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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas se han convertido en un problema de salud debido al
incremento en la produccion de mecanismos de Resistencia Antimicrobiana (RAM); un
ejemplo de este fendmeno son las cepas productoras de B-lactamasas de Espectro
Extendido (BLEES). Por tal motivo, el objetivo de este estudio transversal es confirmar la
produccion de BLEEs por cepas de la familia Enterobacteriaceae presentes en muestras
de interés clinico; particularmente en hemocultivos y orinas recibidas como parte del trabajo
de asistencia en el laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” entre agosto de 2018 y enero de 2019, mediante el ensayo de pruebas
fenotipicas de sensibilidad in vitro mas eficaces, rapidas, seguras y que cumplan con los
estandares de calidad aplicables. Las muestras seleccionadas para el ensayo con la prueba
cromogénica novedosa denominada B LACTA™ test (BLT), son aguellas con crecimiento
de Bacilos Gram Negativos (BGN), sedimentos urinarios con datos de infecciéon por BGN y
hemocultivos detectados positivos por el equipo DB BACTEC™ FX. Destacando qué, el
tiempo de deteccién de BLEESs utilizando BLT fue de 15 minutos a tres horas, después de
haber realizado la técnica. Una vez aislado al agente etioldgico presente en la muestra de
interés clinico, se ensayaron las colonias con el microsistema BD Phoenix™ ID/AST, el cual
proporciond informacién sobre género, especie y mecanismos de resistencia de la cepa en
estudio, ademas de confirmar la presencia de produccion de BLEEs mediante la prueba de
Disco Combinado (Recomendada por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio y
estandar de oro); obteniendo por este ultimo un total de 45% (69/155) de cepas BLEEs
positivas, al igual que con BD Phoenix™ ID/AST, mientras que con BTL, realizando los
ensayos con muestras directas y con colonias aisladas, también se lograron identificar
correctamente el 45% (69/155) de cepas BLEEs positivas en menor tiempo, lo cual indica
para la prueba colorimétrica una sensibilidad y especificidad de 100% cada una;
evidenciando que, debido al reducido tamafio de muestra ensayado, no hay diferencia
significativa respecto al estandar de oro, por lo que este estudio funciona como un piloto, y
se requiere realizar una evaluacion con un tamafio de muestra adecuado; sin embargo, con
los resultados obtenidos en este proyecto, se puede afirmar que B LACTA™ test podria
ser candidata para utilizarse como método de deteccion de enterobacterias BLEEs segun
las facilidades del laboratorio, y de esta manera, emitir en menor tiempo, un reporte de
laboratorio que permita orientar al médico en la seleccion del tratamiento méas efectivo para
el paciente, basado en el perfil RAM del microorganismo patégeno causante de la infeccion

del paciente.
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1. INTRODUCCION
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El uso indiscriminado e irracional de los antimicrobianos ha traido como
consecuencia la aparicion del fendmeno de la Resistencia Antimicrobiana (RAM),
propiciando que los pacientes con infecciones causadas por bacterias
farmacorresistentes presenten mayor riesgo de tener resultados clinicos
desfavorables y complicaciones serias que pueden ocasionar la muerte; ademas,
de consumir mas recursos sanitarios que los infectados por cepas no resistentes de
las mismas bacterias, impactando de manera importante el costo destinado a la
atencion de enfermedades infecciosas, de las cuales, los principales agentes
etiologicos son las enterobacterias productoras de [B-lactamasas de Espectro
Extendido (BLEEs) 1759,

En abril del 2014, la RAM fue declarada como amenaza global por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), debido a que son pocos los antibiéticos novedosos
efectivos que han sido aprobados 261; pasando de 16, en el periodo de 1983-1987,
a solo 2, en el periodo de 2008-2012; teniendo como consecuencia que se disponga
cada vez de menos opciones terapéuticas para el tratamiento de enfermedades

infecciosas (22:56),

Es importante mencionar que, en el afio 2016, la OMS aprob6 un plan de accion
mundial para afrontar el problema de la RAM ©3), con el compromiso, por parte de
los estados miembros, de elaborar y aplicar planes nacionales apegados al mismo
(%6.78) En este planteamiento mundial y multidisciplinario, se incluye a todo el
personal implicado, tales como diversos profesionales de la salud de distintos
sectores (agropecuario, humano, ambiente, encargados de aguas residuales, etc.),

bajo la premisa de Una Salud.

El enfoque de Una Salud reconoce que la salud de las personas esta relacionada
con la salud animal y el ambiente, por ejemplo: 6 de cada 10 enfermedades
infecciosas en los seres humanos se propagan de los animales “9. El objetivo de
Una Salud es encontrar la colaboracién de multiples disciplinas, trabajando a nivel
local, nacional y global para lograr mejorar la salud de las personas y los animales,

lo cual permita mantener un estado de equilibrio con el medio ambiente que les
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rodea 3. El plan de accién reconoce y aborda la variabilidad de los recursos que
disponen las naciones para luchar contra la RAM y los factores econdémicos que
desalientan el desarrollo de productos de recambio por parte de la industria

farmacéutica. 17:53)

En consecuencia, México ha decidido sumarse a la lucha contra la RAM tomando
como referencia los objetivos planteados por la OMS en su plan de accion mundial,
por consiguiente, en el afio 2018 publicé en el Diario Oficial de la Federacion de los
Estados Unidos Mexicanos el ACUERDO por el que se declara la obligatoriedad de
la Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos 17y la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) publico, dentro del Programa
Universitario de Investigacion en Salud; el Plan Universitario de Control de la
Resistencia Antimicrobiana (Plan UCRA) (76),

En relacién con la RAM, la mayoria de los estudios han asociado la multirresistencia
en enterobacterias con la presencia de [(B-lactamasas adquiridas, en especial las
cefamicinasas plasmidicas, carbapenemasas y las BLEEs ©674); las cuales fueron
descritas inicialmente en Espafa en 1988, poco después de su deteccidn inicial en
Alemania y Francia. Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli fueron las especies
de mayor importancia clinica inicial en cuanto a la produccién de BLEES; originando
brotes nosocomiales en grandes hospitales, principalmente en las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI), Quirtrgicas y Neonatales 4464, Sin embargo, desde el
afio 2002, también han tenido relevancia las infecciones de origen estrictamente
comunitario producidas por otras especies tales como Enterobacter sp., Proteus

mirabilis y Salmonella sp (11:33:44),

Adicionalmente, la OMS en su plan de accién para combatir la RAM, menciona que
es cada vez mayor la evidencia que demuestra que la resistencia simultanea a
multiples antimicrobianos representa un mal prondstico, lo cual propicia dificultades
en el tratamiento de enfermedades que, en casos extremos, puede derivar en la
muerte de pacientes por el fracaso terapéutico que representa 679; ademas, es

importante mencionar que el éxito de varios procedimientos médicos y quirdrgicos
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modernos dependen de la efectividad de la antibioticoterapia. Por tal motivo, los
esfuerzos han sido enfocados al disefio de politicas de salud que regulen la
administracion adecuada de antimicrobianos; ademas, del desarrollo de nuevas
técnicas para la identificacion temprana del agente etioldgico y de su perfil de RAM,
con el objetivo de contribuir al diagndstico y seleccion del tratamiento de la

enfermedad infecciosa (753,

Con base en lo anterior, con el fin de poder administrar al paciente la
antibioticoterapia adecuada mediante la reduccién de las 48 horas minimas
necesarias para realizar la deteccion de BLEES en enterobacterias presentes en
muestras de orina y hemocultivos empleando tanto pruebas de difusién en agar al
igual que microsistemas como BD Phoenix ID/AST (BD Diagnostics, Sparks, MD,
EE. UU.), Bio-Rad (Marnes la Coquette, France) ha disefiado una prueba rapida
cualitativa colorimétrica denominada B-LACTA™ test (BLT) ©13278) |a cual
disminuye el tiempo de deteccion de BLEEs en Enterobacteriaceae a Unicamente
15 minutos - 3 horas, debido a que se emplea directamente en colonias bacterianas
y sedimentos provenientes de orina y hemocultivo; ademas, es mas rapida y menos
costosa que una prueba molecular y no requiere de equipos para poder ser
implementada 4. Asi mismo, reduce el riesgo de transmision cruzada de
infecciones entre pacientes y permite orientar el tratamiento para seleccionar el mas
efectivo, basado en el perfii RAM del microorganismo patégeno causante de la

infeccion del paciente.
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2. ANTECEDENTES
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2.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae constituye un gran grupo heterogéneo de bacterias
Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como saprofitos en
el tracto digestivo, aunque se trata de microorganismos ubicuos, encontrandose de
forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion; asi como, formando parte de la
microbiota del hombre y de muchos animales. Escherichia coli es el microorganismo
mas prevalente de esta familia; asimismo, es una de las bacterias prototipicas

sometidas a estudio (7:69),

En la Tabla 1. se detallan los géneros y las especies de enterobacterias con

importancia clinica.

Tabla 1. Enterobacterias de importancia clinica.

