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. INTRODUCCION,

“La's'nueva}s resistencias descritas en' los. ultimos

afios a las cefalospormas de 3a generacmn constltuyen un handxcap

al uso de estos nuevos antlblétlcos. En gran parte deb1das a su

extenswo uso, sobre todo hospltalarm.

Se descr1be frecuentemente que- la parte mas
g 1mportante en el ongen de estas re51stenc1as en enterobacterxas la
' ;.;."txenen las beta—lactamasas, en unos casos las ‘beta- lactamasas de

;,ampho espectro de caracter transferlble Yy en otros las beta-

lactamasas no transfenbles e 1nduc1b1es 0 smtetlzadas de forma

'constltutlva a altos mveles. Jugando un papel secundano en estos

gérmenes los mutantes de perrneablhdad y las Proteinas fljadoras,
: de las pen1c11mas. . |

Por ello nos . propusmas con‘fcvac"e‘r' cuil era el
ijfdrigén de estavs-' re51sfanc1as ‘. en’ alslamlen'to's de patégenos
oportumstas a mvel hospltalarlo,} en concreto en el Hosp1ta1 Insular

de Las Palmas. Y centramos nuestra atenc16n en las posibles cepas

_alsladas de muestras climcas de dlstmtos servicios del Hospltal con

multlrre51stenc1a a: las cefalospormas y pen1c1l1nas, con el propéslto

-de adentrarnos en’ las causas Y mecamsmos de d1chas resxstenc1as
- o

en las bactenas seleccmnadas para los géneros Cltrobacter V4 para
las especxes EschencMa‘ coll i»y Morganella morganu. Para que

.conociendo su origen y.su causalidad prevenir la aparicién de estas

© ©Universidad de Las Palmas de Gran Cana‘ria. Biblioteca Digital, 20p4
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- cepas multirrgsistenﬁes,,,“o en otro. caso la"’'extensién de estas

resistencias. . e

© Universidad de Las Palrﬁas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



00z ‘[eubia edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsieAlun ©




. CAPITULO I. REVISION HISTORICA $8.170

Fue- a pfincipios de los afios tréinta cuando -
‘ Flemmg hlZO las prlmeras observacmnes acerca del no crec1m1ento'

_de colonias de Staphylococcus aureus en las ‘zonas c1rcundantes a

las contaminadas por colomas de Pemcllllum. La culmmacmn de los
restudms acerca de‘. estos hallazgos fue la consecuc16n de la
) .Pemcﬂma A partxr de este punto 1nnumerables estudms se’ llevaron
fa cabo para alslar este compuesto Y determlnar sus caracterisucas

::-_ _ quimlcas

En '1952 afios cincuenta la sintesis del 4cido 6-

aminopenicilanico y-v:f-'su é.cilaciéh para - érear‘ una variedad dé
Vpemcmnas, Junto con el desarrollo de. una Mlcroblologia ef1c1ente V'
.de métodos en21mét1cos para produc1r este mtermedlarm clave,
_conduJeron & un- 1mportante desarrollo de ‘las pemcﬂmas semi-

B “sintéticas.

Por su parte, las céfalosporina‘s llevaron una

evolucién paralela ‘Fue el conocimientb de las propiedades - '
terapéutlcas de: la Pemcxhna, lo que decxdlé a Gmseppe Brotzu en .
) 1945 a buscar organlsmos productores de antlblétlcos y asi se aislé

: »una cepa de Cepba.lospanum acremomum que producia una sustanc1af

con actividad contra un ‘numerol» de bact_erlas " Gram-positivas y
Gram—negativas. .

-’EStqs estudios se continuaron en Oxford por

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Abraham, dicho equipo cbnsiguié“{ aislar una sustariéia_ q\i'e- ‘llamaron

Cefalosporma C. Esta sustancm muy pronto desperté gran 1nterés,

: pues ademés de gozar de algunas de las propledades ‘deseables de .

e

las pemclhnas, contaba con una res1stenc1a a. las beta-lactamasas a

las que ni. la Pemcﬂma G ni la Pemc11ma N fueron sensxbles.

"Numerosas 1nvest1gacmnes fueron llevadas .av cabo por d1versas

) compaﬁias farmacéuticas en la busqueda de las cefalosporlnas semi-

~ gintéticas. C1entos de ellas han 51do smtetlzadas desde entonces>

.. pero sélo unas pocas han encontrado su- lugar en la med1cma.

A la par, con estas mvestlgacmnes Y otras se han
. ido conocxendo los mecamsmos 1mphcados en la re51stenc1a bacteria-

na a los antlbxétlcos beta—lactamwos.

" © Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



" CAPITULO II. ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

A, PENICILINAS ¥

- ﬁstmctdra \Quimica :

Las pemcxlmas resultan de la condensac1én de un

,amllo beta—lactama (amllo pr1nc1pal) y otro de tlazohna (amllo

_fsecundano), este compuesto fundamental es el ac1do 6—am1nopen1-'

cﬂanzco Flgura 1A.

3

xipépti’dasas Sy peptxdoghcano—transpephdasas, 1mp1‘d1endo la = -
| ___formacusn de los enlaces cruzados en la sintesm de la' pared celular |

bacterlana Por . tanto, actuan en la fase de crecxmlento de las

;bactenas, ya que las bacterlas en la fase de reposo no smtetlzan la

i .__Vj-'}pared

B CEFALOSPORINAS 38 -

= Estructura quim1ca

La molécula base es. la Cefalosporma C que en

esencm se compone del éc1do 7—am1nocefalosporén1co y dos cadenas

' 'v".laterales o radlcales un grupo acetllo y un resxduo ammoadiplco

-F1gura 1A

La farmacodmamla de’ ‘las, cefalospormas es 51m1lar

,f a la de las pemcllmas 1nh1ben la sintesxs de la pared celular

'bacterlana de los m1croorgamsmos sen51b1es al 1mped1r la blosmtesxs .

Las pen1c111nas 1nh1ben las enzxmas d-alamlcarbo—_ o

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



de mureina (pept'idpggli‘cano), pbr :c‘:ompetic'ién ‘con las transpeptida-

sas y carbokipe'p{idas_as encargadas  de la :formacién de los’

puentes de p'entagliéina responsables - de la ‘unién de acetil-
glucosamina y 4cido N;Acéﬁlmﬁr&mico_.

- Las'f_peptidgsas que recdnpcen a las penicilinas y

cefalospoféfrx‘idoé— ‘quiénes’ .l_aé"__,-gﬁni:nhi»ben Véompetitivarﬁente -, son’

denorﬁinada’s.porj ;'proteina‘s-v}ﬁjadéras de pehiciﬁnés" (PBPs) $5.38,

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2q04
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- Antibiéticos Beta-lactamicos resistentes a la
- accién de_ las beta—lactama;as“. |
- Dos ' criterios son esenciales en la valoracién de
uh antibiétiéo Beﬁ;lacﬁmicQ: |

Que conserve su afinidad para acilar las enzimas

. S . o
- de membrana implicadas en la sintesis de la pared celular bacte-

riana; y  que tenga’ una estructura quimica tal " que evite su
acilacién con las beté~l§ctama$as (en tal caso no es sustrato de la
beta—l#cﬁmasa) o evitar un; vez acilad'q ser desacilado (aqui el
ré_ca;rnbio no es completo y 1la beta-lactamasa es ina_ctivada). ‘

Partiendo de estos dos criterios distinguimos:
A. Beta-lactamicos que evitan la acilacién.

Al Beta—léqﬁmicos Monociclicos.

:‘-De'ntro‘, de esté'__grupo se encuentran_ los mono-
bactamos, que a p'eéyar'. de évit.af- la acilacién presentan actividad
quimica ‘g'r-a'c_ias a un rgdical en el nitrégeno del anillo beta-

la‘c‘tamia».

B. Beta—l&ct&micos,que:evitan tanto la acilacién

como la desacilacién.

Poseen’ grupos funcionales que interfieren con el

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



‘ mecamsmo catalitlco de las beta—lactamasas Con ello el tiempo que

se requiere para el recambxo de una sola molécula de beta—lactémlco
es largo, Y la. beta—lactamasa plerde su. capac1dad catalitica vy por

tanto, es mcapaz : de detox1f1car a las células de las moléculas del

' an’ublétxco beta-lactamlco en un tlempo suﬁcxente para prevemr la’

1nh1b1c1én y la 1nact1vac16n ‘de las peptldasas de membrana

Dentro de este grupo estan las Cefamicinas, y

entre ellas destaca la Cefox1tma, que ﬁene un fuerte efecto:
mductor de las en21mas Clase C estas beta lactamasas tlenen unav
mayor af1n1dad por el: 1nductor (mayor acﬂacmn) Y una mayor ca- -

‘pamdad h1drolit1ca (meJor desac11ac16n) Esta ac1lac1én especiﬁca’

Junto con una permeablhdad d15m1nu1da cons’cltuyen el mecanismo de
S re51stenc1a a las: Cefamlcmas de 3a generacuSn
:Una nueva Cefamlcma, Moxalactam Contiene un

sustxtuyente 7a—metox1 Yy una cadena lateral carboxxlato ‘que le

proporcmna resxstencm tanto a las enzimas Clase A como a -las de

Clase C 4.5 Figura 2A

. ®Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004
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B.2 | Las Cefalosporinas 7 p-oxima 4.

.Inclﬁ}e qutizoxi}ma,‘vCeft_a}zidima,' Cefotaxima, Ce_f%
triaxona ¥y Cefu;;axirvna,’ .Figura 2A. Este grupo funcional les
prbporciona_. una §ran afiﬁidac_l pdr_‘ las peptidasas de membrana y
una mayor reSivs.te(ncia ."-Va' la | beta-lactamasés. Adem&s son menos
inductores de las enzimas‘l deichse C._ |

Un 'mo'nobactam'ov -que resiste tanto la acilacién

~como la desacilacién es el Aztreonam.
- C. Beta-lactamicos que resisten la desacilacién 4.

- Acido.Clé.vulaniéoz(A.C.);. que por tanto actuard

"~ como inhibidor irreversible. Aunque en s{ mismo es un antibiético.

débil. Las enzimas Clase C no lo recbno;en.
| - Las Sulfonas de Ios penames.

