasados una hora y 30 minutos,
dichas observaciones se hicieron sobre la parte blanca del soporte bicolor,
comparando los colores que se formaron en los pocillos D y E, y se anotaron

resultados (Figura 11).

7.4 Método de Hodge modificado

Siguiendo las instrucciones proporcionadas por el CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institute). Se prepard una suspension de la cepa de E. coli ATCC 25922
al 0.5 de la escala de McFarland y posteriormente se realizdé una dilucion de 1:10
con solucién salina. Se extendio el inéculo de la cepa ATCC sobre agar Mueller-
Hinton (Figura 12), se colocé un disco se meropenem de la marca Sensi-Disc BD
BBL 10ug (REF 232174) justo en el centro de la placa, se tom6 una colonia de la
enterobacteria sospechosa de producir carbapenemasas y se realizd una estria
desde el centro a la periferia rotulandose con la letra C (Figura 13). Después se
realizdé el mismo procedimiento con la cepa de E. coli ATCC (control negativo) y
una cepa de K. oxytoca productora de carbapenemasa (KPC) (control positivo),
rotulandose con las letras A y B respectivamente. Se realiz0 el mismo
procedimiento con ertapenem. Siendo una prueba positiva la formacion de una

hendidura en el crecimiento (Figura 14).

38



A Wi EST 3T

Figura 9. Kit de Rapidec Carba NP

Figura 10. Tira con pocillos de Rapidec Carba NP
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Figura 11. Plantilla de la Tira para
la realizacion de la prueba
Rapidec Carba NP.
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7.5 Control de calidad

Como control negativo se uso la cepa Escherichia coli ATCC 25922. La cepa de
control positivo fue Klebsiella oxytoca KPC la cual fue proporcionada por el cepario
de la seccion de Bacteriologia de la Unidad de Laboratorio del Hospital del Nifio y

el Adolescente Morelense, Emiliano Zapata, Morelos.

7.6 Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron capturados en la plataforma de Microsoft EXEL

posteriormente se utilizé el mismo programa para generar las graficas y tablas
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Figura 12. Placa sin inocular.
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Figura 13. Método de Hodge modificado, placa sin inocular (izquierda) y prueba
neaativa (derecha).

Figura 14. Resultado positivo en el test de
Hodge modificado.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Resultados

Se procesaron 162 muestras clinicas de orina durante el periodo de enero del
2015 a mayo del 2017, de las cuales 75 cumplieron con las recomendaciones de
la Secretaria de Salud (Grafica 1). Se identificaron 43 (57.3%) cepas
correspondientes a la familia Enterobacteriaceae, de las cuales 34 (79.0%) cepas
qgue correspondieron a Escherichia coli, 4 del género Proteus spp. (9.3%), 2 de
Klebsiella spp. (4.7%), 2 de Salmonella spp. (4.7%) y 1 de Shigella spp. (2.3%).

(Gréfica 2).

La prueba Rapidec Carba NP se realizé a las 34 cepas correspondientes a E. coli,

de las cuales 15 cepas (44.11 %) mostraron un resultado positivo.

El test de Hodge modificado se realizé solamente a las cepas de E. coli, de las

cuales 15 cepas (44.11 %) mostraron un resultado positivo.
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Hallazgos en las muestras de orina

M Enterobacterias
m Cocos grampositivos

= Polimicrobiana

Gréfica 1. Hallazgos en las muestras de orina analizadas.

Cepas de enterobacterias aisladas de muestras
de orina
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Grafica 2. Cepas de enterobacterias aisladas de muestras clinicas.
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Gréfica 3. Resultados entre el test de Hodge modificado y el test
Rapidec Carba NP.
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8.2 Discusion

En la investigacion realizada por Grundmann en el afio 2017 concluyeron que 77
cepas (19%) de 402 muestras de E. coli fueron productores de carbapenemasa, lo
cual se puede observar que en la comunidad de H. Caborca, Sonora existe la

presencia de E. coli productora también de carbapenemasas.

En la investigacion llevada a cabo por Garcia y colaboradores en el afio 2011
establecen la relacion de la presencia de BLEE y un mayor niumero de tasa de
mortalidad en las bacteriemias por E. coli, debido a los multiples mecanismos de
resistencia generados por este tipo de bacterias. Ocasionando un fracaso en el
tratamiento o siendo este deficiente, considerandose la mayoria los carbapenemes
los antibidticos de eleccibn en estos casos. Los carbapenemes juegan un
importante papel en el tratamiento de multiples enfermedades infecciosas debido a
gue en muchos de los casos constituye una de las Ultimas opciones terapéuticas,
especialmente en cuadros infecciosos causados por Enterobacterias. De tal
manera que una falla en la terapia con estos antimicrobianos reduce las opciones
terapéuticas disponibles, aumenta el tiempo y los costos de hospitalizacién, y
finalmente se pueden generar complicaciones clinicas que comprometan la vida

del paciente.

La resistencia puede ser de dificil identificacion y la resolucion de las infecciones

ocasionadas por estos microorganismos productores de carbapenemasas puede
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estar comprometida dado el escaso arsenal terapéutico con el que contamos. Por
otra parte, tienen claros factores de riesgo vinculados a los cuidados de la salud
en areas cerradas y con procedimientos invasivos, asi como al uso de

antibioticoterapia previa.

Luque y colaboradores en el afio 2011 en su investigacion realizadas encontraron
la presencia de varias enterobacterias productoras de carbapenemasas en
diversas muestras analizadas, mostrando con esto los complejos perfiles de
multirresistencia que actualmente estan presentando este tipo de bacterias

presentes tanto a nivel intrahospitalario como en la comunidad.
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9. CONCLUSION

Del total de muestras de orina analizadas se obtuvo que mas el 50% de las cepas
corresponden a la familia Enterobacteriaceae aislandose con mayor prevalencia E.
coli, siendo estas las que mostraron mas resultados positivos en la produccion de
carbapenemasas, conjuntamente se identificaron también cepas de Proteus,

Salmonella, Shigella y Klebsiella.