Género Especies
Escherichia coli, alberti, alvei
Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis
Salmonella choleraesuis, typhi
Enterobacter | Complejo cloacae*, aerogenes, aglomerans, gergoviae, sakazakii
Serratia marcescens
Hafnia alves
Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus
Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris
Providencia rettgeri, stuartii
Shigella dysenteriae, flexneri, sonnei, boydii
Morganella morganii
Plesiomonas shigelloides
Edwarsiella tarda
Ewingella americana
Complejo Enterobacter cloacae*: E. cloacae, E asburiae, E. hormaechei, E. kobei,
E. ludwigii y E. nimipressuralis “3),
Tabla tomada y modificada de Puerta-Garcia, A. y Mateos-Rodriguez, F. (2010).
Enterobacterias. Medicine. 10(51):3426.
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2.2 Epidemiologia

En los individuos hospitalizados o inmunodeprimidos (incluyendo los pacientes
alcohdlicos y diabéticos), en especial en los pacientes que no reciben tratamiento
antibiético, hay colonizacién por enterobacterias; ademas del tracto digestivo, la
orofaringe, el aparato genitourinario y la piel. En estos contextos, la frecuencia de
infeccion por estas bacterias productoras de BLEES respecto a las no productoras
es del 60% (376  La proporcion de aislamientos resistentes a mudltiples
antimicrobianos, incluidos aquellos que producen pB-lactamasas de espectro
extendido (BLEESs), ha aumentado de forma ininterrumpida, de modo que, algunos
estudios realizados en México y diferentes partes del mundo (21.41.46.76) demuestran
que cerca del 90 al 100% de todos los aislamientos nosocomiales, y
aproximadamente el 14% de todos los aislamientos adquiridos en la comunidad,
son ahora resistentes a varias clases importantes de antimicrobianos. Diferentes
factores han contribuido al incremento de las infecciones por enterobacterias en los
hospitales, un ejemplo de dichos factores son el uso cada vez mayor de técnicas
diagnésticas y terapéuticas agresivas (catéteres urinarios e intravenosos,
endoscopias e intervenciones), asi como, el empleo de potentes inmunosupresores

y las estancias hospitalarias prolongadas, entre otros (6.60),

El uso de catéteres representa una probabilidad del 6,2% (3 de adquirir una
infeccion bacteriana, la cual, al no tratarse adecuadamente, practicamente garantiza
que se presentara el fendbmeno de RAM. Con base en el estudio realizado en el afio
2015 por Rodriguez-Vidigal F. y col. ¢, se sabe que el tratamiento empirico inicial
no es idoneo en mayor proporcion cuando se trata de infecciones causadas por
enterobacterias BLEES (66,7% frente a 15,9%, p < 0,0001), y en estos casos, cerca
del 42,6% de pacientes fallecen (RM =5,3: IC 95% 1,3-21,5). Por otro lado, cuando
el agente etiolégico es una enterobacteria y hay presencia de bacteriemia, la
mortalidad es mayor (75% frente a 22%, p< 0,02) y el tratamiento empirico no es
idoneo (87,5% frente a 43,7%, p= 0,05). En la Tabla 2. se resumen los sitios

anatomicos de infeccion por enterobacterias mas frecuentes.
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Tabla 2. Sitio anatémico de infeccidn por enterobacterias mas frecuentes.

Sitio anatomico Enterobacterias mas frecuentes
Sistema nervioso central Escherichia
Tracto respiratorio inferior Klebsiella, Enterobacter, Escherichia
Torrente sanguineo Escherichia, Klebsiella, Enterobacter
Tracto digestivo Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia
Tracto urinario Escherichia, Proteus, Klebsiella, Morganella
Tabla tomada y modificada de Puerta-Garcia, A. y Mateos-Rodriguez, F. (2010).
Enterobacterias. Medicine. 10(51):3427.

2.3 Estructura bacteriana de la familia Enterobacteriaceae

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos con forma de
bastén, por lo general de 1-3 um de largo y 0,5 ym de diametro. Como en otras
bacterias Gram negativas, su envoltura celular se caracteriza por una estructura
multilaminar. La membrana interna (o citoplasmatica) consiste en una doble capa
de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La
capa siguiente, consiste en una capa delgada de peptidoglucano junto con un
espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas. La
membrana externa incluye lipopolisacéridos (LPS), los cuales, en la parte mas
externa, son un importante factor de virulencia de estas bacterias; ademas,
contienen lipoproteinas (que estan fijadas al peptidoglucano), proteinas porinas
multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los antibiéticos
betalactamicos) y otras proteinas de la membrana externa, entre las cuales, se
encuentran algunas estructuras complejas proyectadas hacia el exterior; los
flagelos, utilizados para la locomocién y que provienen de una estructura basal
localizada desde la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes), con importante
funcién como adhesinas y el pili sexual, el cual es una estructura presente en las
bacterias que contienen plasmidos y que las bacterias utilizan para mediar la

transferencia conjugativa del DNA plasmidico.
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En

la Figura 1. se esquematiza la estructura basica de

la familia

Enterobacteriaceae. En la Figura 2. se detalla la composicion quimica de la pared

celular de las bacterias Gram negativas (76760,

Tabique divisorio
Membrana externa

Peptidoglicano

(Capsula)
Membrana

- Citoplasmatica

Cuerpos de
inclusion

/" Proteinas
porinas

X B L AL AL

Espacio
periplasmico

Ribosomas

Cromosoma
Flagelo

Figura 1. Estructura celular de las enterobacterias.
Poseen una capa delgada de peptidoglicano y una
membrana externa. Las estructuras cuyo nombre se
encuentran entre paréntesis no se encuentran en todas
las bacterias. Durante el proceso de division celular, la
membrana y el peptidoglicano crecen para formar el
tabique divisorio que separara a las células hijas.
(Tomado y modificado de Marler, M.; Siders, J;
Simpson, A; Alien, S. (2004). Mycology Image Atlas CD-
Rom, Indiana Pathology Images.)
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Figura 2. Composicion quimica de la pared celular de bacterias Gram
negativas. Se observa la disposiciéon del lipopolisacarido, fosfolipidos,
porinas y lipoproteinas en la membrana externa. (Tomada de M. T. Madigan,
J. M. Martinko, J. Parker. (2004). Brock. Biologia de los Microorganismos.
10a Ed. Prentice Hall-Pearson Education. 80.)

2.4 Resistencia antimicrobiana (RAM)

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un problema de salud mundial que se
encuentra en constante evolucion. De manera frecuente se reportan nuevos
mecanismos de RAM, tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas
65, Las RAM son utilizadas por algunos microorganismos como mecanismo de
defensa; son un fendmeno que existia antes del descubrimiento, desarrollo y uso
de los antibidticos (resistencia intrinseca); sin embargo, al emplear a estos ultimos
en el tratamiento de enfermedades infecciosas, la RAM se ha intensificado debido
al fenémeno denominado presién selectiva contra las bacterias, considerado como
uno de los factores mas importantes para su aparicién y diseminacion (resistencia
adquirida) 6569 En el Plan UCRA ("®, se observd que en los aislamientos de

enterobacterias existe resistencia elevada a cefalosporinas de segunda, tercera y
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cuarta generacion, si bien no se informo el fenotipo para produccion de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEES), se considerd que la incidencia de RAM
es de al menos el 60% debido a que ese fue el porcentaje promedio de aislamientos

productores de ese tipo de enzimas.

La presencia de una bacteria resistente a antibidticos como agente etioldgico de
una infeccion, disminuye las posibilidades de lograr la erradicacion bacteriolégica
en el paciente, generando asi, por un lado, el incremento significativo en los costos
de atencidn y tratamiento. Mientras que, por otro lado; propicia el alza de las tasas
de morbimortalidad ¢, por tal motivo, es necesario implementar técnicas rapidas
de identificacion de RAM que puedan apoyar en el diagnéstico del paciente, con el
objetivo de seleccionar una antibioticoterapia adecuada para el paciente en el menor

tiempo posible (17,45,53,73,76)

2.5 Superbacterias

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), antes denominadas
infecciones nosocomiales, son un importante problema de salud publica debido a
gue generan altas tasas de morbimortalidad y un importante aumento en los costos
de atencién de hasta $29 000 dolares, por paciente, cuando el agente etiolégico es
una bacteria resistente a antibiéticos . Las IAAS se definen como las infecciones
adquiridas en el hospital por un paciente internado por una razon distinta a ellas,
que no estaban en periodo de incubacion ni con manifestaciones clinicas al

momento del ingreso y/o egreso hospitalario “7).

En general, las IAAS pueden ser causadas por una gran variedad de
microorganismos como bacterias, virus, parasitos y hongos. Entre los factores que
contribuyen a esta patologia encontramos aquellos que son exclusivos del
microorganismo, de la susceptibilidad del paciente, del medio ambiente y del

tratamiento establecido ®9.
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Méas de 1.7 millones de personas en el mundo presentan complicaciones por
infecciones contraidas en el hospital. Si bien las IAAS afectan tanto a paises
desarrollados como a subdesarrollados, sus tasas de prevalencia entre ellos son
completamente diferentes. La tasa global de IAAS por 100 egresos reportada en
México en 2014 fue de 4.1 18, y la prevalencia fluctia desde 7 hasta 15.8%,
dependiendo de la institucién del sector salud, con una mortalidad aproximada de
29%. No obstante, en la unidad de cuidados intensivos (UCI), el panorama es mas
critico, con una prevalencia de hasta 23.2%, con una mortalidad global de 5.9%, y
por IAAS, de 25.15% (39.71),

Los reportes mas recientes de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiol6gica
(RHOVE) de la Secretaria de Salud indican que en nuestro pais, las IAAS mas
frecuentes son bacteriemias (23%) , neumonia (20%), infeccién de vias urinarias
(15.9%), infeccion de herida quirtrgica (15.4%), otras (25.4%) (18); estos porcentajes
han variado respecto a los reportes de 2012, donde eran neumonia (39.7%),

infecciones urinarias (20.5%), quirurgicas (13.3%) y del torrente sanguineo (7.3%)
(50),