Son homoldgos al A. Clavulén}ico en su espec&'o Y
en su mecanismo . de accién. De enfre ellas, la de mas interés es la
Sulbactama. Aunqueicomparte‘ caracteristicas con el A. Clavuldnico,
no es idénti'ca‘.:u mientras .que el A.C. es 100 veces mas activo frente
a las enzimas Clase A .que la Sulbactama (SL.), ésta sin embargo es
109 veces mas activa freni:e a .gn'zirﬁas~ Clase C que ‘el A.C. Esto
indica que la fragmentaciéﬁ_ <'1‘e1 complejo acil-enzima formadq por la

Sulbactama es menos probable  que para el  A.C.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



.(menor potencia para las enzimas con determinados niveles de
acilacién). y sin- embargo reconocen mejor la enzimas cromosémicas

(mas rapida acilacién) que el A.C. -

© Universidad de Las P‘almas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



C. FARMACOCINETICA 101,

- Absorcién-. ‘

A '.Los énﬁbi&ticos beta-lactamicos se administran via
parenteral auhque ‘algunos derivados tienén buéna absorcién via
oral. |

- Unién a las protefnas ‘plasmaticas.

Existen diferencias notables en el grado de unién
de los distintos ,an'tibiétl;cos beta-lactamicos a las. protemas
plasmaticas. Si -%énemos en  cuenta | que los beta-lactamicos son
susté_ncias hidréfilas, en general su grado> de uhién a las protefnas
plasmaticas seré.r ‘ba_jo con lo que su difusién histica ser4 alta.

- Distribucién.

En genéral es Dbuena. bExcepto en' el Sistema
N,eryibso Central (S.N.C.) en condiciones hormales_, sin embargo la
inflamaciévnm meningea h_a.cle' posible el uso de las‘ penicilinas en el
tratamiento de’. infecci_dﬁ_es a este nivel. .Es importante sefialar la
utilidad de las ce'falosporinas de 32 generacién, especialmente laF
_Cefotaximé, Moxal;ctam y Ceffazidima, en las meningitis por Gram-
negativos, "-pue.sto Que alcanzan un nivel suficiente en el Liquido
Cefalorraquideo (LCR). |

o Todos los aptibiéticos beta-lactamicos atraviesan
la barrera placentaria. llegando a la circulacién fetal. A pesar de
ello y en 4ba‘\sel & su escasa toxicidad son de eleccién para el

tratamiento de infecciones durante el embarazo.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



- Vida media.
El tiempo que tarda en reducirse a la mitad la

concentracién plasmética alcanzada por estos ‘.antibiéticos es otro

parametro de gran importancia, puesto que éon’diéiqnaré el intervalo.

‘cie administréqién. En este caso el grado de unién a las proteifnas
p_lasméficas juega un papel importante‘ Ya que esta unién retrasa
los pfocesos' ‘de eliminac:ibn, -fundamentalmente' la filtracién
gqunérular. La- vida media se ve ~.modificada en circunstancias
%isiopatolégicas en que seA acompafien ‘-de variaciones en los
mecaniémos de 'eliminaéi&n y Dbiotransformacién. La mayoria de los
- a;nfibiéticos beta-léétﬁrﬁicos’ se eliminan pt;r orina y: por ello la
: pr_eseI‘lcia. de Insuficiencia Renal conducird a un aumento de la vida
media. Aunque algunas 'cefélosporinas tienen su via de ‘eliminacién
. M&s ’impori_:an.te. en-ﬁ la bilis; "tal es el caso d;z la Cefﬁ'iaxona,
~ Cefotetan y _sobre todo 'vCefoper'azona, ello supone que serin
efectivas pafa ei tratamiento de las ‘infecvc':iones localizadas a nivel

dé vias. biliares, pero también el que puedan dar lugar a efectos

adversos por modificacién de la flora intestinal y alteraciones en la .

coagulacién p‘of -hipopfothqmbibemié sec>undaria al = déficit de
: vit;mina K, por la reduccién de dicha flora intestinal.

- Es de destacar que una dipeptidasa renal loca-
lizada e.n las célﬁlas del tﬁﬁuio proximal rengl hidroliza al Imipenem,
hacigndo. .qué'éste se encuentre en forma de metébolito inactivo en

~la orina. La administracién simultinea de Cilastatin, un inhibidor de

la dipeptidasa, aumenta la l.:'ekcupe'racién urinaria del Imipenem hasta

un 70% 58,
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D. EFECTOS ADVERSOS 101

=~ Penicilinas.

Sus efectos adversos mas importantes son las .

reacciones dg hipérsensibilidad d_e gra_'vedad val_*iable. Su iﬁcidencia
es dell 1-5%, las r'éac‘.c;iqﬁes anafi}é.cﬁcas éélo ;pare’cen en un 0'2%
de 1os paciénteé, si‘endoi mortales en 0'001% de lds casos.

.Adem“és, ﬁay otros posibles pero pdcd frecuentes,
como: | - |

G;astr;intestihvales, v'sobre " todo = diarreas | por
" sobreinfeccién por bacterias. resistentes, més frecuentes con
preparados de amplio espectro o de eliminacién biliar.

Aumen’éo‘ de las transaminasas.

Alteraci'ohés. heniatolégicas.

Hipopotasemia, sobre ‘todo én compués’_cos con alto
conten‘ido eﬁ sodio. Nefritis.intefsticial. Encefalopatia.

-~ Cefalosporinas.

Réacciongg ‘dev hipersénsibilidad qué puéden ser
cruzadas con las penicilin’aLé;. Se han descrito 5-10% en pacientes'
| alérgicos a las penicilinas. ‘ |

| - . Nefrotoxicidad, descrita para la Cefaloridina, y
menos frecuente y a dosisw mis altas para la Cefalotina. Las
resfantes 'cefalosporings ‘carecen de nefr,ofbxicidad, aunque hay qué
tener en cuen{:a la potenciécién de este .éfecto adverso - cuando se

asocian a un aminoglucésido.
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.Y otros tales cbnio:

_Ih_tole’ra_ncia -al  alcohol, dolor _ muscular Y
tromboflebitis en la  administracién parenteral, fenémenos
hemorrigicos . especialmente si se administran én- pacientes
debilitados -y 'desnutridos{ sobreinfecciones, aumento de las
tfénéaminasas, Ates;c de Coombs positivo, eosinofilia.

En las Tab‘la‘vaA y IIA se muestran Clasificaciones

- de los antibiéticos beta-lactamicos segun diferentes criterios.
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TABLA IA. _CLASIFICACION DE ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

- Familia de los Beta-lactimicos 14,30,101,

.. 1. Penicilinas, nuevos Penemes, Clavames y Carhapenemes.

Penicilinas naturales e Penicilina G y

derivados

Acido-resistentes ' : Penicilina V
Feneticilina

~ Propicilina

Penicilinas antiestafilocécicas o Meticilina
Nafcilina

Isoxazolilpenicilinas: = Oxacilina

e

Cloxacilina
Dicloxacilina

Flucloxacilina

i Aminopenicilinas ' o Ampicilina.
Epicilina.

Amoxicilina.

Amidinopenicilinas ‘ - Mecillinam "

Pivmecillina
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~ Carboxipenicilinas
(Con amplio espectro

anti-pseudomonas)

~ Acilureidopenicilinas

Acilpenicilinas .

- Inhibidores de beta-lactamasas

Carbapenemes

Monobactamos

19

Carbenicilina
Carfecilina

Carindacilina

Ticarcilina

Mezlocilina

- Azlocilina

Piperacilina

_Apalcilina

A. Clavulénico

~ (Clavanie)

Sulbactéma

(Peneme)

Imipenem-

Aztreonam

Carumonam

' ‘Nocardicinas
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2. Cefalosporinas, nuevos Céfemes, Ceféniicinas y_ Oxacefemes.

Cefalosporinas de 12 generacién

Cefalosporinas de 2a geneiracién

-Cefamicinas:

20

Cefalotina -
Cefaloridina

Cefazolina

"Cefapirina

Cefalexina

"~ Cefradina

Cefacetfilo

"~ Cefaloglicina

Cefoxitina

Cefmetazol '

Cefuroxima
Cefamandol

Cefacetrina

. Cefadroxilo

‘Cefonicid

Cefac_:lor

Cefdtiam
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" Cefalosporinas de 3a geheracién :

- AAminoti'azOl—cefalosporinas ,

- Alfa—pipefacin‘—dié'n cefalosporina

= Alfa-sulfo-fenil céfalospor.ina’

- Oxacefamicinas

21

Ceftazidima

Cefotaxima

Cefmenoxima
Cefodicima

Cefpiroma

‘, Ceftriaxona

‘(_‘,'eftizoxima

Cefoperazona
Cefsulodina

Moxalactam
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TABLA IIA CLASIFICACION BIOLOGICA DE LAS CEFALOSPORINAS.

(o Callagha.n, 1979) 14,126

USO CLINICO HUMANO  VETERINARIO OTROS

(GRUPO 6) Nitrocefina
Cefpxazoi - Padac

Cefalonium . Centa

USO CLINICO HUMANO

Sensible - = = - - Resistente Sensible  Resist.
Beta-lactamasas Befa—la;:ta,-m. : | Beta-lac. Beta-lac
(GRUPO 5) (GRUPO 3) (GRU.4)
C‘efﬁroxima; Cefalexin  F17027
Cefamandol - Cefaclor
..Cefonicid g Cefradina'
Cefotaxima | Cefadroxilo
Metabélicamen‘f.e Cefmenoxima
Estables Inestables Ceftiéoxin;a
(GRUPO 1) (GRUPO 2) ~ Ceftriaxona
Cefalotina Cefaloridina Cefodicima
C‘efapirina -Cefazolina Cefsulodina" '
Cefacetrilo éefoﬁam |  Cefoperazona-
| Ceftazidimé
Cefoxitina
Cefotetan
Cefm.etazb'l

Moxalactam
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CAPITULO III. ANTAGONISMO Y SINERGISMO.

A. CONCEPTO 3¢
La 1nteracc1én de dos antibiéticos actuando frente
a una misma bactema Y que puede objetivarse tanto "in vivo" como
"in v1tro",_puede ser: | |
~Sinérgica.
-Antagénica.
s —Ihd.iferente‘. '
—Aditiva.
,Sin’er’gisrﬁo o siné’rgia, par& Garrods y cols. (1981)

ocurre cﬁando_ la actividad de los dos antibiéticos, actuando juntos,

excede significativamente la. de cuélqhiéfa de los dos actuando solos -

~ a la misma concentracién.