Se observa que el 44% de las 34 cepas de E. coli encontradas son productores de
carbapenemasas lo que evidencia la resistencia a los antibioticos
carbapenemicos, que son de JUltima instancia usados para bacterias

multirresistentes.

Queda en claro que ambos métodos tienen especificidad y sensibilidad pues las
mismas muestras que dieron positivo en la prueba rapida del test Rapidec carba
NP también dieron positiva en el test de Hodge modificado que se usé como
prueba confirmatoria para la produccion de carbapenemasas segun lo indica la

guia que proporciona el CLSI.
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10. RECOMENDACIONES

= Seria de interés realizar un estudio mas amplio sobre la identificacion genotipica
de las bacterias aisladas para entender que genes estan involucrados en la
produccion de carabapenemasas en nuestra region y relacionarla con otros

serotipos de E. coli de otras regiones.

» Es importante resaltar la importancia de las medidas de prevencién como el
fortalecimiento se sistemas de vigilancia epidemiolégica para lograr minimizar la

incidencia de bacterias productoras de carbapenemasas.

» Se debe hacer uso de equipos automatizados e implementar el uso de métodos
moleculares para la identificacion fenotipica de los microorganismos y asi

minimizar el tiempo de identificacion.
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ANEXOS

APENDICE A

MEDIOS DE CULTIVOS

1.0 Agar sangre

Es un medio nutritivo de uso general para el aislamiento y el cultivo de
microorganismos exigentes y no exigentes a partir de muestras clinicas. El medio
de cultivo sin la adicion de sangre llamado también agar Columbia puedes ser

usado como medio para la realizacién agares especiales y para hemocultivos.

1.1 Principio

Las propiedades superiores del agar sangre con 5.0% de sangre para propiciar el
crecimiento se derivan de la combinacion de dos peptonas y del extracto de
levadura como fuente de vitaminas del complejo B. Se incluye almidén de maiz
para absorber los derivados toxicos contenidos en la muestra y sirve como fuente
de energia para los microorganismos que poseen alfa-amilasas. La sangre de
carnero permite detectar las reacciones hemoliticas y aporta el factor X (hemo)

necesario para el crecimiento de numerosas especies patogénicas.

El medio de agar sangre se sugiere ajustar el pH de 7.2 a 7.5 ya que las bacterias

alcanzan un grado de desarrollo mayor en medios ligeramente alcalinos.
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1.2 Férmula

Por un litro de medio sin sangre contiene: infusion de muasculo cardiaco (2.0 g),
peptona de caseina (13.0 g), extracto de levadura (5.0 g), cloruro de sodio (5.0 g),
agar (15.0 g), sangre de carnero desfibrinada (5.0%) y como medio de agar

sangre se agrega sangre de carnero al 5.0% ambos el pH final a 7.3 +/- 0.2.

1.3 Preparacion

Suspender 40 g del polvo en un litro de agua purificada y mezclar perfectamente,
calentar con agitacion frecuente y hervir durante un minuto. Esterilizar en
autoclave 15 minutos a una temperatura de 121°C. Dejar enfriar a 45-50°C, verter

5.0% de sangre de carnero estéril anticoagulada con EDTA vy distribuir en placas.

2.0 Agar Mac-Conkey

Es un medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la diferenciacion de
Enterobacteriaceae y diversos otros bacilos Gram negativos a partir de muestras

clinicas.

2.1 Principio

El agar Mac-Conkey es sélo ligeramente selectivo, dado que la concentracion de
sales biliares, que inhiben los microorganismos Gram positivos, es baja en
comparacion con otros medios en placa entéricos. Se recomienda el uso de este
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medio en muestras clinicas con posible flora microbiana mixta, tal como
procedentes de la orina, del sistema respiratorio, de heridas y otras, porque
permite la agrupacion preliminar de bacterias entéricas y otras bacterias Gram
negativas en organismos fermentadores y no fermentadores de lactosa. El agar
Mac-Conkey también se utiliza en el examen microbiolégico de alimentos. Se
disefio para lograr una diferenciacion mas definitiva de los organismos
fermentadores y no fermentadores de lactosa y alcanzar un crecimiento superior
de las bacterias entéricas. Las peptonas proporcionan los nutrientes, el cristal
violeta inhibe las bacterias Gram positivas, en especial los Enterococos y
Estafilococos. La diferenciacion de los microorganismos entéricos se logra
mediante la combinacion de lactosa y el indicador de pH rojo neutro. Se producen
colonias incoloras o de color de rosa a rojo segun la capacidad del aislado para

fermentar carbohidratos.

2.2 F6rmula

Por cada 1000 mL de agar contiene: peptona de caseina (1.5 g), peptona de
gelatina (17.0 g), peptona de carne (1.5 g), lactosa (10.0 g), sales biliares (1.5 g),
cloruro de sodio (13.5 g), agar (13.5 g), rojo neutro (0.03 g) y cristal violeta (0.001

g), pH final 7.1 +/- 0.2.
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2.3 Preparacion

Suspender 50 g del medio en un litro de agua purificada, mezclar bien hasta que
guede una suspension uniforme, dejar reposar 10-15 minutos, calentar con

agitacion frecuente y dejar hervir durante un minuto.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121°C y

distribuir en placas de Petri.

2.4 Interpretacién de resultados

Solo las bacterias Gram negativas crecen en el medio. La formacion de colonias
rojas-rosadas es diagnéstica para bacterias que fermentan lactosa debido a la
acidificacion del medio, las colonias incoloras u opacas son no fermentadoras de

lactosa.
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Tabla 2. Interpretacién de la morfologia en agar Mac-Conkey.

Precipitacion

Microorganismo Crecimiento Color biliar
Escherichia coli rosado-
ATCC 25922 () rojizo (+)
Escherichia coli rosado-
ATTC 8739 () rojizo (*)
Klebsiella rosado-
pneumoniae ATCC (+) roiizo (+)
70603 )
Salmonella
typhimurium ATCC (+) incoloro )
14028
Shigella flexneri .
ATCC 12022 (+) incoloro )
Proteus mirabilis .
ATCG 43071 (+) incoloro )
Enterococcus
faecalis ATCC ) 1 1
29212
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3.0 Agar EMB

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo
de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias
nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia

Enterobacteriaceae.