En enero de 2009, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (Infectious
Diseases Society of America en inglés) publicé una lista de bacterias patégenas de
alta incidencia en el mundo que presentan multirresistencia a antibioticos,
denominadas coloquialmente como “superbacterias” (30:3456.71) - Asimismo, la OMS
(1), hizo un llamado para que se desarrollen con urgencia nuevas estrategias para
combatir las infecciones que causan estas bacterias, denominadas actualmente
patdgenos prioritarios; dicha lista se divide en tres categorias con arreglo a la
urgencia en que se necesitan los nuevos antibiéticos: prioridad critica, elevada y

media.
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Prioridad 1: CRITICA

a. Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
b. Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos
c. Enterobacteriaceae, productoras de BLEEs, resistentes a los

carbapenémicos
Prioridad 2: ELEVADA

a. Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

b. Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia
y resistencia a la vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

Salmonella, resistente a las fluoroquinolonas

=~ ® 2 o

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas y a las fluoroquinolonas
Prioridad 3: MEDIA

a. Streptococcus pneumoniae, resistente a la penicilina
b. Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

c. Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

El grupo de prioridad critica incluye a las bacterias multirresistentes que son
especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los
pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como ventiladores y
catéteres intravenosos (30:34.56.71) Este grupo puede provocar infecciones gravesy a

menudo letales, como bacteriemias y neumonias ©9,

Las bacterias de prioridad critica han adquirido resistencia a un elevado numero de
antibioticos, como los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacion

(los mejores antibidticos disponibles para tratar las bacterias multirresistentes) (2.
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Los niveles segundo y tercero de la lista, las categorias de prioridad elevada y media
contienen otras bacterias que exhiben una farmacorresistencia creciente y provocan
enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias por

Salmonella.

Cabe mencionar que entre estas bacterias se encuentra un grupo denominado
como ESCAPE @7, acrénimo que hace referencia a sus nombres: Enterococcus
spp., Staphylococcus aureus, Clostridioides difficcile, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacteriaceae, asi como a su
capacidad de “escapar” a la terapia con antibiéticos, ya que estas bacterias pueden
poseer resistencia a muchos de los antibiéticos que se emplean para su tratamiento
(30.3456,71)  Este grupo también es conocido como ESKAPE ©9 en donde se
reconoce a Klebsiella pneumoniae BLEEs como una bacteria que requeria mencion
especial, sin embargo, debido a que este acrénimo busca englobar a las bacterias
causantes de IAAS con mayor frecuencia, en septiembre de 2009, la Sociedad de
Enfermedades Infecciosas de América decidié colocar a Klebsiella pneumoniae
dentro de Enterobacteriaceae y adicionar a C. difficcile al acronimo, debido a que
se observé un incremento en la prevalencia de IAAS causadas por dicho

microorganismo ©7),

Esta clasificacion, si bien sirve de referencia a nivel mundial, no se puede utilizar en
todos los pacientes; por este motivo, es importante conocer la biota de cada pais,
por ejemplo, Estados Unidos es una de las naciones en donde existe un mayor
namero de estudios de prevalencia sobre los agentes etiologicos en las IAAS. De
estos, el microorganismo mas frecuentemente aislado es Staphylococcus aureus
67, En lo que respecta a México, el perfil es cambiante: resultados presentados en
el 2018 por la UNAM, en el Plan UCRA, muestran que el principal microorganismo
aislado son las enterobacterias productoras de BLEES, principalmente E. coli y K.
pneumoniae (48%), seguido por P. aeruginosa multirresistente (incluido
carbapenémicos) (22%), S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (13%), A.

baumannii. (11%) y enterococos resistentes a vancomicina (6%) (79,

Pagina | 18



2.6 B-lactamicos

Los B-lactamicos son antibiéticos que actian inhibiendo la sintesis de la pared

celular bacteriana.

2.6.1 Estructura quimica

De acuerdo a su estructura quimica (ver Figura 3), pueden describirse cuatro clases
de B-lactamicos (13.14.77);

penicilinas
cefalosporinas
monobactamicos
carbapenénicos

a a aa

La generacién de un numero creciente de subclases, dentro de las dos primeras,

hace que sean los grupos mas grandes dentro de la familia.

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactdmico —+ GRUPO ANTIBIOTICO
& NH
ROWCRY
| (@ Anillo tlazolidinico Acldo 6-aminopenicilanico PENICILINAS
O o
R 2@ @
@‘ ® Anillo dihidrotiacinico Acido 7 c-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
& RPo %
R @R
Oé) @ é R Anillo Pirrolidinico Carbapenem CARBAPENEMICOS
R b(
i
! Ninguno Monobactam MONOBACTAMICOS
PP
ro 0 &
| @ @ Anillo Oxazolidinico Clavam ACIDO CLAVULANICO
&£ ®

Figura 3. Estructura quimica de los B-lactamicos. (Tomada y modificada de
Suarez, C.; Gudiol, F. (2009). Antibioticos betalactamicos. Enferm Infecc Microbiol
Clin. 27(2):118.)
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2.6.2 Mecanismo de accion

Los B-lactamicos son antibioticos de accidon bactericida que actidan sobre la fase
final de sintesis del peptidoglicano. Actian como sustratos competitivos de distintas
enzimas participantes en la sintesis de membrana, esencialmente de las
transpeptidasas denominadas proteinas fijadoras de penicilina (PBP), ya que
presentan una similitud estructural con el extremo D-alanina-D-alanina del
pentapéptido que enlaza las cadenas de N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina
del peptidoglicano. En presencia de antibidtico, las transpeptidasas hidrolizan el
enlace amida del anillo B-lactdmico y se forma un éster estable entre el compuesto
hidrolizado y un grupo hidroxilo de la serina del sitio activo de la enzima. Con ello
se inhibe la transpeptidacion, se desestabiliza la pared celular y finalmente se

produce la lisis bacteriana mediada por autolisinas 2.
La resistencia a -lactamicos esta mediada por varios mecanismos:

1) Alteracion de la diana (PBP).
2) Disminucion de la permeabilidad.
3) Mecanismos de eflujo o expulsion del antibidtico.

4) Inactivacion enzimatica por B-lactamasas:

a) PB-lactamasas cromosomicas.

b) B-lactamasas plasmidicas:
i) B-lactamasas de espectro extendido (BLEES).

La produccién de B-lactamasas, enzimas capaces de hidrolizar el enlace amida del

anillo B-lactamico, seria el principal mecanismo de resistencia en Gram negativos

@),

En la Figura 4. Se muestra el mecanismo de accion de los 3-lactamicos, los cuales
presentan actividad antimicrobiana debido a la similitud estereoquimica entre la D-

Alanil-D-Alanina y las moléculas de dichos antibiéticos (Figura 5) (2:513.68.75.77),
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A1. Competicion entre el betalactamico

y el pentapéptido por la unién con las A2. Union covalente
PBP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad ...,/ estable entre PBP y el
/& anillo betalactamico,
BETALACTAMICO )
- h
o
60
)

B1. Destruccién enzimatica -
del peptidoglicano

NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein

Figura 4. Mecanismo de accion de los B-lactamicos sobre Enterobacteriaceae.
(Tomada de Suarez, C.; Gudiol, F. (2009). Antibidticos betalactamicos. Enferm
Infecc Microbiol Clin. 27(2):122.)

ZT

o NH .
g ;

coo”
D-Ala-D-Ala
Precursor de pared celular

AN

R N N
YT YY) Y)
o7 > Ry w4 SO3H
o] <
OH coo
O/h‘ o) OH
Penicilinas Cefalosporinas Monobactdmicos  Carbapenémicos

Estructura nuclear de los B-lactamicos

Figura 5. Similitud estereoquimica entre la D-alanil-D-alanina con las moléculas
de los B-lactamicos. Todos los antibiéticos B-lactamicos contienen el mismo anillo
"B-lactamico” de 4 miembros (rojo). (Tomada y modificada de RINGBIO. (2019). Beta
lactams antibiotics: The greatest discovery, the biggest danger. En julio 28, 2019 en
https://ringbio.com/es/node/183)
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2.7 Clasificaciéon de las B-lactamasas

Las B-lactamasas han recibido multiples clasificaciones debido a que son muy
numerosas. Pueden ser separadas segun su estructura, su funcién, el sustrato al
que se unen o las sustancias que las inhiben, segun sus pardmetros cinéticos y su
expresion, es decir, si esta codificada en el cromosoma o si esta codificada en

plasmidos.