Antagonismo, ocurre cuando el efecto de un anti-

bié.)tico‘ 's'ev reduce en presencia- del~otro'.

| | | _‘Indiferencia, cﬁa-ndo el efecto combinado de los
‘dos antibiéﬁcds es "igual"_ a la del comﬁénente méas active actuando
'por separado, segt’m Jawetz (19‘52) Segun Garrods y cols. (1981)
‘cuando la presencia de un antibiético no mod1f1ca la act1v1dad del
| otro.
Adicién, c{ufando Se observa un pequefio incremen-
- to de la actividad de uné asociacién en compziracién con la de los

dos antibiéticos por separado.
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B. INDICACIONES DE LAS ASOCIACIONES DE
ANTIBIOTICOS. -

El-u_SO de las asociaciones se indica:
- —Para impedi’r o retrasar la aparicién de
fesisténcias bacterianas.
-Para '_crvatar'j',infecciones bacterianas ‘mixtas cuyos

agentes causales no son sensibles a un unico antibiético.

-Para tratar enfermos con infecciones simultineas

de diversos aparatos, érganos y 'sistémas, originadas por' Iagentés
de distinta sensibilidad a los antibiéticos.

-Para conseguir uha respuesta clinica mas répid:-i
en'i"nfecci_ones monomicrqbianés. |

| " ;'—Parak- ‘tratar infecciones graves dé. etiologié

-desconocida en -espera del informe bacterioclégico.

‘~Para reducir 1; toxicidad potencial de un anti-
biético (la‘ asociaciéh ‘de dos' sulfamidas es menos téxica que la

- administracién de la dpsis doble de una) 39.55,

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



CAPITULO IV. MECANISMOS DE RESISTENCIA A

* LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

- El es'peétro de accién de cada antibiético beta-
lactamico _va' a estar. limitado por tres factores (Tabla ITIA):
- La permeabilidad: Las PBPs estan situadas en la

cara externa de la. membrana citoplasmatica, por lo que los

antibiéticos‘ deberan atravesar las -envolturas méas externas de la

bdcteria. Este aspecto es mas importante en las bacterias Gram-
negativas ya que, la presencia de una membrana‘ externa por fuera
: del glucopéptido 'dificﬁlta la penetracién de diversos solutos. En
“ellas, los anﬁbiéﬁcos beta-lactamicos, dada su naturaleza hidréfila
no pueden atravesar esta barrera a tr_avés de la bicapa lipidica por
difﬁsién, ¥y  penetran fundamentalmente a través de canales
cons.tituidos por porihas. En Gfam—negativos, la modificécién de la

permeabilidad es por mutaciones que afectan a los canales proteicos

OmpF y OmpC. En las bacterias Gram-positivas esta penetracién es

ficil gracias a que sélo poseen la envoltura externa glucopéptida

48,88,165,

'

- Afinidad de las PBPs: Una disminucién de la
afinidad de las  PBPs por el antibistico, debido a mutacién,
* determinari el requeriiniento de mayor concentracién “ de antibisético

para saturar las localizaciones de las PBPs a las que s{ es afin.
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_—. Ina.ctivafciéns por las beta-lactamasas: vi’ar'a que
un antibiético beta-léc%&rﬁico"sea :eficaz' sobre la§ bactefias'de una
determinada especie es _necesa:rio'que ‘pueda accedef a las PBPs sin
ser- antes inactivado por las bgta‘—iactamasas 14,165,

En las Tablas IITA y IVA se muestra la
importancia d'eA esf‘os mecanismos segun .la’ especie y género

bacteriano.
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TABLA IIIA. HECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS

ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS 143

Mecanismo

Especies bacterianas

Grém‘-positivos

Gram-negativos

Bet_d-lactamasa_s '

.S. aureus

Imperineabilidad

(porinas)

Modificacion de

las ‘4IPBI"5.

PBPs= Proteinas

S.
S.

S.

fijacioras’ de las

aureus M-R,
faecium, -
faecalis,

pneumoniae.

penicilinas.

Neisseria, Branha-
mela, Haemophilus,

enterobacterias,..

P. aeruginosa,

enterobacterias.

. N. gonorrhoeae,

" 'H. influenzae,

P. aeruginosa.
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TABLA IVA. INCIDENCIA DE LOS MECANISMOS DE

RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS 143

Mecanismo - o Gram-positivos Gram—-negativos
Enzimatico (beta-lactamasas). + +++
- Disminucién de la per- - R

meabilidad de la pared.

bacteriana.

‘ Altéraci_én de las PBPs. B = +

PBPs= Proteinas fijadoras de las penicilinas.
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A. PAPEL DE LA PERMEABILIDAD EN LA RESIS-

- TENCIA A LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

Todas las bacterias excepto los Mycoplasmas,
tienen una pared celular con un componente comun, la mureina o el
pépﬁdoglicano, que contribuye a la figidez mecdnica, y ademas las

bacterias Gram-negativas tienen otra capa adicional, la membrana

externa, localizada por fuera de la capa de peptidoglicano. Esta es

muy importante en la fisiologfa de la bacteria ya que constituye
.una barrera defensiva ante ag}‘entes como lisozima, beta-lisinas,
f:r‘bteinaé- de leucocitos y ademas en enterobacterias les pfotege de
la accién de 1a§ sales biliares y de.,la degradacién por enzimas
digestivas, actuando como una fuerte barrera de perméabilidad
frente a»muc‘:'hos .anfibié.t:ic.os. También puede enlentecer la entrada
de las moléculas de Aantibiétic_:oé, de manera que las enzimas
bacterianas tengan suﬁqiente; tiempo para deétruir las pequefias
cantidades que penetreh 122, - | |

Ademis esta membrana tiene‘ una gran hidrofobi—
cidad, que es irﬁportante para evitar a la bacteria ser fag’ocifada.

La membrana éxtefna se compone de:

».—‘ Lipopolisacaridos o LPS, unidos entre s{ por

iones Mg++, que aseguran su estabilidad. Los LPS o endotoxinas son
los responsables del "shécl;"' por bacilos Gram-negativos cuando

éstos se lisan en la sangre.
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- Las proteinas, que en su mayoria sélo las
encontramos en esta membrana y no en otras membranas naturales.

Sélo -contiene unas pocas especies de proteinas.

' Las principales o "proteinas mayores" incluyen

lasporlnas o ‘7"cana.1es proteicos no -especificos" (OmpF, OmpC y

otras), que p:ermit_env el paso de _pequveﬁas moléculas hidréfilas; la

proteina OmpA, cuya pérdida ‘por mﬁtacién .pro‘d‘uce inestab@lidad en

la estructura de la membrana externa y defectos en la funcién de

.conjugacién, y la lipopr'oteina mureina, de funcién principalmente

estrugtural, que éctﬁa estabilizando la _a_rquitectura del complejo
'membrana externa—péptiddglicano -48,103,121,122,

Se han estudiado mas exfensamer;te en E. coli
K12, én Pseudomonas y Sélmonella typhimurium. En el estudi§ de las
resistencias se han descrito mutahtes de las porinas de 1la
membrana externa en E cbli K12, e'n. S. typhimurium, en. Serratia
maféescens'y otros Gram-negativos (parece ba'stante. frecuente la
mutacién \de las- porinas en Sérratia marcescens); también se han
descritc mutantes de E. coli con niveles disminuidos de Omplc Yy

OmpA en pacientes tratados con. Ceftazidima. Se han descrito

mutantes deficientes en las porinas OmpF y OmpC resistentes a

Carbenicilina, y otros resistentes a Cefaloridina y Cefazolina,
generalmente aislados de cepas de laboratorio. En todos los casos
de las moléculas de antibiético que tenfan buena penetfacién en

cepas no - mutantes se. necesitaron - disminuciones 100
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veces o mas en los coeficientes de permeabilidad para producir un
incremento  significativo en la CMI 12, Numerosos . trabajos

relagionan la ‘perineabilidad‘ 'disminuida con la hiperproduccién de

beta-lactamasas como causantes de los altos niveles de resistencia

en ‘enteroba‘c'terias rﬁutantes 'desreprimidas 25, En Pseudomonas
aerﬁginosa‘resistentes 'ail‘Imip‘enem, diversos trabajos muestrap _que
la ‘disminﬁcién de la pefmeabilidad por la altgracién en las porinas
‘como pairté eﬁ la causa de dicha re'sistencia, a_uhque también en
otros se ‘demues'tra el i)apel de .1# 'disminu'cién de la afinidad de
ciertas PBPs 188,

Por sus caracteristicas moleculares unos beta-

lactamicos penetran mejor que .otros, asi, el Imipenem y el

Moxalactam, por su hidrofilia penetran muy bien. Las cefalosporinas

de‘_lé» generacién penetran bien a "trav'és de la membrana externa
Ap_ero son | débiles ffente"av la accién de las beta—lacté.maéas. Las
- cefalosporinas 'de 3a& generacién presentan radicales que les
confierén ﬁuevgs propiedades antibacteriana;s, pero que aumentan el
'volumén de la molécula :uy' atraQiesan lentamente la membrana

externa: éste es el caso de la Ceftazidima, cuyo flujo a través de la

membrana es inferior que el de las cefalosporinas de 1a& generacién

14,
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B. LA MODIFICACION DE LAS PBPs COMO MECANIS-

MO, DE RESISTENc;A A LOS ANTIBIOTICOS BETA- |

Como ex__plicabar_nc‘)s en el anterior apartado, las
fuhciones enzimaticas de las .PBPé. de méas alto peso molepular son
‘ esenciales en la sintesis del peptidogﬁcano de la pared celular. Y
los beta-lactarﬁicoé_ ,_ ejercen su | efecto bactericida mediante la
inhibicién de .estas"'PBPs act\iancio como andlogos de la acil-D-alanil-
D-alanina cbmponente del peptidoglican-o.."

Por tanto, la reSister;cia a‘beta—lactamic‘os puede
ser adquirida por alteraciones en estas proteiﬁas ‘diana. Vamos a
describir lask alteraciones de las PBPs implicadas en la resistencia
~ intrinseca de organismés, Gramfpositivos y Gram-negativos y su
relev;ncia clinica:

~ -En organismos Gfamf§051tivos.

Se han descrito mutantes de Bacillus subtilis

resistentés a élgunas vpenicilinas"(Cloxacilir.xa)) Y &isminucién de 1a

afinidad de ‘la PBP-2. Sin’ embargo, en un mutante de Bacillus

megaterium resistente a Cloxacilina hubo disminucién de la afinidad

de la PBP-1, compensada par’cialménvt_e por el incremexito. de afinidad:

" de la PBP-3.