3.1 Principio

El agar EMB, contiene colorantes de azul de metileno y eosina Y, que inhiben las
bacterias Gram positivas en cierto grado. Los colorantes también actian como
indicadores diferenciales en respuesta a la fermentacion de la lactosa o la
sacarosa por parte de los microorganismos. Los coliformes producen colonias de
color negro azulado, mientras que las colonias de Salmonella y Shigella son
incoloras o de color &mbar transparente. Las colonias de Escherichia coli pueden
exhibir un brillo verde metalico caracteristico debido a la rapida fermentacion de la

lactosa.

3.2 Férmula

Por cada 1000 mL de agua contiene: peptona de gelatina (10.0 g), lactosa (5.0 g),
sacarosa (5.0 g), fosfato dipotasico (2.0 g), agar (16.5 g), eosina (0.4 g) y azul de

metileno (0.065 g), pH final de 7.2 +/-0.2.

3.3 Preparacion
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Se suspende 36 g del polvo en un litro de agua purificada. Mezclar perfectamente,
calentar con agitacién continua y hervir durante un minuto. Esterilizar durante 15

minutos a una temperatura de 121°C y distribuir en placas de Petri.

3.4 Interpretacion de resultados

Las colonias de microorganismos que fermentan la lactosa o sacarosa generan
una coloracion negro-azulado. En caso de ser E. coli o Citrobacter spp., suelen
generar un color verde metalico. Las colonias de microorganismos no

fermentadoras no presentan coloracion.
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Tabla 3. Interpretacion de la morfologia en agar EMB.

Microorganismos Crecimiento

Caracteristicas de

las colonias
Escherichia coli
ATCC 25922 ) NAVM
Escherichia coli
ATCC 8739 ) NAVM
Klebsiella mucosas con
Pneumoniae (+) centro obscuro
ATCC 70603
Proteus mirabilis (+) incoloras
ATCC 43071
Salmonella
Typhimurium (+) incoloras
ATCC 14028
Shigella flexneri '
ATCC 12022 ) ncoloras
Pseudomonas
aeroginosa ATCC ) incoloras
27853
Enterococcus
faecalis ATCC inhibicion puntiformes
29213

NA: negro azulado VM

: verde metdlico
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APENDICE B

TINCION GRAM

1.1 Principio

Esta tincion se denominada asi por el bacteriélogo danés Christian Gram, quien la
desarroll6 en 1844. Sobre la base de su reaccién a la tincion de Gram, las
bacterias pueden dividirse en dos grupos, Gram positivas y Gram negativas (en
este caso, los términos positivo y negativo simplemente designan dos grupos

morfologicos distintos de bacterias).

1.2 Fundamento

La tincibn de Gram estd basada en las caracteristicas de la pared celular de las

bacterias, la cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo.

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa constituida por
peptidoglicano, pero no cuentan con membrana celular externa. Las bacterias
Gram positivas retienen el cristal-violeta después de la decoloracién y aparecen de
color azul intenso (purpura). La pared celular de las bacterias Gram negativas esta
constituida por una capa fina de peptidoglucano y una membrana celular externa,
cuyo componente estructural Unico son los lipopolisacaridos. Las bacterias Gram
negativas no son capaces de retener el cristal-violeta después de la decoloracion y

son tefidas de rojo con safranina.
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1.3 Colorantes de la tincion de Gram

1.3.1 Cristal violeta

Componente

Cristal violeta

Agua destilada

1.3.2 Lugol

Componente
Yodo

Yoduro de potasico

Agua destilada

1.3.3 Alcohol cetona

Componentes

Alcohol etilico (95%)

Agua destilada

1.3.4 Safranina

Componentes

Safranina

Agua destilada

Cantidad
05¢

100 mL

Cantidad
109
20g

100 mL

Cantidad
500 mL

300 mL

Cantidad
0.25¢g

100 mL
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1.4 Procedimiento

Se coloca una gota de solucién salina sobre un portaobjetos limpio, seguido de
una colonia de la muestra sospechosa, se homogeniza y se fija secando

directamente a la flama del mechero.

Se coloca el portaobjetos ya fijado en una bandeja de tincién donde se le agrega
cristal violeta, lo necesario para cubrir toda la superficie donde se ubica la
muestra, se deja reposar durante un minuto, seguido se lava con agua destilada

hasta retirar todo el colorante.

Después se agrega la solucién de lugol que hace la funcién de mordiente para fijar
el colorante inicial este proceso debe durar un minuto y de igual manera se lava

con agua destilada.

Seguido se agrega la solucion de alcohol-acetona para decolorar la muestra

durante 30 segundos y se lava con agua destilada.

Por ultimo, se adiciona la solucién de safranina para dar contraste a la tincion

inicial, este proceso debe durar un minuto y se lava con agua destilada.

Se deja secar el portaobjetos y se observa al microscopio con aceite de inmersion
con el objetivo de 100X.
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1.5 Interpretacion de resultados

Las bacterias que se observen con una coloracion rosada o roja se reportan como

Gram negativas y las de color purpura o azul de reportan como Gram positivas.
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APENDICE C
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION BACTERIANA
1.0 Agar hierro de Kligler

Agar hierro Kligler (Kliger Iron Agar) favorece la diferenciacion de los bacilos
entéricos Gram negativos sobre la base de su capacidad de fermentar dextrosa y

lactosa y producir sulfuro.

1.1 Principio

Kligler Iron Agar, ademas de caseina y peptonas de carne, contiene lactosa y
dextrosa, que permiten la diferenciacion de las especies de bacilos entéricos
segun el cambio de color del indicador de pH rojo fenol como respuesta al acido
producido durante la fermentacién de estos azlcares. La concentraciéon de
dextrosa es de solo el 10% de la concentracion de lactosa. La combinacion de
citrato férrico amédnico y tiosulfato sédico permite detectar la produccion de &cido

sulfhidrico.