En la actualidad, las dos clasificaciones mas vigentes son la de Ambler y la de Bush-
JacobyMedeiros 459, La clasificacion de Ambler se formulo en al afio 1980 y se
basa en la estructura molecular y secuencia de aminoacidos de las enzimas. Hace
una clasificacién con letras dela AalaD. La A, Cy D, corresponden al grupo de B-
lactamasas que tiene serina en su estructura y son llamadas serina 3-lactamasas,
hidrolizan penicilinas, oxacilina y cefalosporinas. Las del grupo B son conocidas
como metalo-B-lactamasas y se diferencian de los otros tres grupos en gue tienen
como cofactor un ion de Zinc, necesario para actuar; igualmente, actia sobre
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, pero no sobre monobactamicos
(Figura 6) ©:28),

La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros nacié en 1995 y se basa en las
similitudes de la funcién de las enzimas, estableciendo asi, grupos del 1 al 4, de los
cuales, a su vez, el grupo 2 lo subclasifica con letras de la A a la F. De este grupo,
la mayoria es inhibida por el acido clavulanico, donde el grupo 2de es el que

corresponde a las B-lactamasas de espectro extendido (BLEESs) (920),
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f-lactamasas comunes

en Enterobacteriaceae
|

o

1

BLEEs (2de)**
— TEM - TEM
- SHV = SHV
— K1
* Clasificacion de Ambler
** Clasificacion de Bush
—  CTX-M

Figura 6. Esquema de clasificacion de las B-lactamasas. TEM: Tipo
temoniera; SHV: Variante sulfhidrilo; K1: B-lactamasa cromosémica Ki1;
CTX-M: Cefotaximasas. (Tomada de Echeverri, L.; Atehortua, S.; Robledo
J. (2009). K. pneumoniae y B-lactamasas. Un problema creciente.
MEDICINA UPB 28(2):135-141)

2.8 Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) como mecanismo de

resistencia

Uno de los mecanismos de resistencia con mayor trascendencia clinica son las
enzimas BLEEs, codificadas por plasmidos, transposones e integrones 9. Por lo
general, se presentan en enterobacterias como E. coli, K. pneumoniae, Salmonella
sp., Proteus sp., Citrobacter sp., Morganella morganii, Serratia marcescens,

Shigella dysenteriae, Klebsiella oxytoca y Proteus mirabilis (10.38),
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Las BLEEs tienen la capacidad de hidrolizar las oximinocefalosporinas como
ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) y el aztreonam (ATM),
guedando sensibles frente a las cefamicinas (cefoxitina (FOX), cefotetan (CTT)) y
carbapenémicos (imipenem (IMP), meropenem (MEP), ertapenem (ETP)) (19:54.59.62),
Se ha descrito diferentes familias de BLEE, como TEM y SHV y otros tipos como
las cefotaximasas (CTX-M) descritas en 1989, las cuales, se caracterizan por
conferir resistencia de alto nivel a cefuroxima (CXM), cefotaxima (CTX) y cefepima
(FEP) 462), Las BLEES, constituyen un problema terapéutico y epidemiolégico de
gran magnitud; la presencia de estas cepas como agente etiolégico de infecciones
conllevan a multirresistencia debido a que portan genes que provocan resistencia
cruzada a quinolonas, aminoglucésidos e incluso cotrimoxazol; de ahi la gran

importancia de una adecuada y oportuna identificacion ©8),
2.9 Métodos fenotipicos parala deteccion de BLEEs

A continuacion, se describen los métodos fenotipicos principales para la deteccion
de enterobacterias productoras de BLEEs. De forma complementaria, en la Tabla
3. se muestran las ventajas e inconvenientes de dichos métodos y de algunos

adicionales.

2.9.1 Método de tamizaje para deteccion de B-lactamasas de Espectro
Extendido segun CLSI

Es realizado a través del método de disco difusion en agar Mueller Hinton mediante
la técnica de Kirby Bauer. Se emplean discos de susceptibilidad antimicrobiana de
ATM (30 ug), CRO (30 ug), CTX (30 pg) y CAZ (30 pg); estos dos ultimos permiten
la deteccion de forma mas eficiente de BLEEs de tipo CTX-M y las derivadas de
TEM, SHV, y PER-2, respectivamente; ademas, se utilizan como criterios de
sospecha, los diametros: ATM < 27 mm; CRO < 25 mm.; CTX < 27 mm; CAZ < 22
mm. Se considera cepa posible productora de BLEEs (BLEEs positiva) cuando
presenta halos de inhibicion iguales o inferiores a los diametros referidos, para al
menos uno de los antibiéticos (1549, Las cepas sospechosas deben ser sometidas

a las pruebas confirmatorias. (15:38:49)
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2.9.2 Prueba confirmatoria BLEEs - CLSI (método americano)

Las placas de agar Mueller Hinton son sembradas con las cepas sospechosas; para
ello se siguen las recomendaciones del CLSI, colocandose discos de susceptibilidad
antimicrobiana de CAZ (30 ug), ceftazidima/dcido clavulanico (CAZ/CAZ-CLA)
(30/10 pg), CTX (30 pg), cefotaxima/acido clavulanico (CTX/CXT-CLA) (30/10 pg).
Una diferencia mayor o igual a 5 mm en los halos de inhibicion entre los discos de
CAZ-CLA y CAZ o CXT-CLA y CTX, es interpretada como cepa productora de
BLEEs (15:3849) (Figura 7).

" CAZ-CLA ‘.
BLEE (+)

#2 5 mm

Figura 7. Prueba confirmatoria BLEEs - CLSI (método americano).
Comparacion entre los halos de inhibicion obtenidos para los marcadores
ceftazidima (CAZ) y cefotaxima (CTX), ambos con y sin acido
clavulanico (CAZ-CLA y CTX-CLA), resaltando que la cepa sera
identificada como productora de BLEE si y sélo si, en al menos un
marcador se presenta una diferencia =2 5 mm respecto al mismo con
acido clavulanico adicionado. (Elaborada por Gerardo Antonio Romero
Borja con material obtenido durante el desarrollo experimental de la
tesis).

Pagina | 26



2.9.3 Placade 12 discos

La placa de 12 discos (Figura 8), permite realizar de forma simultanea el Método
de tamizaje para deteccion de B-lactamasas de espectro extendido segun CLSl y el
Test confirmatorio BLEE — CLSI, debido a que, esta se ensaya a través del método
de disco difusion en agar Mueller Hinton mediante la técnica de Kirby Bauer,
utilizando discos de susceptibilidad antimicrobiana, los cuales se colocan en
posiciones y a distancias especificas para poder visualizar sinergismos, de ATM (30
pg), CTX (30 pg), CAZ (30 pug) y CRO (30 pug), (CAZ/ICAZ-CLA) (30/10 pg),
(CTX/CXT-CLA) (30/10 ug), FEP (30 pg), FOX (30 pg), CTT (30 pg), IMP (10 pg),
MER (10 ug) y ETP (10 pg) (1538495462) y posterior a su incubacion durante 18-24 h
en atmaosfera aerobica, se registra el diametro de los halos de inhibicion producidos
por la cepa en estudio, aplicando los criterios establecidos por CLSI para cada
antibiotico, determinando, de esta manera, el mecanismo de RAM que el

microorganismo expresa.

Figura 8. Placa de 12 discos. A) Placa con cepa de Klebsiella pneumoniae confirmada como productora
de BLEEs debido a que se observaron lecturas ligeramente significativas (®>5 mm) entre los halos de
inhibicion de cefotaxima (CTX) y cefotaxima con acido clavulanico (CTX-CLA). B) Placa con cepa de
Escherichia coli confirmada como productora de BLEEs debido a que se obtuvieron lecturas significativas
(>> 5mm) entre los halos de inhibicion de los dos marcadores CTX y ceftazidima (CAZ) con y sin sus
respectivas mezclas con acido clavulanico (CTX-CLA y CAZ-CLA). (Elaborada por Gerardo Antonio
Romero Borja con material obtenido durante el desarrollo experimental de la tesis).
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2.10 Kit B-LACTA™ test

B-LACTA™ test (BLT) (Figura 9) es una prueba rapida cromogénica desarrollada
por Bio-Rad (Marnes-la-Coquette-France). Esta prueba fenotipica disefiada para
ser mas rapida que los métodos convencionales, esta basada en la cefalosporina
cromogénica, HMRZ-86, la cual, al ser hidrolizada produce un cambio de color de
amarillo a rojo/violeta. BLT inicialmente fue desarrollada para detectar
enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion en Unicamente
15 minutos a partir de cultivos sélidos, mostrando una sensibilidad y especificidad
de 80,2% y 97,9% ©2478) respectivamente; ademas, BTL puede ser aplicado
directamente a sedimentos de orina y a hemocultivos confirmados como positivos a

Bacilos Gram Negativos (BGN) (2478),

Figura 9. Kit § LACTA™ test. Se muestran
los reactivos R1 (A) y R2 (B) que conforman el
kit ademas de C y D, los cuales son
resultados positivo y negativo,
respectivamente a la  deteccion de
enterobacterias BLEEs
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2.11 Cefalosporina cromogénica HMRZ-86

HMRZ-86 (Figura 10) es una cefalosporina cromogénica novedosa que posee un
grupo carboxi-propil-oxiimino unido a la cadena lateral en la posicion 7 del
compuesto, el cual protege al anillo B-lactamico de un rango de B-lactamasas, pero
no de las B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEEsS) o de las metalo-B-
lactamasas %), La hidrdlisis del anillo B-lactamico por estas enzimas cambia la
longitud de onda absorbida por el doble enlace conjugado ubicado en la posicién 3,
cambiando el color del compuesto de amarillo a rojo-violeta, de la misma manera
que ocurre con la nitrocefina “8),

Los métodos de deteccion tradicionales son laboriosos y requieren mucho tiempo,
lo que dificulta su implementacion como parte del trabajo de asistencia de un
pequeio hospital. Se ha demostrado ©54%) que HMRZ-86 reacciona con BLEEs y
metalo-B-lactamasas, pero no con las penicilinasas y cefalosporinasas
tradicionales. La reaccion ocurre dentro de los primeros 15 minutos a tres horas, y
el resultado se indica mediante un cambio visible en el color. Aunque la intensidad
del color depende de la tension, incluso las reacciones débiles son facilmente
visibles dentro de los 30 minutos (1323548.78) Por |o cual, es necesario resaltar la

utilidad de HMRZ-86 para diferenciar las BLEEs de las B-lactamasas tradicionales.