Mutantes de Clostridium perfringens resistentes a
Penicilina y disminucién de la afinidad de la PBP-1.

Transformantes ‘obtenidos a partir de ceiaas de

Streptococcus- pneumohiae de Sudafrica ‘resis’tentesv- a Penicilina,
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Vmostrai;on una 'disminuéién de la afinidad pof este antibiético, de
las PBP-2a y de las PBPs-la Y 1b. Perdieron. las PBP-2b vy
‘moétraron una. nueva 'PBPfga _dé mayor peso molecular (PBP—2a');
Parece por é$te y otros estudios ‘que la adquisicién de resistencia a
peni’bﬂinas en pneumococos esti asobiada a cambios en la afinidad
por este antibiético de las PBPs, asf como al cambio en sus
paffones. | ‘

| -Cepas resiStéri;tes a Penicilina de la especie

Streptococcus faecium (aislamientos clinicos y mutantes) muestran

PBP-5 de baja afinidad, ‘requn.sables. dve. los altos niveles de

resistencia a ‘Pe_nicéilina. en esta especié. Ademds se han visto
diferencias en los patrones de las PBPs entre las cepas resistentes
y las sensibles a PeniCilina‘ ae la especie de St‘reptococcué mitis.
La baja afinidad de las PBPs parece ser un factor importante en la
fesistencié de los Staphylocbéus Taur'eus meticilina-resistentes.
Entre otros hechos, se sébe. que Mla éxpresién del fenotipo de
resistencia: a meticilina - en S;aphylococcus aureus se incrementa
cuando se incuban a 300C o e'r‘x’medios que tienen alta osmolaridad
o bajo pH. Brohn, Y Reynolds »demostrarcn que este fenotipo» se
correlaciona con la pres;ie‘hc.ia de una produccién aumentada de PBPs
de baja afinidad simi-lares': ele_ctroforétiéamente' a la PBP-3, y con la
'presenqia de una nueva, la PBP;Z', que parece ser de codificacién

plasmidica y por tanto prpducida de una manera constitutiva.
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- En organismos Gram-negativos.

Las investigaciones en cepas de Neisseria gono-

rrhoeae han mostrado que cinco o seis loci cromosémicos regulan la

resistenvciav intrinseca a los antibiétiéos beta-lactimicos. En el
examen dg sus PBPs Dougherty Y .dol., demostraron una disminucién‘
de las PBP;l y PBP-2, reguladas probablemehte por estos loci. Pero
ademas, pérece probable que en estas cepas Neisseria gonorrhoeae
y en otras bacterias Gram-negativas las mutaciones que afecten a
Vﬁna o0 mas PBPs puedan combinars;e con mutaciones que afecten a la
penetracién del anﬁbiético a -fravé‘s de la membrana externa. A este

‘respecto, un estudio realizado con aislamientos clinicos de Ps. aeru-

ginosa mostré el efecto éombinado» de la impermeabilidad de la

membrana externa y la disminucién de’ afinidad de las PBPs, como
- agentes r_esfponsables de la resistencia de esta cepa a beta-

lactamicos. En concreto en un serotipo se observé una disminucién

de . la‘ afinidad de 1la PBP-S, Y asimismo en el otro fenotipo se -

" mostré la incrementada presencia de la PBP. También se ha visto
qﬁe la altefa'cié_on en la PBP-2 es causa de reSiétenci_a al Imipenem
en Pseudomonas aeruginosa. |

Se ha relacionado la aparicién de cepas de
Haemof]u_’]us resistentes a la Ampicilina, beta-lactamasas negativas,
con 'lé alteracién de las PBPs 3 y 6, 3 y 4, o 4 respectivamente en
tres cepas, sumandose en estas cepas la impermeabilidad de la

membrana externa por mutacién de las proteinas de ésta.
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Se han obtenido mas recientemente cepas
mutantes de E. coli resxstentes a algunas cefalosporinas mediante la
mod1f1cac16n de cuatro ‘aminoacidos (aas) diferentes en la secuencia

'de la PBP-3.

| Hasta el momento parece bastante probadoc que en

'organismoFs Gram—negativos la modificacién de las PBPs puedeA

--contribuir a la f‘esistencia a los beta-lactamicos. Pero también que
la d15m1nuc1én de la permeablhdad de la membrana externa puede
producir ‘ re31stenc1a moderada - a antibiéticos beta-lactamicos.
Camblos en la af1n1da.d de las® PBPs a los nuevos beta- lactémlcos
resistentes a la hldréhsls contrlbuyen junto con la 1mpermeab1hdad
de membrana a aumentar la reswtencxa a ellos por medio de
enlentecer Su accién 8.14,92,151,188,

En un estudio rﬁuy reciente de Oliva, Bennet y
Chopra’parece probarse que ademés las PBPs podrian partlc1par en

los procesos de 1nducc16n. El estudlo reahzado en una cepa de

E. coli clo'nada' con el gen ampC de CJtrobacter freundii 1ndu01ble |

con. écxdo 6—am1nopen1c11amco, se demostré que la presenc1a de la

PBP 2 Jugaba -un papel 1mportante .en la induccién por el

me_nqunado compuesto del gen ampC 129,
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. C. SOPORTE GENETICO DE LA RESISTENCIA A LOS _

ANTIBIOTICOS.

Genéticamente .la resisfencia ‘bacteriana a los
'antibiéticos puede resultar de. la alteracxén de la informacién
‘genétlca endégena (muta.c16n) o de la adqulsmlén de informacién
genética exégena (plésmxdos 0 transposones)

| - Lav mutacién. Esta puede suponer una

disminucién de-' la: pérmeabﬂidad ' frente a ciertos antibiéticos.
' Tamb1én una dlsmmumén de la af1n1dad por ellos de las diana, como
ya »hemos visto. Asf como la aparicién- de mutantes productores de
cefalosporinasas a alto nivel 6,84

- Pié‘smidos. o Transposones.

La:-radq\iisicién de uno de Vellos supone- la sintesis
‘de nuevas pfoteinas. Ello Vsupon»dré._ la "apariéién de resistencia a
cieftés . .arvxyti'biéticos a través de: variacién de las diana del
antibiético, la alteracién en el transpprte del an-ti.bié‘ti'co, 0 su

inactivacién 6.
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Los plismidos. -

‘Son . moléculas de ADN bicatenario circular,
.extrac_romosémicos,v dotados generalmente de replicacién auténoma y
que son transmisibles“.d_e forma estable en el curso de las
generaciones. Su 1‘prinéipal ~caracteristica es su capacidad de
f‘epliéacién aui:énoma; Un mecanismo de estricto _control’regula en

ellos la -replicacién, el numero de copias fijo por cada copia del

cromosoma y el repérto eQuifativo de las copias plasmidicas en las

. células hijas en ‘”'la. divisién celular. La incompatibilidad es una
consecuéncia de este mecanismo de control'y ocurre cuando no es
~ posible v‘la coexistencia simultinea estable de dos plasmidos én
ausen'cia' de séleccién externé, o dicho de otra forma, cuando la
infi"oduccién‘ de un segundo plasmido desestabiliza la -herencia del
,prinﬁero 6,125,

En general, los ;;lésmidos de los organismos
procariotas no son indispensables para la v_ida de la bacteria. Sin
~ embargo, contieneh una grﬁﬁ V-variedlad de caracteres. Son de
importancia en la patologia infecciosa los plasmidos R o factores R.
Estos son pl&smidos ‘que éonﬁeren resistencia a antibicticos de
familias diferentes. Aunquer es frecuente el caso de plismidos
diferentes ‘que coexisten en la misma baéteria, la . conjuncién de
estos dos fenémenos afladida a la resistencia intrinseca determina
cepas resisteﬂtés- a numerosos anﬁbiéﬁgos.

Distinguimos en Gram-negativos entre plasmidos

conjugativos y no conjugativos.
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Plasmidos cdnjug;tivbs ~son aquéllos que son
- autotransferibles cie ﬁna célula a otra, ésto es posible porque cada
- pldsmido - codifica todas aquéll.as. fuhcioqes que le son necesarias
para . sef transferido. La tranéférencia puede ser intra o entre
espgcies e il;ltra o} intefgénefds.';.bs plasmidos conjugativos tienen
un peso fn_olecular supeﬁbr a 30 kb. - |
moleculares ‘comprendidos entre ly 70 kb, pero generalmente vde 7-
10 kb, y ratah vez codifican 'la resistencia a mas dé dos familias de
ahtibiéticos.' Numéfosos plasmidos de este tipo son c-ripticos: no
codifican - ninguna . funcién apréciable y no son detectables por
' técnicas fisic'as._ .El con&ol de la replicacién de estos pléanidos es
escaso, de manera que hay un 'elevado numero de ‘copias por
copia del cromosoma u($2:1)'. Estos plasmidos no admij:en otro tipo
de transferénc’ia m.as‘ que mediante la movilizacién por otr."o plasmido
pr"esente'en la fﬁisma bacteria, yé que no codifican las funciones

necesarias para esa autotransferibilidad.

, La Transferencia de plasmidos puede realizarse‘

pvorA conjug:acién 0 'por‘rﬁovilizacic’m. La conjugacién se ha descrito
en bacilos - .Gram—thegativos_,‘v Streptomyces, Streptococcus,
| Staphyloc’occus,' _Clb_stridi'um perfringens y Bacteroides fragilis. La
transferericia“pgr cﬁnjﬁéaéién exivge‘ una replicacién del ADN a

transferir. Este mecanismo permite que la bacteria donadora

conserve 'su copia. genética de la informacién, transferida. Los

plasmidos no 'coﬁjugativos pueden ser transferidos con duplicacién

,Lﬁs Plismidos no conjugativos ‘tienen pesos.
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igualmente del ADN segun el mecanismo de movilizacién, bien por
- donacién (tfansfefenéia sin asdéiacién entre el plésmido cohjugaﬁvo
complementarm Yy el plasm1do vector) o b1en por conduccién (con
comtegrac16n de dos estructuras por recombmacxén homéloga o por
transposxcxén). Respecto a este L’xltimo caso, los transposones
perrﬁiten la transferencm por la formacién de una. ~estructura
comtegrada, del plasmido no conjugativo y no movmzable, de una
,bactena donadora a una receptora

Pero conjugativos o no, los pldsmidos puéden ser

transmmdos tambxén por transformamén (incorporacién directa a la

bacterla receptora del ADN) o por transduccién (a través de un

bacterléfago) 6,
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.'qu-trans_posones 6,

Los plasmidos R aufotransferibles estdn
':‘cbnstitvuildos estructural y »funcionalrﬁente por un factor de
‘tfansfe;ren_c‘:ia provisto de la infdfmacién para su cbntrol (y por
tanto, de‘;- 'ios mecanismos de regulacién de la divisié’ﬁ y de la
incompaﬁbilidad) ﬁara - el mantenimiento, la movilizacién y la
transferencia. Esta es‘ una- estructura relativamente estable. Los
genes de resistgncia : ali contrario, Son' con -frecuencia codificados
por secuencias dé ADN de p-e‘_queﬁo tamafio, capaces de pasar de un
replicén a ‘qtro, "yvsé céno:cen‘como transposones.