1.2 Fé6rmula

La formula por litro contiene: caseina digerida por enzimas pancreaticas (10.0 g),
tejido animal digerido por enzimas pépticas (10.0 g), lactosa (10.5 g), dextrosa
(10.0 g), cloruro de sodio (5.0 g), citrato de amonio férrico (0.5 g), tiosulfato de

sodio (0.5 g), agar (15.5 g), rojo de fenol (0.025 g). pH final 7,4 +/- 0.2
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1.3 Preparacion

Suspender 52 g del polvo en agua purificada, mezclar bien calentar con agitacion
constante y hervir durante 1 min. Agregar a los tubos, esterilizar en autoclave
durante 15 min a una temperatura de 121°C, enroscar bien los tubos y colocar en

posicion inclinada para generar el pico de flauta y dejar enfriar.

1.4 Siembra

Usando un asa recta se debe esterilizar a la flama y picar varias colonias
semejantes, introducir de forma recta hasta el fondo del agar y realizar un estriado

en la superficie. Incubar a una temperatura de 37°C durante 24 hr.

1.5 Interpretacién de resultados

Cuando la superficie es de color rojo y fondo amarillo (alcalino/acido
respectivamente): el microorganismo solo es fermentador de glucosa (glucosa
positivo y lactosa negativo), cuando la superficie el color rojo y el fondo rojo
(alcalino/alcalino): el microorganismo no es fermentador de carbohidratos (lactosa
y glucosa negativo), cuando la superficie es color amarillo y el fondo amarillo
(acido/acido): el microrganismo es fermentador de carbohidratos (lactosa y
glucosa positivo), ademas, el medio se torna negro cuando el microorganismo es
productor de acido sulfarico y se forman burbujas intercaladas en el medio cuando

el organismo es productor de gas.
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2.0 Medio SIM

El medio SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad) esta destinado a determinar produccion de
indol, de sulfuro de hidrégeno y debido a que es un medio semisdlido también

puede determinar la movilidad en un solo tubo.

2.1 Principio

Los elementos del medio de SIM posibilitan la determinacion de tres actividades
por las que se pueden diferenciar las bacterias entéricas. El tiosulfato de sodio es
indicador para la produccion de acido sulfurico este a su vez reacciona con el
sulfato de hierro y amonio para formar sulfuro ferroso (precipitado negro). La
peptona de caseina es rica en triptéfano que determinados microorganismos
atacan lo que da como resultado la produccién de indol el cual se detecta con
determinados reactivos al agregarse posteriormente de la incubacion. Gracias a la
forma semisélida del medio hace posible la deteccion de la movilidad ya que
facilita la propagacion hacia el exterior de la linea de inoculacion debido al

crecimiento.

2.2 Formula

El medio por litro de agua contiene: peptona de caseina (20.0 g), peptona de
carne (6.1 g), sulfato de hierro y amonio (0.2 g), tiosulfato de sodio (0.2 g), agar

(3.5 9). pH final 7.3 +/- 0.2.

72



2.3 Preparacion

Suspender 30 g del polvo por litro de agua destilada. Mezclar hasta disolver;
calentar agitando y hervir durante un minuto. Distribuir unos 4 mL en tubos de
hemolisis y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Solidificar en

posicion vertical.

2.4 Siembra

Se toma muestra previamente aislada y se inocula de linea recta abarcando dos

tercios del agar procurando no rasgar de mas el medio.

2.5 Interpretacion de resultados

2.5.1 Motilidad

Las cepas moviles producen turbidez en el medio, que se extiende més alla de la

linea de inoculacion, las cepas inmoviles no forman turbidez.

2.5.2 Produccion de H2S

Las cepas productoras de sulfuro generan un oscurecimiento del medio, la cepa

no productora de sulfuro permanecera sin cambios de color.
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Tabla 4. Interpretacion de los resultados en medio Kligler.

. . . Produccién Produccion
Microorganismos Superficie Fondo

de gas de Azufre
Escherichia coli . .
ATCC 25922 acido acido (+) )
Klebsiella
pneumoniae acido acido (+) )
ATCC 700630
Proteus mirabilis alcalino acido ) (+)
ATCC 43071
Salmonella
typhimurium alcalino  acido ) (+)
ATCC 14028
Shigella flexneri . .
ATGC 12022 alcalino acido (-) )
Pseudomonas
aeruginosa alcalino  alcalino ) )
ATCC 27853

Tabla 5. Interpretacion de los resultados en agar SIM.

Microorganismos Motilidad  Indol " roduccion
de Azufre
Escherichia coli
ATCC 25922 (+) (+) )
Escherichia coli
ATCC 8739 (+) (+) )
Salmonella
typhimurium (+) ¢) (+)
ATCC 14028
Shigella flexneri
ATCC 12022 Q) () )
Klebsiella
pneumoniae ) ¢) )
ATCC 700630
Proteus mirabilis
ATCC 43071 (+) () +)




3.0 Agar urea

El agar urea (medio Christensen) es un medio diferencial para organismos, en
especial miembros de la especie Enterobacteriaceae, segun su capacidad de

producir ureasa.

3.1 Principio

En el medio de cultivo, la tripteina y la glucosa, aportan los numerosos nutrientes
para el desarrollo de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance

osmotico y el rojo de fenol es el indicador de pH.

Las bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberan amoniaco y
diéxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio haciendo virar el

indicador de color amarillo- naranja a rosado.

Es recomendado especialmente para la detecciébn de la actividad ureasica en
bacterias que hidrolizan la urea ya que la fermentacién de la glucosa presente
activa la funcion ureasica. Este es el caso de Klebsiella spp., Enterobacter spp. y

Citrobacter spp.