NO,

Figura 10. Estructura quimica de HMRZ-86. Acido trifluoroacético (7R)-7-[2-
(aminotiazol-4-il)-(z)-2-(1-carboxi-1-metiletoxiimino) acetamido]-3-(2,4-dinitrostiril)-3-
cefem-4-carboxilico. isomero E. Cefalosporina cromogénica contenida en el reactivo R2
del kit B LACTA™ test. (Tomada de: Hanaki, H.; Hiramatsu, K. et al. (2004).
Characterization of HMRZ-86: a novel chromogenic cephalosporin for the detection of

extended-spectrum B-lactamases. J. Antimicrob. Chemother. 53, 888.)
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3. JUSTIFICACION

El fendmeno de la resistencia antimicrobiana (RAM) se ha presentado como
consecuencia del uso indiscriminado e irracional de los antimicrobianos, propiciando
en el paciente un riesgo de hasta el 66,7% de obtener resultados clinicos
desfavorables, incluso la muerte. Cabe resaltar que el servicio de atencion médica
y tratamiento antimicrobiano brindado a un paciente que cursa con una infeccion
causada por una bacteria farmacorresistente aumenta hasta en $29000 délares por
paciente, lo cual impacta significativamente en el costo destinado a la atencidon de
enfermedades infecciosas, de las cuales, el 60% de los principales agentes
etiolégicos son las enterobacterias productoras de B-lactamasas de Espectro
Extendido (BLEES). Por tal motivo, en 2014, la RAM fue declarada como amenaza
global por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), debido a que son pocos los
antibioticos novedosos efectivos que han sido aprobados y en 2016 aprob6 un plan
de accion mundial para afrontar el problema de la RAM, el cual enfoca los esfuerzos,
entre otras cosas, al desarrollo de nuevas técnicas para la identificacion temprana
del agente etiolégico y de su perfil de RAM, con el objetivo de contribuir al
diagnéstico y seleccion del tratamiento de la enfermedad infecciosa. En
consecuencia, Bio-Rad ha disefiado la prueba rapida cualitativa colorimétrica
denominada B-LACTA™ test (BLT), la cual disminuye el tiempo de deteccién de
Enterobacteriaceae BLEEs a Unicamente 15 minutos - 3 horas, debido a que se
emplea directamente en colonias bacterianas y sedimentos provenientes de orina y
hemocultivos; ademas, es mas rapida y menos costosa que una prueba molecular
y no requiere de equipos para poder ser implementada. Por tal motivo, el realizar un
estudio que permita evaluar la sensibilidad y especificidad de dicha prueba en
muestras de interés clinico provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios
del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, permitira determinar si BLT
es candidata para emplearse en la deteccion de enterobacterias productoras de B-
lactamasas de Espectro Extendido, y de esta manera, emitir en menor tiempo, un
reporte de laboratorio que permita orientar al médico en la seleccién del tratamiento
mas efectivo para el paciente, basado en el perfii RAM del microorganismo

patogeno causante de la infeccion del paciente.
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4. HIPOTESIS

La prueba cromogénica B LACTA™ test ha sido previamente evaluada en la
deteccidn rapida de enterobacterias BLEEs directo en colonias, en muestras de
hemocultivos y orina. Por tal motivo, se espera que la sensibilidad y especificidad
de ésta, sea muy similar a la del microsistema BD Phoenix ™ ID/AST y al estandar
de oro, Disco Combinado, al ser empleados en la deteccién de enterobacterias

BLEESs presentes en dichas muestras de importancia clinica.
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5. OBJETIVOS
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5.1 Objetivo general

n Evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba cromogénica  LACTA™
test, la cual fue disefiada para la deteccion rapida de enterobacterias
productoras de BLEES directo en colonias, muestras de orina y hemocultivos
obtenidos de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez” durante el periodo de agosto de 2018 a
enero de 2019.

5.2 Objetivos particulares

n  Ensayar la técnica estandarizada B LACTA™ test directo en colonias, orina
y hemocultivos positivos para bacilos gram negativos.

. Correlacionar los resultados obtenidos con B LACTA™ test, el microsistema
BD Phoenix™ ID/AST y el método de referencia Disco combinado alusivos a
la produccién de BLEESs por enterobacterias.

n  Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba B LACTA™ test para
la identificacion de enterobacterias BLEES.
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6. METODOLOGIA
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6.1 Seleccion de la poblacion

Se realizé un estudio transversal, debido a que solo se analiz6 una muestra por

paciente, con una medicion en un tiempo definido. De tal manera que se

recolectaron en el laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez”, un minimo 50 muestras provenientes de pacientes

hospitalizados y ambulatorios de dicha institucién de tercer nivel, para cada una de

las tres técnicas a ensayar con 3 LACTA™ test:

T

T

Directo en colonias aisladas de enterobacterias.

Orina positiva a bacilos Gram negativos (confirmados posteriormente como
enterobacterias).

Hemocultivos positivos a bacilos Gram negativos (confirmados

posteriormente como enterobacterias).

6.1.1 Criterios de inclusion y exclusién

Inclusioén:

T

Colonias: Colonias de enterobacterias aisladas en los medios de gelosa
sangre de carnero o gelosa chocolate, provenientes de muestras de interés
clinico.

Orina: Se realizara la lectura del sedimento en fresco y se preparara un frotis
con el mismo, el cual sera tefiido con colorantes de Gram. Deberan
observarse = 6 leucocitos por campo y abundantes bacilos gram negativos,
respectivamente.

Hemocultivos: Aquellos que sean detectados por el equipo BD BACTEC™
FX; los cuales seran confirmados mediante una de tincion de Gram con

presencia de bacilos gram negativos.
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Exclusion:

n  Colonias: Colonias aisladas en medios de cultivo que tengan colorantes y/o
indicadores que puedan interferir con la interpretacion del resultado obtenido
con B LACTA™ test.

n  Orina y hemocultivos: Muestras positivas a bacilos Gram negativos que
sean identificados como cepas no correspondientes a la familia

Enterobacteriaceae.

6.2 Manejo de lainformacion

Los datos obtenidos de la identificacion de enterobacterias BLEEs mediante
LACTA™ test, Disco combinado y microsistema Phoenix ™ ID/AST, se colocaron
en una hoja de calculo de Excel (Microsoft Office, 2013) y se procedio a realizar el
analisis estadistico de forma manual para calcular la Sensibilidad, Especificidad y el

indice de concordancia Kappa.

6.3 Andlisis estadistico de los resultados
6.3.1 Definiciéon de las variables

n Variable independiente: Métodos fenotipicos para identificar
enterobacterias productoras de BLEEs (B LACTA™ test, Disco combinado
y BD Phoenix ™ ID/AST).

n  Variable dependiente: Sensibilidad y especificidad obtenida por 8 LACTA™
test, al ser empleada en la identificacion de enterobacterias BLEES, con base
en las cepas identificadas como productoras de BLEEs confirmadas, con la
prueba de referencia recomendada por CLSI, Disco combinado y con BD
Phoenix ™ ID/AST.
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6.3.2 Célculo de la sensibilidad y especificidad (7

Produccion de BLEEs
(Disco combinado)
Positiva Negativa
+ Verdadero positivo Falso positivo
a b
B LACTA™ - Falso negativo Verdadero negativo
c d
test T c b+ g
Sensibilidad Especificidad
=zal(a+c) =d /(b +d)

6.3.3 Calculo del indice de concordancia kappa (k) ?9

K:PO_Pe
1- P,
Donde:

B (a+ d
° (a+b+c+d

[(a + b)(a + )]+ [(c+d)(b+d)]
(a+b+c+d)?

P, =

6.4 Limitaciones del estudio

Las limitaciones mas importantes del estudio son el nimero de muestras (orina y
hemocultivos) positivas a enterobacterias, recibidas en el Laboratorio de
Microbiologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” durante el
periodo de agosto de 2018 a enero de 2019 y la cantidad de reactivo disponible

LACTA™ test para poder realizar el ensayo.
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6.5 Uso de B LACTA™ test directo en colonias aisladas de enterobacterias

Se tomo un tubo de microcentrifuga de 0,5 mL y se afiadié una gota de los reactivos
R1 y R2 del kit colorimétrico B LACTA™ test. Posteriormente, se seleccionaron
algunas colonias aisladas de enterobacterias, fenotipicamente iguales, las cuales
fueron tomadas con un asa microbioldgica estéril de 1 uL, procurando que el anillo
de ésta estuviera completamente lleno, y se procedié a colocar la muestra en el
microtubo con la mezcla de reactivos preparada previamente. Se observo
detenidamente el color de la mezcla final y el microtubo fue incubado a temperatura
ambiente (18-30°C). La mezcla final se observo primero a los 15 minutos de
incubacion y posteriormente se observdé de forma frecuente hasta que se
completaron las 3 horas de dicho proceso; registrando el vire de la suspensién, en
caso de que en alguin momento se presentara. El resultado final fue interpretado de
la siguiente manera: ningin cambio en el color inicial indica un resultado negativo,
un cambio en el color inicial a rojo-violeta indica un resultado positivo y un cambio
en el color inicial a naranja indica un resultado no interpretable (Figura 11, Anexo
1)

Para completar el analisis, el cultivo analizado fue caracterizado de la siguiente
manera: se identificd género y especie mediante el sistema MALDI-TOF, género,
especie y perfil de RAM mediante el microsistema Phoenix ™ ID/AST y la
confirmacion de dicho perfil mediante el estandar de oro, Disco combinado.