.Estos determinantes d'eA resistencia son capaces de

"saltar" de un plasmido a "c‘:tro( del cromosoma a un plasmido, y de
un plasmido " al .crom-osoma. Este 'fehérﬁeno' .p_articipa en la
diseminacién Vde - la resistenci# a antibiéficos, y determina
verdaderas epide_m’ias .de estos geneé. Los transposones, cuyo
tamafio varia de>'2,’5 a 20 kb, contienen ademas la codificacién de las
enzirﬁag implicadas én los medanisrﬁos de transposicién (transposasa,
re_solvasa)r y su. regulacién '(fepresora), asi como . otras

caracteristicas ‘(prodtw.cién de toxinas,...).

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Conjugacién,

La conjugaciéii es un proceso altamente especifico
donde el ADN es trahsferido desde una bacteria donadora a una
receptora por un mecanismo que. éxige un contacto fisico entre
ambas y la presencia de pilis. Este, proceso estd usualmente
:codifiéado~por plasmidos‘conjugativos, que pueden aislérse en gran
numero de bacterias Gram-negati?as Y que incluyen miembros de
méé 'de 20 gr'_up‘o's de incompatibilidad. Todos_-los plasmidos que
'pertenécen a &istintos grupos de vin‘compati‘bilidad muestran escasa
homd‘log&a de sﬁ ADN. i.a ‘hébilidad cqnjugativa requiere ademés una
extensa regién del ADN plasmidico (1/3 del gehoma) 187, o

| Ello puede ocurrir tanto en ‘meciio liquido como en
medio sélido, aunque el medio sélidé‘al asegurar un intimo qontacto
entre gr;n nimero de bacterias, es parﬁcularmente util en casos
donde la transferencia ‘puede fallar 6:
| Transformac‘ién '6..

Es ﬁna ‘técnica muy util para transferir los
plésmidds ho conjugativ.os'. Y no movilizables. Esta técnica es
corﬁplementaria de la éonjﬁgacién en la medida en que es mucho
_‘ menos gficaZ‘ pafa la'trans'ferencia‘ de grandes plasmidos, que por
otra parte suelen ser conjugativos.

La mayoria de las especies bacterianaé no son de
for'rna. natural ‘trahs'formables; para que lo sean es necesario

someterlas a un proceso para hacerlas "competentes". Sin embargo,
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algunas pocas bac{:eriasl lo son de fbfma natural, en este caso la
diferencia esencial»entre‘ uno y ofro tipo de transformacién es que
mientras en la natural se transfiere sélo. una éadéna simple del
ADN, en la transformacién, caso de la transformacién "artificial", se

‘transfiere el ADN con su doble cadena intacta.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



CAPITULO V. BETA-LACTAMASAS.

“A. CON CEPTO 132,165

Las beta—lactamasas son enzimas bacterianas que

actuan hidrolizando el enlace amida del amllo beta-lactamlco Y a

consecuencia de ello el antibistico pierde su actividad.

.Los antibiéticos beté-lactémicos, penicilinas,
ceféloéporinés, carbapenemes ‘y monobactamos comparten en su
estructura una lactama de cuatro miembros, el anillo beta-lactamico.
Este ‘it‘ipo de antibiéticos actﬁa interfiriendo la sintesis de la pared
- celular bacteriana, sat‘uran‘do e’ inactivando las proteinas fij'adoras
- de Penicil.ina‘ (PBPs: Penicillin Binding Proteins) de lé membrana
" citoplasmatica.

Recordemos que la membrana mtoplasmatwa de las
bactenas gram-posmvas Y gram—negatlvas estd constituida por una
" doble capa de fosfolipidos, cuya permeabilidad’ esta limitada para las
molégulas polares e i‘nflu:ida i)or las variaciones en la longitud Yy
'grado de saturacién de los acidos grasos que la componen. En
medlo .de estos. fosfohpldos ex1sten proteinas que fac1htan la
difusién y también el trénspdrt'e activo a través de la membrana.

| bLas proteinas fijadoras de  Penicilina o PBPs,
proteinas diana de la accién de los beta—lactéljﬁicos, constituyen las

t_ranspebtidasas Y ‘carboxip’eptida_sas ‘implicad‘as en la sintesis del
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' peptidoglicano. Estas proteinas se éncuentran' en ia membrana
'citopla_émé.tica, de man’efa. que cuando el antibistico beta-lactamico
se une aréllas se detiene la sintésis del peptidoglicano vy, bér lo
tanto, se d'etienAe”el vjcrecimiento‘ bactefiano. Esta fijacién: se debe a
la analogifa entre ‘ei diﬁéﬁﬁdp de alanina y la molécula del

antibiético beta-lactamico. |
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B. ORIGEN Y NATURALEZA.

Las * beta-lactamasas son enzimas ampliamente
distribuidaé entre divérsos géneroé 'y especies bacterianas, pero
‘sélo en bacferias.' ' |

| Desde un '.punto de - vista bioquﬁnico se
caracterizan por ser pdlipéptidos de una sola lcat_iené_ con algo més
de un centenar de aa.. y de pequef.i‘o peso molecular. Respecto a su

actividad son peptidasas especializadas 132,

- C. MECANISMO DE ACCIOﬁ 2

Estas ‘:soxji -enzimas .' altamente eficientes que
- catalizan la hidrélisis - de éntibiéticos beta—ladtamicos, actuando
sbbre ..penicilinas, cefalo’si:ofinas Y monobactamos. Sin embargo,
todas ellas comparten fnuchas caracter{sticas en cuanto a su modo
~ de accién. Su ecﬁacién quimiéa géneral ‘sevria:

ok ks ke

E + § (=====) E.§ ————=) E-§ ———> E + P
k_1“

En esta e‘cuacién,' inicialmente enzirﬁa (E) Vy
sustrato (S) se combinan de forma feversible para dar un complejo
enzih_\a sustrato 'V(E.S). El siguiente paso, comun ~para lag beta-
lactamasas es 1la 'f}ormaciékon .p.or enlace covalente de un _‘complejo‘
ihtérme&iario con 'acilacién' (E—S); Finalmente, la desacilacién de este
complejo cohduce a. la .liberacién del enzima y. de un producto que

es el antibiético con su anillo beta-lactdmico abierto.
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Originalmente 143, las beta-lactamasas fueron el

primer mecanismo de resistencia natural frente a los beta-lactamicos

siendo el caso de las cefalosporinasas en bacterias Gram-negativas -

y de la résisten'cia adquirida con peniciiinasaé en S. aureus. El uso
de a_ntibié_ticos de 'émplio espectro como - las cefalosporinas
(Cefalotina, por eje‘mpio) Y Ampicilina, condujo a .lé aparicién de
penicilinasas mediadas por plasmldos en Gram—negatwas, tales como
las TEM L.

Con la llegada de los antibiéticos beta-lactamicos
no-hidrolizabliéé por las beta-lactamasas y que _ actuaban como
débiles ind.uctore.s-, hah ‘aparecido un nuevo tipo de resist_encias, a
‘ ‘partir de las especies bacterianas qué ‘presentaban beta-lactamasas
induciblesf se ‘pr"odujo una seleccién de variantes que producen
altos niveles de estas enzmas, de una forma constltutlva Y que

constituyen los mutantes desreprlmldos De manera que los patrones

de susceptxbllldad se modlflcaron con apar1c16n de re51stenc1as a los

nuevos beta—.lactamlcos 1ncluyenc_lo ‘las cefalosporinas de tercera
_ genervacién Y mondbacj:amos.

‘Actualmenté:‘, aparece una nueva modalidad de
" resistencia a los be-t‘a—lactémic?os_ no hidrolizables, tales como las

cefalosporinas de tercera generacién que son mediadas por beta-

lactamasas de amplio espectro  identificadas sobre todo en especies

de Enterobacteriaceae como Klebsiella spp. y E. coli Una
- caracteristica de este enzima (SHV-Z) es la adquisicién. de un amplio

espectro frente a los nuevos beta-lactamicos. Algunas especies
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" bacterianas pueden mostrar una gran capacidad genética para.

adaptarse “a 105 mé,s‘ nuevos antibisticos, probablemente usados de
forma abusiva, por prjocec"iim.ientos de seleccién a lo'que ademés se
suma una extensién de estas reéistencias por una deficiente
higiene.‘

Adefnafé en los fenbtipos resistentes pueden

intervenir otros mecanismos.
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D. LOCALIZACION DE LAS BETA-LACTAMASAS 123

Las .betafléctamasas de bacterias. Gram-positivas
se localizan tanto intra como extracelularmente, de_péndiendo del

tipo de microorganismo, as{ por ejemplo en B. cereus al menos el

85-90% del total dé la actividad de las beta-lactamasas se

. encuentran extraceiularménte." Esta localizacién supone' una fuerte
resistencia frente a los antibiéticos beta-lactamicos, ya que pueden
ser interceptados’ antés de alcanzar la célula. As{ que las beta-
laétamasas. mas efeétiyas ~sérf‘m ‘aquéllas Que “ posean una élta
afinidad por sus sustratos pqtencia.lés (pof tanto," un valor de K,
bajo). Sin. embargo,_esta- lpézalizacién condiciona una dilucion del
enzifnd en el medio extracelular y consiguientemente una posible
menor concentracién dell‘éhzima., Quizas por ello; las bacterias Gram-
positivas ﬁresentan una éegtinda linea de defensa, la presencia de
' beta.—lactamasas | intracélulares, que ' aungque sé encuentfan en
pequeﬁé_s cantidades ﬁs__ualmente, -tienen una posicién eétratégica,
juhto.a .las proteinas diana de los beta-lactamicos.