3.2 F6rmula

Por 950 mL de agua destilada contiene: tripteina (1.0 g), glucosa (1.0 g), cloruro
de sodio (5.0 g), fosfato monopotasico (2.0 g), rojo de fenol (0.012 g), ademas, se

agrega una solucion de urea al 40% (50 mL). pH final 6.8 +/- 0.2.
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3.3 Preparacion

Suspender 24 g de polvo en 950 mL de agua destilada. Dejar reposar 2 minutos.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 50°C y agregar 50
mL de una solucion de urea al 40% previamente esterilizada por filtracion o
cloroformo ya que la urea se desnaturaliza facilmente con las altas temperaturas.

Fraccionar en tubos y solidificar en pico de flauta con fondo profundo.

3.4 Siembra

Se estria la superficie y el fondo del agar con un asa recta para detectar viraje

correctamente.

3.5 Interpretacion de resultados

El microorganismo que hidroliza la urea virara el medio a color rosado-rojizo,

cuando el microorganismo no hidroliza la urea el medio se torna amarillo.
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Tabla 6. Interpretacion de resultados en agar urea.

Microorganismo Crecimiento Color del
9 medio
Proteus mirabilis ) roio-rosado
ATCC 43071 )
Klebsiella
pneumoniae (+) rojo-rosado
ATCC 700630
Escherichia coli .
ATCC 25922 ) amarillo
Salmonella
typhimurium ) amarillo
ATCC 14028
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4.0 Indol

Se utilizan en la determinacion de la capacidad de las bacterias para producir indol

mediante la desaminacion de triptofano.

4.1 Principio

La produccion de indol ha sido utilizada ampliamente como una ayuda para la

diferenciacion de algunos géneros y especies del mismo género.

Es un ensayo cualitativo utilizado para diferenciar microorganismos en base a la
capacidad para separar indol a partir de L-triptéfano. Es necesario el crecimiento
previo del microorganismo en estudio en medios de cultivo con alto contenido de
L-triptéfano, como ser los medios semisélidos medio SIM, medio MIO o el medio
liquido agua triptona. Al agregar el reactivo de Ehrlich o reactivo Kovac al medio
de cultivo, el indol generado se combina con el grupo aldehido del p-dimetilamino

benzaldehido del reactivo incorporado y se forma un complejo de color rojo.

4.2 Preparacion del reactivo

4.2.1 Reactivo de Kovac

Componente Cantidad
P-dimetilaminobenzaldehido 10g

Alcohol amilico o butilico 80 mL
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Acido clorhidrico Q.P. 20 mL

Se debe diluir el p-dimetil-amino-benzaldehido en el alcohol amilico o butilico y
agregarse al acido clorhidrico. Se debe conservar en un recipiente color ambar

alejado de la luz y en refrigeracion.

4.3 Procedimiento

Una vez dejando en incubacion el medio SIM y reportar los resultados de motilidad
y produccion de HzS, se agrega directamente al medio 6 gotas de reactivo de
Kovac o reactivo de Erlich y se deja reposar de 5-10 min pasado este tiempo se

anotan los resultados.

4.4 Interpretacion de resultados

Si en la interface del reactivo y el medio se forma un anillo de color rojo la muestra
es productora de indol (indol positivo). Los microorganismos que no producen

indol se vera un anillo color amarillo o sin color aparente.

5.0 Medio liquido RM-VP

Un medio que ayuda a la diferenciacion de Enterobacterias mediante reacciones

de rojo de metilo y Voges-Proskauer.

79



5.1 Principio

En el medio de cultivo, la peptona aporta los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable.
La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas
vias metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales acidos
(acido lactico, acido acético, acido formico), o productos finales neutros

(Acetilmetilcarbinol).

Esta diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser reconocida por la adicion
de un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia de productos
acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidréxido de potasio para evidenciar la

presencia de productos finales neutros.

Voges y Proskauer, describieron una coloracion rojiza que aparecia después de
adicionar hidroxido de potasio a los cultivos de ciertos microorganismos en medio
con glucosa. Esta coloracion se debe a la oxidacién del Acetilmetilcarbinol a

diacetilo el cual reacciona con la peptona del medio para dar un color rojo.

5.2 Férmula

Por litro de agua el medio contiene: peptona tamponada (7.0 g), fosfato dipotasico

(5.0 g), dextrosa (5.0 g). pH final de 6.9 +/- 2.0.
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Tabla 7. Interpretacién de los resultados en el medio RM-VP.

Prueba de Prueba de
Microorganismos Rojo de Voges
Metilo Proskauer
Escherichia coli ATCC
25022 (*) )
Klebsiella pneumoniae ) +)
ATCC 700630
Proteus mirabilis ATCC
43071 (*) )
Salmonella typhimurium
yp (+) )

ATCC 14028

Enterobacter cloacae
ATCC 13047

()

(+)
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5.3 Preparacién del medio

Suspender 17 g del polvo por litro de agua destilada. Calentar suavemente
agitando hasta disolver. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 minutos.

5.4 Preparacioén de reactivo

5.4.1 Rojo de Metilo

Componente Cantidad
Rojo de Metilo 0.1g
Alcohol etilico (95%) 250 mL
Agua destilada 250 mL

5.4.2 Reactivo alfa-naftol

Componente Cantidad
Alfa-naftol 50¢g
Alcohol etilico (95%) 100 mL

5.4.3 KOH al 40%

Componente Cantidad
Hidréxido de potasio 40.0¢

Agua destilada 100 mL

82



5.5 Procedimiento

Para la prueba de rojo de metilo se toma una alicuota del caldo RM-VP
previamente inoculado con la muestra problema y se agrega el indicador rojo de

metilo el resultado aparece inmediatamente.

Para la prueba de Voges-Proskauer se toma una alicuota del caldo RM-VP y se
agregan 0.6 mL (12 gotas) de alfa-naftol seguido de 0.2 mL (4 gotas) de KOH al

40% y se agita se es resultado es notable de 10 a 15 minutos de reposo.

5.6 Interpretacion de resultados

Prueba roja de metilo. La prueba es positiva cuando se genera un color rojo en el

medio, la prueba es negativa cuando se genera una coloracion amarillenta.