Figura 11. Resultados de B LACTA™ test en colonia directa.
Los tubos A, C y E presentan un vire a rojo-violeta, lo cual indica
una cepa BLEE (+). Mientras que B y D presentan una coloracion
amarilla (no hay vire) indica una cepa BLEE (-).
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6.6 Uso de B LACTA™ test directo en muestras de orina

Se tomé 1,5 mL de orina seleccionada previamente por presentar sedimento activo
(piuria y bacterias abundantes); ademas de Bacilos Gram Negativos (BGN)
abundantes observados con tincion de Gram. Dicha muestra se colocé en un tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL y se centrifug6 por 5 minutos a 3000 xg (Eppendorf
microcentrifuge), se descartd el sobrenadante y se adicion6 al microtubo una gota
de los reactivos R1 y R2 del kit colorimétrico 8 LACTA™ test. Se resuspendio el
boton bacteriano y se observé detenidamente el color de la mezcla final. El
microtubo fue incubado a temperatura ambiente (18-30°C). La mezcla final se
observo primero a los 15 minutos de incubacién y posteriormente se observo de
forma frecuente hasta que se completaron las 3 horas de dicho proceso; registrando
el vire de la suspension, en caso de que en algin momento se presentara. El
resultado final fue interpretado de la siguiente manera: ningin cambio en el color
inicial indica un resultado negativo, un cambio en el color inicial a rojo-violeta indica
un resultado positivo y un cambio en el color inicial a naranja indica un resultado no

interpretable (Figura 12, Anexo 2y 4)

Figura 12. Resultados de § LACTA™
test en sedimento urinario. El tubo A
presenta un vire a rojo-violeta, lo cual
indica una cepa BLEE (+). Mientras que
el tubo B presenta una coloracion
amarilla (no hay vire) indicando una cepa
BLEE (-).
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Para finalizar, se procedio a realizar el aislamiento de la enterobacteria respectiva
presente en la orina sembrando la muestra en los medios de gelosa sangre y Mac
Conkey con asa calibrada de 10 pL. Se incubé 18-24 horas en atmdésfera aerdbica
y se trabajé unicamente si el cultivo presento desarrollo de =2 10° UFC/mL (Urocultivo
positivo con base en los criterios de Kass), realizando la deteccion de género y
especie; ademas, del perfil de RAM mediante el microsistema Phoenix ™ ID/ASTy

la confirmacion de dicho perfil mediante el estandar de oro, Disco combinado.

6.7 Uso de B LACTA™ test directo en hemocultivos

Se tomdé 1,5 mL de hemocultivo positivo detectado mediante el equipo BD
BACTEC™ FX. Blood Culture System (BD-Becton Dickinson, USA) y confirmado
mediante una tincibn de Gram con presencia de bacilos Gram negativos. Dicha
muestra se colocé en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y se centrifug6 1 minuto
a 1700 xg (Eppendorf microcentrifuge), se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el boton en 1 mL de solucién recién preparada de Triton X-100: Agua
bidestilada estéril (3uL:1000 uL). Posteriormente, se agité en vortex durante 15 sy
se centrifugb 1 min a 13000 xg (Eppendorf microcentrifuge). Se descart6 el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con 1 mL de agua bidestilada estéril;
centrifugando, entre cada uno, 1 minuto a 13000 xg (Eppendorf microcentrifuge).
Después de finalizar el segundo lavado, se descart6 el sobrenadante y se adicion6
al microtubo una gota de los reactivos R1 y R2 del kit colorimétrico § LACTA™ test.
Se observo detenidamente el color de la mezcla final. EI microtubo fue incubado a
temperatura ambiente (18-30°C). La mezcla final se observé primero a los 15
minutos de incubacién y posteriormente se observo de forma frecuente hasta que
se completaron las 3 horas de dicho proceso; registrando el vire de la suspension,
en caso de que en alguin momento se presentara. El resultado final fue interpretado
de la siguiente manera: ningun cambio en el color inicial indica un resultado
negativo, un cambio en el color inicial a rojo-violeta indica un resultado positivo y un
cambio en el color inicial a naranja indica un resultado no interpretable (Figura 13,
Anexo 3y 4)
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Figura 13. Resultados de B LACTA™ test en
muestras de hemocultivo. Los tubos A, y D presentan
un vire a rojo-violeta, lo cual indica una cepa BLEE (+).
Mientras que B y C presentan una coloracion amarilla
(no hay vire) indica una cepa BLEE (-).

Para concluir, se procedio a realizar el aislamiento de la enterobacteria respectiva
presente en el hemocultivo utilizando los medios de gelosa sangre, gelosa chocolate
y Mac Conkey. Se realizo la deteccion del género y especie mediante el sistema
MALDI-TOF. Se analizé género, especie y perfil de RAM mediante el microsistema
Phoenix ™ ID/AST y la confirmacion de dicho perfil mediante el estandar de oro,

Disco combinado.

6.8 Identificacibn de microorganismos patégenos y su perfil de
susceptibilidad a antibidticos marcadores de posible produccion de BLEEs a
través del sistema de microbiologia automatizado BD Phoenix ™ ID/AST (BD
Diagnostics, Sparks, MD, EE. UU.)

Se vertio la suspension bacteriana en los paneles e ingresar al equipo, siguiendo la
metodologia proporcionada por el fabricante ©58). Sj el equipo detecté a una
enterobacteria posible productora de BLEES, se procedio a realizar el ensayo de
susceptibilidad in vitro de Disco combinado para confirmar la produccion de BLEE

de la enterobacteria en estudio (Figura 14).
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Figura 14. Sistema de microbiologia automatizado BD Phoenix ™ ID/AST. A) Vertido de suspension
bacteriana en los paneles para realizar la identificacion y obtener la susceptibilidad de la cepa ensayada.
B) Ingreso del panel preparado en el inciso A, al equipo BD Phoenix ™ ID/AST. (Tomada de BD. BD
Phoenix™ ID/AST Manual Panel Inoculation. Recuperado en octubre 27, 2018 en https://goo.gl/mmqgoww)

6.9 Prueba confirmatoria BLEEs-CLSI/Disco Combinado (método americano)

Se sembraron las placas de Mueller Hinton con la cepa problema siguiendo las
recomendaciones del CLSI (1523) y se ley6 el diametro de los halos de inhibicion.
Una diferencia 2 5 mm en los halos de inhibicion entre los discos de CAZ y CAZ-
CLA o CTX y CTX-CLA fue interpretada como cepa productora de BLEEs 9
(Figura 7).
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/. RESULTADOS
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7.1 B LACTA™ test directo en colonias aisladas de enterobacterias

Debido a que se analizaron solamente las muestras que cumplieron con los criterios
de inclusion, se ensayaron Unicamente 50 colonias de enterobacterias aisladas de
muestras de interés clinico (urocultivos, secreciones de herida, abscesos,
hemocultivos, aspirados bronquiales, lavados bronquioalveolares y biopsias)
provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” durante el periodo de agosto de 2018 a enero de 2019
recibidas en el laboratorio de Microbiologia Clinica como parte del trabajo de
asistencia, en las cuales predominaron los siguientes géneros: E. coli 36% (18/50),
K. pneumoniae 20% (10/50), Serratia marcescens 14% (7/50) y Enterobacter
cloacae 14% (7/50) y en menor predominio, se ensayaron algunas cepas de
Citrobacter braakii, Citrobacter freundii, Salmonella enterica, Klebsiella aerogenes,
Klebsiella oxytoca, las cuales corresponden al 16% (8/50) de las cepas evaluadas.

De las 50 cepas en estudio, el 40% (20/50) mostré un resultado positivo (Tabla 4)
al ser ensayadas con la prueba colorimétrica B LACTA™ test, mientras que, el 2%
(1/50) dio como resultado no interpretable. Dicho resultado no se incluyé para
determinar la sensibilidad y especificidad del método, tal como se observa en el
andlisis realizado por algunos autores 1826.78); quienes también hacen mencion de
la obtencion de un resultado menor o igual al 2% de cepas no interpretables

utilizando la técnica colorimétrica.
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7.2 B LACTA™ test directo en muestras de orina

Debido a que se analizaron solamente las muestras que cumplieron con los criterios
de inclusion, se ensayaron en total 51 cepas de enterobacterias en muestras de
orina provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez” durante el periodo de agosto de 2018 a enero de
2019 recibidas en el laboratorio de Microbiologia Clinica como parte del trabajo de
asistencia, en las cuales predominaron los siguientes géneros de enterobacterias:
E. coli 72% (37/51), K. pneumoniae 18% (9/51). Dicho predominio coincide con el
que reporta la literatura (1:9:10.26:28.4962.70) " debido a que estos microorganismos son
los que se aislan con mayor frecuencia como agentes patdgenos causantes de
infecciones del tracto urinario (ITU); ademas, se hace mencion que, en algunos
casos, es posible aislar a Proteus sp, asi como lo fue en este, debido a que se
realizé el aislamiento de una cepa de Proteus mirabilis, la cual representa el 2%
(1/51) del total de las cepas ensayadas; mientras que el 8% (4/51) restante esta
conformado por algunas cepas de E. cloacae, Morganella morganii y Providencia
alcaligenes.