En las Dbacterias Gram?negativas las  beta-
"~ lactamasas se encuent‘fan,. é:asi exclusivamente en el espacio
periplésmico. En ocasiongs,‘ su presenéia en este espacio es muy
:‘dehsa, de manera que constituyen una barrera fiéfiéé aﬁn"' para los
com'puéstos que no son - ficilmente destruidbs por las beta-

lactamasés»,-' de la bacteria. Esta ' localizacién estratégica
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del enzifna hace que para la destruccién del antibiético, antes de
que éste pueda actuar, no se necesite una alta afinidéd por el

sustrato.
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-E. ASPECTOS CINETICOS DE LA ACCION DE LAS

BETA-LACTAMASAS.

*P_erfil de sﬁstr'ato..

El perfil - dev sustrato junto con 'el grado de
hidrélisié de las beté—lactamasas sobre los antibiéticos constif.uyen
‘las caracteristicas rnis_ definitivas de estas enzimas. Los paréme'tros
‘,mas. exactos para valorar estas enzimas son los valores de la V max.
(valores de hidrélisis maxima) y Km (afinidad por la unién con el
-‘enzima).' Sin embargo, a;aefectospr&cticos se utiliza el calculo de las
tasas de hidrélisis y de la actividad espectfica 22.23,

| *Eficacia hidrolftica 2. |

Se evalua éomparando la hidrélisis de cada
sustrato frente a la hidréiisis de la Benzilpenicilina o de la
‘Ce‘faloridina que -se utilizan como compues-tos de ref_e,re'ncia.' Los

" resultados sor comparébles con los valores de CMI para cada

‘sustrato (antibiético) y determinar si la inestabilidad frente a las -

béta—lactamasas( es responsable o no de su ineficacia frente a la
bac'teri’a.

*Inhibicién de las beta-lactamasas.

Las caracteristicas del cbmportamie’nto frenfe a
los inhib'id»ores‘ son importantes"junto con los berﬁles de sustrato
paré. disting'uir ‘entre las difef;entes beta—lactamasas. Las diferencias
entre las enzimas con respecto a la inhibicién por Acido Clavulénico

(A.C.) y Aztreonam (ATM) se ha yiSto que son muy significativas:
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- las céfalosporinasas ;son mas fuertemente inhibidas por el Aztreonam
. que por el Acido Clay\ilénico (que no las inhibe). También la
Cloxacilina (CX) ha siglb reconocida como un buen inhibidor de las

5

cefalosporinasas.

Como hemos mencionado algunos antibiéticos beta-

lac_té.miéos actuan como potentes inhibidores o inactivadores de
una variedad de beta-lactamasas.
Hay inhibidores, como el Acido Clavulénico, que

por si mismos presentan escasa actividad antibacteriana. Su funcién

‘primaria es proteger las cefalosporinas y penicilinas de la accién de-

ciertas bété.-—lactamasas, dejando libre al antibiético para unirse- a

las PBPs.

Hay ,o"tr_'o's ‘inhibidores que tienen wuna gran

- actividad antimicrobiana, porque ademds son buenos inhibidores,

talés como “Cefotaxima, Moxalactam y Aztreonam 22.23,88,
| *Concentracién de enzima.
La sintesis .de las beta-lactamasas puede estar
codificada por> genes. cromosémicos o por elementos e'xtracfomo—
sémicos  llamados plasmidos. Las Dbeta-lactamasas codificadas

extracromosémicamente pueden extenderse y hacer progresar las

fesis{:encias a los antib’iéticos debido a la facil transfere’ncia del

‘matérial genético que las codifica. Estos genes pueden ser
“movilizados intragenétic_émente por recombinacién o transposicién e

intergenéticamente ‘por transformacién, transduccién o conjugacién

6.
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*Pr’oduccién enzimatica: Inducible o Constitutiva.

—Inducible.

Son  inducibles . aquellas beta-lactamasas
sinfétiza’da.s a bajo nivel que ‘en presencia de ciertos agentes (los

inductores) se sintetizan en cantidades muy superiores, hasta 500 a

'1000'vecé,s. En un principio se estudié el fenémeno de induccién en

'Gr‘am-p'ositi'vo's, 'sin embargo hoy ha adquirido mé&s importancia el

estudio de esté féhémeno eh Enterobacteriaceaé;‘puestp qﬁe algunos
dé*los ~‘n‘ue;/.o§v aﬁﬁbiét_icoé beta-lactamicos de uso clinic':o,_, tienen
" imboxftante efecv:to} Aihductor,_ especialnie_nte' se ha observado con
' Ce_foxitina Y en menor grado por cefalosporinas de amplio esp_ec’tro,
4también se ha descrito como pote;nte inductor- é.l Imipenem que é
diferencia de 165 an’-ceriores ello no supone la alteracién de. la
_seﬁsibi@idéd in vitro ni in viv_é dé la bactérié a éste antibisético 79.
é‘2,104,159,.

~Constitutiva.

Este tipo de produccién . esta ‘-implicada
clinicamente en organismos resistentes, é incluyen enzimas como
TEM, PSE, OXA y SHV. Las beta-lactamagas producidas de forma
constitutiva ﬁﬁeden estar codificadas tanto ' cromosémica - como
>p1a“sn‘i1dicarqente.' Y en general, las be'ca—laqta'maéas mediadas por
pl&smid_o# son constiﬁ;tivas 14,23, |

En la Tabla VA resumimos los criterios de

'identificacién de las beta-lactamasas.
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TABLA VA.CRITERIOS DE IDENTIFICACION DE LAS BETA-LACTAMASAS

P. - C; A.E.
S. aureus TEM - . SHV-2, C'I;X'—l
" Localizacién
- exocelular + - - -
- periplésmicé - 4 ‘ + o +
Biogénesis
- inducible + - o + -
~ — constitutiva - B + . +
‘Actividad enzim&tica |
- deébil . + 4 -
- fuefte;_ “ . « o+ + ++
Pertil enzimatico
Penicili- Penicili-  Cefalospo- Beta-lactamasas
nasas. nasas A.E. r_i-nasas. de A.E.
Inhibicién |
- Cloxécilina o+ + ‘ +4+ +
- A. Clavulédnico + + - +
- Sulbactama , + + ' R +/- +
'P. isoeléctrico 89 54756 7 6,3-7,6
Genética |
- .Crom-osémic;a - - | + -
- Plasmidica |
- Transposén - ' 4+ . N - ?

P.=Penicilinasas; CA.=C'efalosporinasas; A.E.= Amplio Espectro 143,
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CAPIT.ULO VI.‘INDUCCION FENOTIPICA Y

 DESREPRESION.

" A. INDUCCION FENOTIPICA.

_‘,S}él'o' ‘las beté-lactamasas de Clase C y las
peni;:iiinasas'- de Saureus, sdh indtvxcibleAs. |

| A_cfualménte, 'tiehen importanpi_a desde un punto
de ' vista chniéb_ las ‘('ie vAesta; Claée .,_C o L Estz;s enzimas son de
codificacién estxfiété"rﬁeqte cromosoémica. Usuaimente, se sintetizan a
muy bajo‘ nisiel en E. rco].i y Shigella s&nnei, o cie forma inducible en
muchas, . aunque - no én ‘tod‘as' las -espécies . de Enterobacter,
-Citrobacter, Serratia, "Ho-r"gane'lla, Pseudohonas aemginosa, algunos
Pfoteus indol posj’-ti‘yo‘: y espécies de Providéncia. En éstos la
sintesis de bAet-a-l'ac‘ta'ma}sas‘aumenta en presencia dell inductor y
revierte a loé i.livelevs iniciales tras 6-20 horas de la eliminacién del

inductor o de la. desti'uc‘cién del enzima 23,100,163,

B. DESR_EPRESION.

-En cdntra-ste con’ la induccién, . la desrepresién es
un | hécho ‘estable 'que' ocurre espontineamente en este grﬁpo de
ofganismos ‘que _po;e_en' ,beta—léctémasas Clése I. La frecuencia de
mutacién o de véria.ntes desreprimidas eﬁ la sintesis de beta-
lactamasas ocurre e.n una frecuéncia de 10-7A = 10-8 células

bacterianas en muc'has‘ cepas de Enterobacter, Citrobacter freundii
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Pseudomonas , aéruginasa, 'y en otras enterobacterias con menos
frecuencia 144, |

In vivo 1a aparicién de este tipd de resistencia
ocurre mé4s frecuentemente cuando hay un foéo de infeccién
_relativamente i'nacéesiblé a’ un antibiético, con un alta carga
bacteriana, donde las. c‘o‘ncent'ra'éitones que alcarnc‘e el antibiético
estaran cerca su valor de CMI, constituyendo una situacién ideal
para la éelecci&n. de -"_.rnu_tantes-' que ‘estan pfésentes como
subpoblacfones _mindrii:ari_éé- en 'e'spe-cies bacterianas ti{picamente
productofés de ;béta_—la>ctam.asavév .inducibles 40,47.54,

La‘..f . reéistéﬁcia ‘_-“a - multiples beta-lactamicos
_v,'producida. por la 'deé{repre‘_sién de lés beta-lactamasas Clase I est4
}media'da‘por dos rﬁecan‘ismos: 7

1. El clasico meéanismo hicifblitico.

2. El mercanis:rno‘ no hidr’olitipo de. barrera que
' irﬁpide el acceso a .las' proteiha_s de unién a las pehicilinas (PBPs)
localizadas en la membrana citoplasrﬁéﬁca. En ocasiones un exceso
de a’n’cibiético.puedé hacer vqu.é‘ éste se 'una al enzima por un
fénéf.ﬁeno llamado f'-trapping'v' formando un cdmblejo inactivo 14,87, .

144, .
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C. MECANISMO GENETICO DE LA INDUCCION Y DE

_LA -.rhayor(a "de las esbecies de enterobacterias
‘ _llévan un gen de beta-lactamasas aﬁpC, en su cromosoma. En
E. coli y Shigella, la expresién dél ampC no es inducible y las beta-
lactamasas son éintetizadas de manera constitutiva a bajos niveles,
en éstas las mutaciones que conducen a una sintesis aumentada de
la sintesis de beta—lactamasasi cbﬁducente a las resistencias a
modernas cefalosporinas‘ ocurren con mendr frecuencia que en otras
especies de enterobacterias, 10 -9 o menos 1i8»185.