La reaccion de Voges-Proskauer es positiva cundo se genera una coloracion roja

en el medio y negativa cuando no hay cambio de color.

6.0 Citrato de Simmons

El agar citrato Simmons es un medio de cultivo para la diferenciacién de bacterias

Gram negativas mediante la utilizacion de citrato.
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6.1 Principio

Los organismos capaces de utilizar el fosfato de amonio dihidrogenado vy citrato
sbédico como las unicas fuentes de nitrégeno y carbono, respectivamente, creceran
en este medio y produciran una reaccion alcalina, detectada por el cambio de color

del indicador de Azul de bromotimol de color verde (neutro) a azul (alcalino).

6.2 Preparacion

Se suspenden 24,2 g del polvo en un litro de agua destilada. Reposar de 5-10
minutos. Mezclar bien y calentar suavemente con agitacion constante, hervir
durante un minuto distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

min se deja enfriar en posicién inclinada.

6.3 Férmula

Por un litro de medio contiene: fosfato dihidrogenado de amonio (1.0 g), fosfato
dipotasico (1.0 g), cloruro de sodio (5.0 g), citrato de sodio (2.0 g), sulfato de

magnesio (0.2 g), agar (15.0 g), azul de bromotimol (0.08 g).

6.4 Preparacion

Suspender 24.2 g del medio deshidratado por litro de agua destilada. Dejar

reposar 5 minutos y mezclar calentando a ebullicién durante 1 o 2 minutos.
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Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar

en posicion inclinada.

6.5 Interpretacion de resultados

Una reaccion positiva se indica mediante el crecimiento con un color azul intenso
en el agar inclinado. Una reaccion negativa se demuestra por la falta de
crecimiento o trazas de crecimiento sin cambio de color (el medio retiene un color

verde oscuro).
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APENDICE D
1.0 Método RAPIDEC® CARBA NP REF: 415418 LOTE: 1005914480

La prueba RAPIDEC® CARBA NP consiste en una tira lista para la deteccion
rapida de Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa Yy Acinetobacter
baumannii productoras de carbapenemasas utilizando bacterias cultivadas en un

medio con agar.

1.1 Principio

La prueba RAPIDEC® CARBA NP esta basada en la deteccion de hidrolisis del
carbapenemes por bacterias productoras de carbapenemes. La hidrolisis acidifica
el medio, lo que provoca un cambio de color en el indicador de pH. Después de la
lisis bacteriana que posibilita la extraccion de la enzima, se afiade el lisado a una
solucion de deteccidn que contiene imipenem (sustrato de carbapenemes), rojo de
fenol (indicador de pH), zinc, requerido para la deteccion de cepas productoras de
carbapenemes metalodependiente. Después de incubar durante un maximo de 2
horas, la lectura se realiza visualmente, comparando un pocillo de control sin

imipenem con un pocillo de reaccion que contenga imipenem.

1.2 Instrucciones de uso
1.2.1 Preparacion de la tira
» Saque la tira de su envase.

» Escriba los numeros de referencia de la muestra en la tira.
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1.2.2 Preparacion de la prueba

» Abra la ampolla del medio de suspension API® (2 mL) segun se indica en el
parrafo

“Advertencias y precauciones” de la ficha técnica de este producto.

* Dispense 100 pL en cada uno de los pocillos A, By C.

» Coloque una tapa en la tira.

* Déjela durante 4-10 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C) y luego,

* Mezcle suavemente el contenido del pocillo B utilizando un bastoncillo

proporcionado con el kit.

1.2.3 Preparacion del indculo y de la lisis bacteriana

» Coloque la tira en el soporte bicolor (blanco y negro). Coloque los pocillos By C
sobre el fondo negro para facilitar la comparacion de turbidez.

* Con el extremo de un nuevo bastoncillo, tome varias colonias de la misma
morfologia con cuidado de no llevarse ningun fragmento de agar (la edad de las
colonias debe ser < 72 hrs).

* Deposite el contenido del bastoncillo en el pocillo C y mezcle. Repita este paso
varias veces hasta obtener una turbidez equivalente a la del pocillo B. La
suspension del pocillo C debe ser perfectamente homogénea, sin agregados, vy el
fondo del pocillo no debe ser visible.

* Deje durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C).
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1.2.4 Procedimiento

* Transfiera 25 uL del pocillo C a los pocillos D y E; luego,

* Transfiera 25 yL del pocillo A a los pocillos D y E.

* Incube la tira durante 30-40 minutos a 33-38 °C.

» Coloque la tira en el soporte bicolor (blanco y negro). Coloque los pocillos Dy E
sobre el fondo blanco para facilitar la lectura.

* Realice la lectura inicial.

* En caso de reaccion negativa o dudosa, vuelva a incubar la tira y realice una
segunda lectura hora y media mas tarde. El tiempo de incubacién total de la
prueba no debe superar las 2 horas.

NOTA: No utilice solucién salina para rehidratar los pocillos

1.2.5 Muestras (recogida y preparacion)

* Reconstituya el pocillo A solo con 100 pyL del medio de suspension; el pocillo B
ya no se usara mas.

* Tome 100 uL de esta suspension bacteriana.

* Dispénsela en el pocillo C de la prueba RAPIDEC® CARBA NP.

* Deje durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C).

* Continue el protocolo en el paso del “Procedimiento” descrito anteriormente.

2.0 Lectura e interpretacion
Coloque la tira en el soporte bicolor (blanco y negro). Coloque los pocillos y sobre

el fondo blanco para facilitar la lectura. La lectura se lleva a cabo comparando los
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colores de los pocillos. Una prueba es positiva cuando se observa una variacion

significativa de color entre los dos pocillos de prueba (D y E).
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Tabla 8. Interpretacion de resultados en agar Citrato de Simmons.

. . . Color del
Microorganismos  Crecimiento :
medio
Klebsiella
pneumoniae ATCC (+) azul
700630
Salmonella
typhimurium ATCC (+) azul
14028
Pseudomonas
aeruginosa ATCC (+) azul
27853
Escherichia coli ) verde
ATCC 25922
Shigella flexneri
ATCC 12022 ©) verde

Tabla 9. Interpretacion de resultados de la prueba rapida RAPIDEC® CARBA NP.