De las 51 cepas en estudio, el 45% (23/51) mostré un resultado positivo (Tabla 5)
al ser ensayadas con la prueba colorimétrica B LACTA™ test, mientras que, al igual
gue en el caso anterior, donde se ensaya la prueba directo sobre colonias; el 2%
(1/51) dio como resultado no interpretable. Dicho resultado no se incluy6é para
determinar la sensibilidad y especificidad del método, tal como se observa en el
analisis realizado por algunos autores :726.78): quienes también hacen mencién de
la obtencion de un resultado menor o igual al 2% de cepas no interpretables

utilizando la técnica colorimétrica directamente en sedimento urinario.
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7.3 B LACTA™ test directo en hemocultivos

Debido a que se analizaron solamente las muestras que cumplieron con los criterios
de inclusion, se ensayaron en total 54 cepas de enterobacterias presentes en
hemocultivos provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” durante el periodo de agosto de 2018 a
enero de 2019 recibidos en el laboratorio de Microbiologia Clinica como parte del
trabajo de asistencia, en las cuales predominé el aislamiento de los siguientes
géneros de enterobacterias: E. coli 42% (23/54), K. pneumoniae 26%(14/54), K.
oxytoca 9% (5/54), S. marcescens 6% (3/54) y Salmonella choleraesuis 6% (3/54).
Dicho predominio coincide con el que reporta la literatura (/2% siendo estos
microorganismos los que se aislan con mayor frecuencia como agentes patdégenos
causantes de sepsis; juntamente con un aislamiento en menor proporcion, del 11%
(6/54), compuesto por algunas cepas de C. braakii, Enterobacter asburiae, E.

cloacae y S. enterica.

De las 54 cepas en estudio, el 48% (26/54) mostrd un resultado positivo (Tabla 6)
al ser ensayadas con la prueba colorimétrica B LACTA™ test, mientras que, a
diferencia de los ensayos anteriores: directos sobre colonia y sedimento urinario, no

se obtuvieron resultados no interpretables.
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8. DISCUSION
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8.1 Comparacién general de los resultados obtenidos por B LACTA™ test, BD
Phoenix™ ID/AST y Disco combinado

En el presente trabajo se analizaron un total de 155 cepas bacterianas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae conformadas por 14 géneros
distintos, donde se logré confirmar la produccion de BLEEs en 45% (69/155) de las
cepas, mientras que en el 55% (86/155) de las cepas restantes, no se encontro
evidencia de produccién de BLEEs. Para poder dimensionar la magnitud de estos
resultados, se realiz6 la comparacion con los obtenidos en el 2009 por Mena y col.
(42) y se puede observar que los valores referentes a la producciéon de BLEEs por
parte de las enterobacterias estudiadas, un 25% resultaron ser positivas, lo cual
demuestra que la prevalencia de enterobacterias BLEEs, 10 afios después,

practicamente se ha duplicado.

Para la deteccion de BLEEs en todas las enterobacterias se emplearon diferentes
métodos, favoreciendo el aumento de la sensibilidad (probabilidad de que un
enfermo sea identificado correctamente por la prueba, es decir, que tenga una
prueba positiva. Son los enfermos con prueba positiva de entre todos los enfermos
(29)) y especificidad (probabilidad de que un individuo sin la enfermedad sea
identificado correctamente por la prueba, es decir, que tenga una prueba negativa.
Son los sanos con prueba negativa de entre todos los sanos ©9), resultando de gran
utiidad debido a que determinadas cepas BLEEs positivas pueden parecer
sensibles in vitro a los betalactamicos, siendo en realidad resistente; debido a que
pueden existir diferencias cuantitativas en la actividad hidrolitica de determinadas
cepas BLEEs sobre los sustratos 2, sobre todo para E. coli y K. pneumoniae; de
igual manera, ciertas B-lactamasas pueden no detectarse si el indculo es muy
elevado y/o si la produccion de la misma se asocia con otro mecanismo de
resistencia como la hiperproduccion de cefalosporinasa de Bush tipo 1 (no es
inhibida por CLA) o una disminucion de la permeabilidad membranal al paso del

antibiotico (42.:68.75),

Al analizar los resultados obtenidos en la identificacion de B-lactamasas de Espectro

Extendido en cepas de enterobacterias aisladas de muestras provenientes Unica y
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exclusivamente de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” mediante las pruebas fenotipicas de sensibilidad in
vitro B LACTA™ test (BLT) y BD Phoenix™ ID/AST, y estas, al ser comparados
con el estandar de oro recomendado por CLSI, Disco combinado (Tablas 4,5y 6),
se evidencid que el test colorimétrico no mostro diferencias significativas al ser
probado en la identificacion de enterobacterias BLEEs directo en colonias y en
sedimentos bacterianos obtenidos de orina o hemocultivos con al menos una cepa
de enterobacteria presente, debido a que cada uno obtuvo una sensibilidad y
especificidad del 100%.

Respecto al uso de BLT directo en colonias, el fabricante ® reporta una sensibilidad
y especificidad de 80,2% y 97,9%, respectivamente, mientras que Renvoise, A. y
col. 63 en su estudio realizado a finales de 2013 reportan una sensibilidad de 87,7%
y especificidad de 99,6%; adicionalmente, es importante mencionar que éste ultimo
estudio confirmo el perfil de resistencia de sus cepas ensayadas con técnicas

moleculares.

Por otro lado, los resultados obtenidos de sensibilidad y especificidad con BLT al
ser ensayado sobre sedimentos provenientes de muestras de orina son de 100%
cada una, y dichos valores coinciden con los reportados el estudio realizado en
Paris, en 2014 por Gallah, S. y col. @9, donde es importante mencionar que, la
técnica fue realizada de la misma manera que se realizaron los ensayos en la
presente tesis, sin embargo, siguiendo el mismo procedimiento, Amzalag, J. y col.
(1) determinaron en su estudio que BLT posee una sensibilidad y una especificidad
de 81% y 95,7%. Adicionalmente, Waleski, V. y col. ®, en su estudio realizado en
Paris, 2015; reportan que BLT empleado en la deteccion de enterobacterias BLEES
en sedimentos bacterianos provenientes de hemocultivos posee una sensibilidad y
especificidad de 95,7% y 100% respectivamente, por otro lado, un estudio francés
realizado en 2018 por Mizrahi, A. y col. * report6 una sensibilidad de 89,7% vy
especificidad de 97,6%, mientras que, los resultados que se presentan en este

estudio muestran valores de 100%, en sensibilidad y especificidad.
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Debido a que el resultado obtenido en el presente estudio es estadisticamente
inconsistente, puesto que BLT obtuvo un 100% en sensibilidad y especificidad,;
ademas, de presentar un valor igual a 1 en el indice de concordancia Kappa (el cual
representa la proporcion de acuerdos observados mas alla del azar respecto del
maximo acuerdo posible mas alla del azar ©@9), significaria que la prueba BTL con
base en los resultados mostrados por las cepas ensayadas, seria una prueba
estadisticamente perfecta, es decir, que nunca cometeria error alguno. Por tal
motivo, se realizo el céalculo tedrico del tamafio de muestra (Anexo 5) que debe
evaluarse con la prueba colorimétrica, determinando que se requieren minimo 369
muestras para cada uno de los tres estudios realizados (directo en colonias,
sedimentos de orina y sedimento de hemocultivos) para poder representar un
resultado que sea estadisticamente significativo y, el realizar la evaluacion de este
namero de muestras, Unicamente con cepas provenientes de pacientes
hospitalizados y ambulatorios del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez”, requeriria extender, aproximadamente, al menos un afio la investigacion.
Sin embargo, aun con los valores obtenidos en este estudio, se pone en evidencia,
por un lado, que la prueba rapida B LACTA™ test es valiosa por el ahorro de tiempo
de diagnostico, lo cual se traduce en ahorro en tratamiento, debido a que este al ser
seleccionado adecuadamente, es mas efectivo. Mientras que, por otro lado, BLT es
candidata para emplearse en la deteccién rapida de enterobacterias productoras de
BLEES directo en colonias aisladas en los medios agar gelosa sangre o agar gelosa
chocolate; asimismo, puede emplearse directo del sedimento urinario indicativo de
ITU causadas por enterobacterias aisladas con alta frecuencia (E. coli y K.
pneumoniae) y baja frecuencia (E. cloacae, M. morganii, P. alcaligenes) y directo
del sedimento bacteriano obtenido del hemocultivo correspondiente a un paciente
que cursa por una bacteriemia originada por enterobacterias aisladas con alta
frecuencia (E. coli y Klebsiella sp, S. marcescens y Salmonella sp) y baja frecuencia
(C. braakii, E. asburiae, E. cloacae, S. enterica); sin embargo, aun es necesario
ensayar un numero mayor de muestras con dicha prueba colorimétrica para obtener
un valor estadisticamente significativo que refleje realmente la sensibilidad y

especificidad de la prueba.
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8.2 Determinacién fenotipica de los tipos de enzimas producida por las cepas

ensayadas

En los resultados obtenidos mediante la prueba de Disco Combinado se observo,
en la mayoria de los casos, una diferencia mayor entre el diametro (17 mm + 5 mm)
de los halos de inhibicion de CTX y CTX-CLA que entre el didmetro (11 mm £+ 4 mm)
de los halos de inhibicion de CAZ y CAZ-CLA. Dichos resultados demuestran que
las enterobacterias BLEEs ensayadas, producen tanto cefotaximasas (CTX-M)
como ceftazidimasas (TEM, SHV), sin embargo, al observar una diferencia mayor
entre los halos de inhibiciéon de CTX y CTX-CLA, se puede afirmar que las cepas
ensayadas expresan mayor produccion de cefotaximasas, que de ceftazidimasas,

lo cual concuerda con lo que se describe en la literatura (2226:33.78),

Por otro lado, diversos estudios (22:26:33.73.78) demuestran que K. pneumoniae y E.
coli son las enterobacterias productoras de BLEES por excelencia, con 56 y 84,9%
de cepas BLEES, respectivamente. Este resultado puede atribuirse al hecho de que
estos géneros forman parte de la microbiota, sobreviven durante un tiempo sobre la
piel, fomites y adquieren con cierta facilidad plasmidos conjugativos “?. No
obstante, en los estudios realizados por Mena y col., Mizrahi y col. y Amzalag y col.
(14245 se han encontrado altos porcentajes de produccion de BLEEs en
Enterobacter sp (25%), Proteus mirabilis (6%) y K. oxytoca (4%); ademas de E. coli
y K. pneumoniae, por lo que es importante incorporar otras enterobacterias en el

estudio de produccién de BLEEs.
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9. CONCLUSIONES
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n Se detectd de forma rapida enterobacterias productoras de BLEEs directo en
colonias, sedimentos de muestras de orina y hemocultivos provenientes de
pacientes hospitalizados y ambulatorios del Instituto nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” durante el periodo de agosto de 2018 a enero de 2019 mediante

el uso de la prueba cromogénica B LACTA™ test.