Estos fenémenos de induccién y mutacién han sido

estudiados fundainentalmente en Enterobacter cloacae y en

Citrobacter freundii Segun los estudios realizados la codificacién

de las betav—lactamasas Clase I residiria en el gen ampC. Este gen

estarfia gobernado en’su éxbresién por un gen regulador, el ampR.
Un tercer gen ampD Va‘ctuar_ia't como regulador negativo en la
expresién ‘del--‘" ampC. .As{ que una mutacién en el gen ampD
conducirfa ar la vhipérproduccién de cefalos‘porina-sa:s de forma

mantenida en los mutantes. Y el gen ampR controlarfa en presencia

de wun inductor el incremento en la produccién de béta—lactam:-isas..

Un mecanismo ‘similar podria actuar en otros bacilos Gram-negativos,
enterobacterias Y pseudomonaé 123,

: 'Aﬁnque ampR no estad presehte en E.4co‘1i, cuando
ex‘perime'ntavlfnente se ihtroducer_l lbsA genes ampR y Va‘r'n’pC de una

cepa de Ci_ttobactef freﬁndii ~mutante desreprimi'da, la sintesis de
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beta-lactamasas en E. coli se hace inducible, por tanto todos los
componentes restantes necesarios 'para este proceso deben estar

codificados en el cromosoma de Escherichia coli 14.28,66,76,84,

85,86,124,
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D. IMPLICACIONES CLINICAS.

La induccién de beta-lactamasas lleva consigo:
*El rapido desarrollo de resistencias durante el
tratamiento con nu‘evbs antibiéticos beta-lactamicos estables a beta-

‘lactamasas.

*La aparicién de cepas mutantes resistentes a -

rﬁt’iltiples' antibiéticos.

'*I_;.a aparicién ':de antagonismo ante antibiéticos

beta-lactamicos.

| *Sensibilidadvfal.sa_ en las pruebas .'de_ laboratorio
usadas*fpar.a detedtar resistencié.s a nﬁevos antibiéticos beta-
. lactamicos .y como consecuencia la seleccién inapropiada de
 antibiéticos.

‘Lav_:aparicién ~de subpoblaciones de mutantes
aesfeprimidos supbhe_, pa»rticv._xlarrnente si existen cuerpos extrafios,
"y :con _maygr frecuéncia’ en huéspedesv comprgmetidos bajo
tfatamie_nto de largé' duracién, el que estas - su.bpoblaciones
resistentes puedan reemplazar a la poblacién primitiva sensible y
crear serios - problemas para‘encontrar- una~teraf>ia aiternativa 41,
47,54,156,161,162,163,185, | o

Las cef'alosp‘orinas de amplio espectro constituyen
un factor” de riesgb para la subsiguiente adquisicién de organismos

resistentes a las cefalosporinas de 32 generacién 69,120,
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- E. DIFERENCIAS ENTRE INDUCCION Y MUTACION &

Induccién '

Mutécién

Modificacién de la regulacién

enzimatica.

Hecho genético.

Incremento de la cantidad .de‘ enzima

Variable y frecuentemente

poca bantidad de enzima.

Transitoria
Reversible

Debida a beta-lactamicos

y otras moléculas induc- -

toras.

Escasa o nula incidencia

en la CMI.

Sin consecuencias clinicas

aun conocidas. .

59

- Gran cantidad de enzima.

Definitiva
Irreversible

Fendémeno espontaneo

- Conduce a un alto nivel

- de resistencia a la ma-

yoria de los beta-lacta-
micos.

Selecéién de mutantes"
resistentes y fallo

terapéutico. - -
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 CAPITULO VII. INHIBIDORES DE LAS BETA-

LACTAMASAS.

'A.. MECANISMO DE ACCION.

i.osinhibidores de las beta-lactamasas pueden ser
.clasiﬁcad‘os seéuxi:- su- -me'canismo de inhibicién enzix“nética, en
_reversibles e irreversibles. Esta d'iferencia es importante puesto
| ‘que nos da idea de la permanencia en la actﬁ_aciép de éstos.

Podemos atendiendo a ésto distinguir dos tipos:

B. INHIBIDORES REVERSIBLES

Son ’a'qtiellos inhibidores que se unen al enzima
- de manera que la aétividad del enzima puede recuperarse.
_Este tipo -de -inhibicién, presenta "‘un ‘equilibrio

dinamico, tal qué puede ‘disminuir con la dilucién del inhibidor o

- con la presencia de moléculas que compiten con éste por el sitio-

activo del enzima.

Su ecuacién de equilibrio corresponderia a :

'kl

. E+I < > E.I
k-
Dentro  de éstos inhibidores, hay algunos que se

unen al sitio activo del enzima, y son frecuentemente beta-

v
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lactdmicos. En su mayorfa, los inhibidores reversibles son realmente

sustratos con alta afinidad por el ‘enzima pero bajas tasas de

hidrélisis. Estos inhibidores se caracterizan por una constante de

. equilibrio Km cuyo valpf cofresponde al cociente de los valores de

las constantes k;/k-; 18,19,

C. INHIBIDORES IRREVERSIBLES.

Algunoé enzimas experimentan una inactivacién
irreversible cuando se tratan con agenf.es que se unen a ellas
covalentemente y',mod;fican Pérmanéﬁtemente su grupo funcional, lo
" que inactiva la molécﬁla dél‘enZima.

Estos inhibidores usualmente requieren un
periodo dé tiempd finito para‘%act.u;ar. En este caso la ecuacién
quimica correspondiente serfa:

ki | kzr k3

E + I<===)E.I--->E-I--—->E-I*

. k‘l ‘

Donde E es el ‘enzima, 1 es‘el inhibidor, E.I es
un complejo ret;er;silﬁle v_qué " puede disociarse en enzima libre e
inhibidor o puede transformarse en un compléjo covalente (acil
enzima), E-I, y E-I* : . que repreSentan fortqas inactivadas del
enzima. Una subciase dentro de éstos son _los ll_amados inactivadores

suicidas, moléculas que se unen ‘al sitio activo del enzima Y que
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posteriormente se .inactiva a través de una accién catalitica del

propio enzima 18,19,
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D. NATURALEZA DE LOS INHIBIDORES.

_Dgsde‘ un' punto de vista :clinico‘, los inhibidores
mis importantes son ﬁllos» de naturaleza beta-lactimica, destacando
entre ellos: .

- Acido Clavulanico..

- Acido Olivénico.

- Sulfona del 4cido penicilinico (Sulbactama).

- Acido 6—beta—bromope_nici1§nicoi

- Sulfona dél acido 6-a-cloro-penicilanico.

- Carpetimicihés.

_deos e‘_ilos actuan como in.'activadores, y tienen
en comuin Aque:: |

o | ~ — Poseen un protén en posicién 6-6, de acidez
adelt.:uada. o
| - la. a_.c‘:idez 6-a y la estructura beta-lactimica
favorecen la formacién de un doi)le eﬁlace, fre_cuentemente en C, o
en Cs, gque da lu_gér ~a_un acil-enzima r;my estable que no se
hidroliza. ;Este"éorﬁportamiento-_ es explicable ya que la reaccién
bioquimica de las v_beta—lactamésas con los_ antibiéticos beta-
iac{_:amicos es una avcilla;cié'n,:y un compuesto que es atacado por las
enzimas.. pﬁede a la vez ser inhibidor de estas.1s.

| _Otro .inhiﬁidor que tiene inférés desde un punto
de 'vista clinico es Aztreonam. Es,él prime‘ri mon.obactamo de amplio

‘especrtro valido para uso. clinico; por si mismo es un potente
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antibiético  pero ademas es u_n‘ mag.'nificé inhibidor de las
cefalosporinasas, fofma_hdp con. ellas un complejo acil covalente
estable, ' cuyo resultad§ es su hidréljSis (acfuéndo como inhibidor
irreversible) pero la feééciéh es _lo sﬁficienterﬁeri-te lenta como para
que sea un inhibidor efectivo 19.A

Exvpe'rimentalmentev: .. para el estudio Yy
caracterizacién de las' beta-lactamasas Se.b usan otros inhibidores
“tales como: Cloxacilina‘,' &ue actua bioi;uimicamente como el
»‘Aztreonam, gl p—CIqromércuriobenzoato (pCMB), cuya actividad
inhibitdria indi.ca_. l# pr’esenci; d‘ev residuos de serina, y la sal
disédica del Acido Eﬁlendiamino-fetracético (EDTA) cuya inhibicién

indica que el enzima-requiexfé iones metalicos para su actividad 22,
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CAPITULO VII. CLASIFICACION DE LAS BETA-

LACTAMASAS.

Desde que se . fue conociendo de. manera
progresiva ‘la impoftanéia de las befa—lact&maéas en la resistencia a
los - be'ta-l_aé’gamicés, se han hecho diferentes intentos en su
clasificacién. En principio  se" cl.asificaron diferenciando las beta-
lactamasas de érganismos.Gram‘—negativos de las de Gram—positivos.
Asi, en estafilococos es; posible diferenciar cuatro tipos de beta-
- lactamasas A, B, Cy VD"'aplicando criterios serolégicos y enzimaticos.
Todas ellas son pen’i"éilin"asas Y, éon la ékcepcién .del tipo D, son
inducibles y extfacelﬁlares. Sus -genes 'codificadpres se encuéntran
en .plaémidos de' bajo - peso molecular Y .por tanto, son beta-
lactamasas plasmidicas que. h#bitualmente . se transfieren por
,transducci'én.A Témbién buede’n tener "piésmidos de alto peso
molecular . que ademss de codificar  beta-lactamasas pueden
‘transferir resi‘steﬁcia é otrt;S antimidrobianos, éstos si pueden ser
transferidqs por conjugacién Y se han encontrado" ‘tanto " en
'.Stapbylococ.cus aureus._coxﬁo! en 5. epidermidis.