Pocillo control D Pocillo de prueba E  Interpretacion
rojo rojo .
. . negativo
naranja naranja
amarillo, naranja
rojo claro, naranja, ositivo
naranja oscuro P
naranja naranja
cualquier otro color que nos sea rojo .
: no aplicable :
no naranja no interpretable
naranja rojo
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APENDICE E

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICO

1.0 Agar Mueller-Hinton

Se utiliza en el procedimiento de difusion en disco estandarizado para la
determinacion de la sensibilidad de cepas aisladas a partir de muestras clinicas de
organismos aerobios de rapido crecimiento ante agentes antimicrobianos,

conforme a las normas del CLSI.

1.1 Principio

Bauer, Kirby y otros desarrollaron un procedimiento estandarizado en el que se
seleccion6 como medio de prueba el agar Mueller Hinton, un medio originalmente
disefiado para el aislamiento de gonococos. Un estudio colectivo internacional
posterior confirmé el valor del agar Mueller Hinton para este propdsito por la
reproducibilidad relativamente buena del medio, la sencillez de su férmula y la
riqueza de los datos experimentales que habian sido acumulados utilizando este

medio.

El procedimiento Bauer-Kirby se basa en la difusion en un gel de agar de
sustancias antimicrobianas que se impregnan en discos de papel. En comparacion
con los métodos anteriores, que utilizaban discos con concentraciones altas y
bajas de agentes antimicrobianos, y que basaban su interpretacion en la presencia
0 ausencia de zonas de inhibicion, este método utiliza discos con una sola

concentracion de agente antimicrobiano y los didmetros de zona presentan una
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correlacion con las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). En el
procedimiento de prueba, se extiende una suspension estandarizada del
organismo mediante torundas sobre toda la superficie del medio. Los discos de
papel impregnados con cantidades especificas de antibidticos y otros agentes
antimicrobianos luego se colocan en la superficie del medio, se incuba la placa y
se miden las zonas de inhibicion en torno a cada disco. La determinacion de si el
organismo es sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) a un agente se realiza
mediante la comparacién de las zonas obtenidas con los que aparecen en las
tablas 2A a 2D del documento M100 (M2) de CLSI. La determinacién de si el
organismo es sensible (S) o resistente (R) a un agente se realiza mediante la
comparacion del tamafio de las zonas obtenidas con los tamafios enumerados en

las tablas de valores criticos de EUCAST.

1.2 Férmula

Por 1000 mL de agua destilada contiene: extracto de carne (2.0 g), peptona de

caseina acida (17.5 g), almidon (1.5 g), agar (17.5 ). pH final 7.3 +/- 0.1.

1.3 Preparacion

Suspender 38 g del polvo en un litro de agua destilada. Mezclar perfectamente,
calentar con agitacion frecuente y hervir durante un minuto hasta disolucion

completa. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos y distribuirse en placas de Petri.

92



2.0 Antibiograma

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una
de las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su
realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma,
cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica. El
antibiograma define la actividad in vitro de un antibidtico frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de

una bacteria o poblacién bacteriana.

2.1 Principio

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores
es uno de los métodos que el NCCLS recomienda para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. El antibiograma disco-placa consiste
en depositar, en la superficie de agar de una placa de Petri previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos. Tan pronto el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto
con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al
agar. El antibiotico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del
disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de

incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion. La
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concentracion de antibidtico en la interfase entre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se aproxima a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucién. Sin
embargo, los métodos disco-placa no permiten una lectura directa del valor de la
CMI. Para cuantificarla, basta con haber contrastado previamente el sistema
disco-placa con un gran numero de cepas de CMI conocidas que han estado
previamente determinadas por otros métodos de determinacién de la sensibilidad

a los antimicrobianos.

3.0 Procedimiento
3.1 Preparacién del in6culo
3.1.1 Método del medio de cultivo liquido

Tomar de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo primario de 18 a 24 horas y
sembrar en 5 mL de algin medio liquido (infusiébn cerebro corazén. Tripticasa de
soja, etc.) e incubar a 35°C de 2 a 6 horas o hasta conseguir 0 superar una
turbidez del 0,5 de la escala de McFarland. Si la turbidez es superior ajustar con

solucién salina estéril.
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3.1.2 Métodos de suspensién directa

A partir de la placa de cultivo primario tomar colonias de 18 a 24 horas y disolver
en solucion salina hasta ajustar la turbidez equivalente a la escala,

homogenizando en un agitador Vértex hasta disolver completamente la colonia.

3.2 Inoculacién y colocacién de discos

Realizar un estriado masivo en las placas de Mueller-Hinton y dejar secar de 3-5
minutos, después se den colocar los discos de antibiéticos con unas pinzas
estériles, asegurandose de que se adhieran completamente al agar y distribuirse
de tal manera que no se genere una superposicion en los halos de inhibicion.

Incubar a 37°C de 16 a 18 horas.

3.3 Interpretacion de resultados

Se mide el didmetro del halo de inhibicion que se genera alrededor del disco de
antibiotico y se reporta como resistente, intermedio o sensible segin sea la
medida del diametro. La interpretacion del antibiograma establece la probabilidad
de éxito o de fracaso terapéutico que se deriva de la utilizacion de los
antimicrobianos frente a los microorganismos causantes de infeccion y estudiados

en el antibiograma.
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APENDICE F
METODO DE HODGE MODIFICADO
1.0 Principio

Las Enterobacteriaceae que dan positivo a pruebas tamiz de deteccion de
Carbapenemes o presentan resistencia a cefalosporinas y demas antibiéticos de
tercera generacion se usa el test de Hodge modificado para confirmar la
sospecha. Método que el CLSI recomienda como confirmatorio para la deteccién

de Carbapenemasas.