n La prueba colorimétrica @ LACTA™ test obtuvo una sensibilidad y especificidad
del 100 % al ser probada directo en colonias y sedimentos bacterianos obtenido
de muestras de orina y hemocultivos, lo cual demuestra que dicha prueba es
candidata a para emplearse en la deteccién de enterobacterias productoras de
B-lactamasas de Espectro Extendido.

n Se determind que se requiere de un tamafio de muestra mayor para tener un
resultado REAL (alta exactitud) y reproducible (alta precision) utilizando la prueba
B LACTA™ test para la deteccion de enterobacterias BLEES.

n Se determiné que la identificacion de enterobacterias productoras de -
lactamasas de Espectro Extendido utilizando la prueba cromogénica § LACTA™
test, debido a su facil uso y a que no requiere equipos especiales; es candidata

para emplearse en instituciones de primer y segundo nivel de atencion médica.
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10. PERSPECTIVAS
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Hasta hace poco, se consideraba que los microorganismos productores de BLEEs
causantes de infecciones eran un problema que se daba preferentemente en los
nosocomios; sin embargo, algunos estudios como el de Mena y col. ¥? demuestran
gue una buena parte (18%) de los microorganismos BLEES positivos fueron aislados
de pacientes ambulatorios; lo cual estad posiblemente ligado a que este grupo de
bacterias frecuentemente producen infecciones y estan ampliamente distribuidas en
la poblacion, facilitando los procesos de intercambio de material genético y
recombinaciones. No obstante, existen casos que confirman la disminucién de
brotes nosocomiales debido al implemento de medidas de control y prevencion,
tales como el aislamiento, asepsia y lavado de manos, aliados con una terapia
enfocada a erradicar la cepa resistente basada en el uso racional de los antibiéticos;
aun asi, es necesario el monitoreo constante de los perfiles fenotipicos observados
en el laboratorio, adicional al control permanente del uso de antimicrobianos. Estas
conductas deben ser potenciadas por la presencia de programas de vigilancia de la
resistencia tanto a nivel nacional como local y de aproximaciones multidisciplinarias

para una terapia adecuada “2.

Por otra parte, el uso indiscriminado de los antibiéticos en el hombre ha
transformado a la resistencia antimicrobiana en un problema creciente, que
involucra cada dia un mayor nimero de cepas; huevas especies y nuevos
mecanismos, por lo que el estudio del comportamiento de las bacterias frente a los
antimicrobianos in vitro, se hace hoy cada vez mas importante ya que no se tiene
capacidad de predecir la respuesta que ellas pudieran presentar frente al

antimicrobiano que se desea prescribir para la antibioticoterapia 269,

En consecuencia, es importante implementar pruebas sencillas en el laboratorio de
microbiologia que permitan predicciones de RAM, con el objetivo de disminuir
costos, hacer un uso racional de recursos y brindar un mejor control de calidad en
el laboratorio de microbiologia 17:76). Ejemplo de esto es  LACTA™ test combinado
con MALDI-TOF en hemocultivos recién detectados, los cuales permitirian obtener

género, especie y perfil de resistencia sin necesidad de utilizar medios de cultivo.
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Actualmente hay kits comerciales como Sepsityper specimen processing (Bruker
Daltonics, Billerica, MA), el cual permite la deteccion de género y especie de
microorganismos presentes en hemocultivos detectados como positivos por algin
sistema automatizado como BD BACTEC ™ FX. Recientemente se han realizado
algunos estudios “® con la finalidad de evaluar a esta mancuerna de métodos
fenotipicos, a pesar de ello, los autores afirman que el andlisis debe realizarse sobre
una poblacién con mayor prevalencia de BLEEs para poder obtener un resultado
mas significativo. Conociendo lo anterior, todo apunta a que este es el inicio de la
nueva era del diagnostico microbiolégico sin necesidad de cultivar al

microorganismo etiolégico.

No obstante, es necesario tener a un profesional calificado al frente del area para
realizar la interpretaciéon de resultados obtenidos por los microsistemas y las
pruebas rapidas; igualmente, realizar el analisis que ayude a determinar de forma
correcta cual es la técnica mas adecuada segun el presupuesto con el que dispone
su laboratorio, sin perder de vista la calidad, eficacia, seguridad y rapidez del

proceso de la muestra y la emision del resultado.

Adicionalmente, se requiere evaluar un nimero mayor de cepas con la prueba B
LACTA™ test, debido a que esto permitird obtener un valor estadisticamente
significativo y real de sensibilidad y especificidad; asimismo, utilizar como estandar
de oro métodos moleculares que permitan confirmar, de forma exacta y precisa la

presencia de genes de resistencia en las cepas ensayadas.

Para concluir, es importante determinar mediante métodos moleculares, la razén
por la cual existen cepas que presentan resultados “no interpretables” al ser
ensayadas con la prueba B LACTA™ test, debido a que esto podria ser indicio baja
afinidad por el sustrato por una posible modificacion estructural en la enzima, lo cual
podria atribuirse a una mutacién en las p-lactamasas, generando, de esta manera,

una nueva rama de estudio para dichas enzimas.
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1) Prueba de deteccion de BLEEs con 3 LACTA™ test
en colonia directa de GS y GCh

\

Anadir una gota de Reactivo R1
y R2 en microtubo de 0.5 mL

\

- Procurar que el
Tomar colonias a ensayar con

. P L anillo esté
asa microbiologica estéril de
1 ul completamente

lleno

Introducir la muestra en el
microtubo con la mezcla de
reactivos y homogenizar
girando el asa.

\d

Observar el color inicial de la
mezcla

\

Incubar a temperatura ambiente
(18-30 °Q)

a2

‘ La mayoria de las
muestras
< positivas
presentan un vire
* inmediato

Pasadas 3 horas, leere
interpretar el resultado

Amarillo : Negativo
Rojo-Violeta: Positivo
Naranja: No interpretable

© 4] LS5}

e N\ \\u, \J
©

15 min -3 horas

V

+18°C
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2) Obtencion de sedimento urinario para ensayarse
con la técnica colorimétrica f LACTA™ test

\

Verificar que la orina a ensayar
presente sedimento activo
(leucocitos y bacterias
abundantes)

\

Colocar 1,5 mL de la muestra en
tubo de microcentrifuga de
1,5 mL

\

Centrifugar 5 minutos a 3000 xg

\

Descartar sobrenadante

Conservar granulo para realizar
la prueba de deteccion de BLEEs
con B LACTA™ test .
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3) Obtencion de sedimento de hemocultivo para
ensayarse con la técnica colorimétrica B LACTA™ test

¥

Adicionar 1 mL de Hemocultivo
a tubo de 1,5 mL.

v

Centrifugar 1" a 1700 xg

v

Eliminar sobrenadante

v

Adicionar al granulo 1 mL de
solucion recién preparada de
Triton TM X-100-Agua
(3:1000)

v

Resuspender granulo mediante
10 movimientos de aspiraciony
expulsion.

Y

Mezclar en agitacdor Vortexer
durante 15"

v

Centrifugar 1" a 13 000 xg

v

Eliminar sobrenadante

v

Resuspendergranulo en 1 mL
de agua estéril mediante 10
movimientos de aspiraciony

expulsion.

v

Centrifugar 1" a 13 000 xg

v

I Eliminar sobrenadante I

v

Resuspendergranulo en 1T mL
de agua estéril mediante10
movimientos de aspiraciony
expulsion.

v

I Centrifugar 1" a 13 000 xg I

v

Eliminar sobrenadante

v

Conservar granulo para realizar
la prueba de deteccion de BLEEs
con B LACTA™ test.
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4) Prueba de deteccion de BLEEs con B LACTA™ test
en sedimentos de orinas y hemocultivos

\

Anadir una gota de Reactivo R1
y R2 en microtubo con granulo
a ensayar

\

Resuspender el granulo solo si
es muestra urinaria.

\

Observar el color inicial de la
mezcla

\

Incubar a temperatura ambiente
(18-30 °C)

\

Algunas muestras
Pasadas 3 horas, leere g

interpretar el resultado B presentan un vire
inmediato
Amarillo : Negativo
Rojo-Violeta: Positivo
Naranja: No interpretable
N\

3 4] L5} (6}

30°C N \‘C“"/ \t/%v
© @ )

+18°C

@

15 min - 3 horas
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5) Célculo del tamafio de muestra para una poblacién infinita o
desconocida.

Donde :

n: tamafo muestral

Z: valor correspondiente de la distribucion de

Gauss Zy=005=1.96

_ p: prevalencia esperada del parametro a evaluar,

n = ) en este caso, con base en el plan UCRA @, se
l sabe que la prevalencia es del 60%.

q:1-p

i error que se prevé cometer, en este caso, al ser

un estudio bioldgico, el error permitido es del 5%

a 3a

a

a 3a

Ejemplo del calculo:

 (1.96)%+0,60 ¢ (1-0,60) 260 ,
n= (005)2 = muestras.
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