Las Carbapenemasas representan la familia méas versatil de betalactamasas,
estas enzimas tienen la habilidad de hidrolizar carbapenemes y todos los
betalactamicos de uso clinico. Las enzimas Carbapenemasas han sido detectadas
tanto en plasmidos como en cromosomas. Estas Carbapenemasas se pueden
difundir rapidamente debido a su localizacion en el plasmido, lo cual hace que el
tratamiento de las infecciones causadas por estos microorganismos sea

extremadamente dificil debido a su multirresistencia.

1.2 Procedimiento

* Preparar una suspension de la cepa de E. coli ATCC 25922 al 0,5 MacFarland y
realizar una dilucién 1:10 en solucion salina o agua destilada.

= Extender el inéculo de la cepa ATCC sobre la superficie del agar Mueller-Hinton
siguiendo las recomendaciones del CLSI para el método de difusién en disco.

= Colocar el disco de Ertapenem o Meropenem 10 ug en el centro de la placa.
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» Tomar de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco del microorganismo a probar y
realice una estria desde el disco hacia la periferia, que pueden tener una
profundidad de 20 a 25 mm.

* Incubacion 35 +/- 2°C en aerobiosis por 16-20 horas.

1.3 Interpretaciéon de resultados

El resultado es positivo cuando se genera un crecimiento de la cepa ATCC de E.
coli en la parte de interseccion entre el halo de inhibicion generado por la difusiéon
del antibidtico y la estria de la cepa sospechosa formando una hendidura en la
aproximacion hacia es disco lo que confirma la liberacién de carbapenemasas al

medio y permiten el crecimiento de la cepa ATCC.

El resultado es negativo cuando so hay crecimiento de la cepa problema y no se

genera la hendidura.
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APENDICE G

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo de la investigacion: Identificacion fenotipica de Escherichia coli
productora de carbapenemasas por metodo rapidec CARBA NP y test de Hodge
modificado en aislamientos de muestras clinicas de la region de H. Caborca,
Sonora.

Investigador principal: Q.B Rafael de la Rosa Lépez, Universidad de Sonora
Unidad Regional Norte, Campus Caborca.

Investigador secundario: Pasante Q.B.C Victor Montafio Olivas

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado.
Siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedira que firme este consentimiento.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las infecciones de vias urinarias por enterobacterias (bacterias endémicas del
intestino humano) son las mas comunes de las infecciones bacterianas, las cuales
son mas frecuentes en mujeres debido a circunstancias anatémicas (cercania con
la zona rectal, tamafio de la uretra, etc.) y condiciones fisicas (humedad,
temperatura, etc.) que favorece su desarrollo, la bacteria mas comun encontrada
en este padecimiento es Escherichia coli (principal miembro de las
enterobacterias). Se vuelve un tema de importancia cuando esas bacterias
presentan multirresistencia a los antibioticos, es decir, que los antibiéticos de
primera instancia ya no son eficaces para erradicar la infeccion, cuando esto
sucede los médicos empiezan un tratamiento con antibiéticos mas fuertes lo que
ocasiona que las bacterias generen enzimas como mecanismos de defensa,
dichas enzimas destruyen los antibidticos al grado que los médicos se van
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guedando sin opciones para eliminar la infeccion. En la investigacion en la que
participara (si usted lo desea) se determinard si las bacteria presente en la
muestra son productoras de la enzima carbapenemasa, la cual se encarga de
destruir los antibiéticos carbapénemicos que son utilizados para tratar infecciones
de las vias urinarias.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene
como objetivo determinar si la bacteria Escherichia coli produce la enzima
carbapenemasa.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Los examenes de laboratorio realizados seran sin costo para usted y los
resultados obtenidos se los haremos llegar por medio de un reporte.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
Si redne las condiciones para participar en este protocolo y de aceptar participar
se realizard el siguiente procedimiento:

1. Se le solicitara que responda un cuestionario para conocer sus antecedentes
familiares y personales, hébitos alimentarios y otros datos de interés clinico.

2. Se les dara las indicaciones para la toma de muestra de orina.

3. Se le proporcionara un recipiente estéril y de plastico para la recoleccién de la
muestra de orina (aprox. 50 mL).

4. Deberéd llevarla inmediatamente al laboratorio de la unidad médica, si no
pudiera llevarla la podra conservar en refrigeracion.

5. Se realizara el aislamiento de las bacterias, su identificacion y se determinara
si es productora de la enzima carbapenemasa.

6. Los resultados obtenidos se guardardn en una base de datos para la
investigacion y otra copia se le proporcionara a la persona participante.

RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO

Durante el procedimiento para obtener la muestra de orina no se corre ningun
riesgo.
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ACLARACIONES

o

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

. No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no

aceptar la invitacion.

. Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,

aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar las
razones o no de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

No tendr& que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

. La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada

paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

INDICACIONES PARA LA RECOLECCION DE ORINA

Es conveniente que tome la muestra cuando NO este en tratamiento alguno con
antibioticos.

Tomar la muestra de la primera miccion de la mafiana de chorro medio.

Debe lavarse las manos cuidadosamente, posteriormente realizar un lavado

genital completo con agua y jabdn de las siguiente manera:

1. Sentarse de tal manera que quede lo mas hacia atras posible.

2. Separe los labios genitales con una mano y mantenga los pliegues
separados.

3. Proceda a asearse toda la zona genital con jabdn.

4. Enjuagar con abundante agua.

5. Secara con un pafio limpio o gasas.

Proceda a sacar el frasco de su empaque tratando de abrirlo solo al momento
de la miccién y sin tocar la parte interior del recipiente o de la tapa.

Deseche la primera porcion del chorro y deposite la parte intermedia
directamente el frasco llenando hasta la mitad (aprox. 50 mL).

Tape muy bien el frasco y llévelo de inmediato al laboratorio de la unidad
médica.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacion.

Firma del participante:

Esta parte debe ser completada por el Investigador (0 su representante)

He explicado al Sr (a). la
naturaleza y los propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los
riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas
en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he
leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con
seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del investigador (o su representante):

Fecha:
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