Los microorganismos Gram-negativos producen una

gran variedad de beta-lactamasas, cuyo numero se ha incrementado

de forma significativa en los ultimos afios, no sélo por la mejora en

los’ métodos de deteccién, sino también por la respuesta bacteriana

a la gran ‘proquién de beta-lactamicos.
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Richmond y ‘Sykes elaboran una clasificacién
basada en los perfiles de "su,stx;atd y .que diferencia ‘cinco clases de
beta-lactamasas. |

En'1975 la Dra. Mat_fhew describe la técnica de
carécterizacién de bef;—lactamasas en base é la determinacién de su
punto isoeléctric':ob (é.I.), .té‘cnica que utiliza como révelador una
cefal.osporina cromog';éniéa.,(N'it-rot:éfina).: Al mismo tiempo .describe
onc;e tii)os de Eef:a-—iactérﬁaéa{s codificad&s plasmidicamente en
bac’teriag Gram-negativas. Con todo’ eil(_), se realiza’ una nueva

clasificacién (1979) que tiene 5,en. cuenta la ‘codiﬁcacién genética de

las beta-lactamasas y su - perfil . de sustrato, y que se va

cbmpletando Asucesivamévnte con .la_, 'incorporacién de nuevas
c‘aréc.:teri_s;ticas, como el peso ﬁ\blec'ﬁlar 'Tablav VIA |

En la ‘década de los 80 surgen nuevas
. clasificaciones entre ellas est4 -aquélla baséda en las homologias que
presentaran en sus"se_cuencias de aas y su ‘tamafio molecular
(Ambler, 1980. Jauhin ‘y Gdhdétrom, 1981)'que establece-treé clases
A, B C vy que ha sido muf uﬁlizada 20,21 Tabla VIIA.

Medeiros afiade nuevas enzimas a la clasificacién

~de Richmond, Sykes y Matthew, en concreto: beta-lactamasas tipo .

TEM, TLE-1, ROB-1, LCR~-1 Y OHIO-1, e isoxazolilpen'icilinas OXA-4, 5,

6, 7. Dentro del grupo de las PSE incluye CARB-3 y AER-1 y

algunas otras.
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TABLA VI A..

CLASIFICACION DE RICHMOND, SYKES Y MATTHEW (1976) 14.

T I-C INHIBIDA POR

.I.:. Inducible.

" . C.: Constitutiva.

ACT.: Actividad.

CEF.: Cefalosporinasas.
- PEN.: Penicilinasas.

. A.C.: Acido Clavuldnico;
PCMB.: para-Cloro-mercurio~benzoato.
R.: Resistente a la accién inhibitoria.
‘S.: Sensible a la accién . inhibitoria.
CROM.: Origen Cromosémico.

PLAS.: Origen Plasmidico.

P.M. (Peso Molecular) en miles.

CX.: Cloxacilina; -

ACT: ORIGEN P.M.ENCONTRADA
A.C. CX. pCMB EN LAS CEPAS
Ia I CEF **x R s R CROM. Enterobacter
' : Citrobacter
Ib C  CEF.* R S R CROM. <24 E. coli
Ic I . CEF.x R° S R  CROM. P. vulgaris
Id I  CEF.* R S R  CROM. Ps. aeruginosa
o C - PEN,** 'S S R CROM. <30 P. mirabilis
: . : (Tipo TEM)
oI C . PEN.>CEF. S 'S S ‘PLAS. <30 Ampliamente
- E ' : : en Gram(-)
IV C  PEN.=CEF. - S R R CROM. <30 Klebsiella
. ’ Bacteroides
Vv C PEN.* S R S PLAS. <30 Enterobacte-
o : g rias y Pseu -
domonas.
Tipos OXA, PSE
T : Tipo.
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CLASIFICACION DE K. BUSH (1989) 20.21

G  ACT. - INHIBIDA POR ~ P.M. pl. CLASE

A.C. SUL. AZT. CX. pCMB

I . CEF. = ®/= xxx xxx 4/ 530 'B - C
 Oa PEN, *xx . xxx _ */'—» x 4/~ <30 - A A
"IIb PEN= ***  xx o~ . x +/—7 <30 A/B A

CEF.

b A.E  *xx  xx PO +/- <30 A A

Me CBep »xx xox - o - <35 N A2
I CRYP Ak xxa = | -~ 4/~ <30 N D ?

e CEF #ax - »x xm +/- >30 VA/B. A?

m MT - - - - + . ND A/B B ?

v PEN ‘—A - - x4y »30 A ND

G .= Grupo; ACT.= Actividad. -

CEF.=Cefqlospori'nasas; P,EN;Pehi‘Cilinasas; A.E.=Amplio Espectro

(CB.=P.) = Hidrélisis de Carbenicilina = Hidrélisis de Penicilina.

(CX>P.) Hidrélisis de Cloxacilina > Hidrélisis de Penicilina.
'MT.= Metaloenzimas, inhibidas por EDTA.
P.M.: Peso molecular en miles.

p-1.: B =Bdasico; A =Acido. N =Neutro.

- ‘Clase: ND.= No Determinado.
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M4s recientemente Karen Bush (1989) completa la
clasifi_cacién de Riéhomnd, Sykes y Matthew, aﬁadiendo nuevas

enzimas descritas, ademas incluye al Aztreonam respecto de su

- efecto inhibidor como parimetro en la clasificacién y diferencia |

sélo c-uatr"o‘clase’s de'vbéta—lactémasas Tabla VIIA.

Destacamos de las beta-lactamasas descritas hasta
el momento d»bs grupos de beta-lactamasas por su importancia desde
un punto de vi‘sta‘ clinico:

- Las beta—lacfar'hasas de amplio espectro, Tipo III
de la clasificacién  de Richmond y Sykes.

- Las beta-lactamasas inducibles, Tipo I de la

clasificacién de Richmond y Sykes y Grupo 1 de la clasificacic’:n de

K. Bush 20.21,23,112,
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A. BETK—LACTAMASAS DE AMPLIO ESPECTRO.

Se- han determinado méis de 30 beta- lactamasas
dl.ferentes medladas por plésm1dos o tra.nsposones en base i su
perfll de - sustrato,' rea’cciones con inhibidores y puntos
isoeléctricos. En la méyorfa de la‘.s. entérobaéterias resistenfes a la

Ampicilina, la enzima plasmidlca mas comun es la TEM-1- (pI 5,4)

mientras. que en. Klebsiella spp. predominan las SHV-1 (p.I. 5,6),

ambos - tipos hidrolizan la Ampicilina més que la Carbenicilina,
Oxacilina ‘y. Cefalotina, y presentan a_tctividéd c;ohtra Cefotaixima,
Ceftazidima y Aztreonam. Todas ellas presentan un residuo de
seriné en“el 'céntfo activo ‘dc-zl enzima, en la posicién 68 para <las
tipo TEM. 'y en la posiéién 66 para las tipo SHV. -Segun sus
| fenotipos se pueden agrupar en 12 variedades ¢ - Tabla VIIIA. ,

' Tienen escasa actividad frente a Cefoxitina e
Imipenem. Y aunque tbd;s‘ tienen\a_ltos valores de CMI frente a
Cefotaxima y Ceftazidimé, sin e_mb’argo', no tienen igual actividad
frente a ésto‘s" antibiético_s} ello ée corﬁprende si tenemos en cuenta
que' otro fé‘étof en 'llat res_isténcia»a"estos antibiéticos en organismos
. Gram-negativos es la f_alfa de permeablhdad en la membrana
‘éxil:erna.

YE'stavs ‘enzim'a"s, fueron inicialmente descritas en
aislamientoé hospitalarids fesisvte‘n.tes-' de Klebsiella spp. Todas ellas
codiﬁcadz;s por plasmidos o transpos'ones, en definitiva por genes

transmisibles, que pueden ser’ transferidas estas resistencias
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qué codifican, junto con las 'resistehcias araminoglucésidos como
Amikacina, Gentamicina, ”Netilrnibé_ina, Tbbraml;cina. Son sensibles a la
acéién de inbibidores' fales como el _Acido Clévulénico Y Sulbactama.
Unas de otras sélo se"difer_enci.an por »pequéfios cambios en la

secuencia de sus aag 31.40,133,140,
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TABLA VIIIA.

BETA-LACTAMASAS DE AMPLIO ESPECTRO 140

BETA-LACTAMASA

CR CTX

Valores de CMI en ugr./ml.

72

32

CAZ ATM IPM
R- 4. 0'02 0'2 006 0'12
TEM-1 32 0'05 0'06. 0'12 0'12
TEM-2 32 - 005 0'2 0'06  0'12
CTX-1(TEM-3) 64 2 8 1 0'12
TEM-4 256 5 16 2 0'12
 CAZ-1(TEM-5) 128 2 32 1 0'12
TEM-6 8 - 05 128 32 025
TEM-7 16 05 32 1 0'06
RHH-1(TEM-9) 32 1 128 32 0'12
CAZ-2 - " 64 1 32 2 0'12
| SHV-1 16 0'01 0'2 0'06 0'12
SHV-2 256 4 2 1 0'12
SHV-3 128 . 2 2 0's 0'12
SHV-4 256 4 64 32 0'12
SHV-5 256 4 32

0'12
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B. BETA-LACTAMASAS INDUCIBLES.

Fueron descrifa_s. inicialmente por Matthew y

Harris (1976), son producidas préctiéamenter por todos los
microorganismos Gfam—negativos a nivelés' basales, estan codificadas
cromosémicamente y h.son. generalmenté ’espé’éificas de especie e
incluso de sube‘sp.ecie._ Sus pﬁntosi isoeléctricos son basicos. La
actividad de. estaé beta—l‘acta.masas} es baja pero se incrementé. de
forma importante con la presencia de un agénte inductor que actua
médiﬁcando‘ la regulacién de la 'transcripcién del gen que la
codifica. | |

Ijidrolizan de forma preferente las cefalosporinas
incluyendo a «lqs nuevos beta—lactﬁmicos, que sin embargo, son
resiétentes a las béta—lacta_masas plasmidicas; que se presentan en
: Entqrbba&er, Morg'anel}a,"; Citrobacter, Pseudomonas y Acinetobactef:'
be manera gque .p.ue‘den deéa&ollarse a fzartir de e}las cepas
resistentes a los ‘xiuevoé- beta;lacté.micos ya sin precisar de la
' pfesen"cia -del inductor,(mutantes desreprimidos) que emergen eﬁ

estrecha relacién con el wuso en los tratamientos de las

cefalosporinas de ultima generacién, condicionado por el poder

inductor de los nuevos beta-lactimicos 47.99.161,185,
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CAPITULO IX. TAXONOMIA

La - Clasificacién, Nomevnclatﬁrav y la Identificacién
son tres &reas de la faxonohia es’crecﬁamente relacionadas.
| La 'Clasificacién agrupa 4a>1 los organismos en
grupos taxonémicos basindose ‘en» sus similarida.des'by relaciones.
La:_ Nom_énclatura asigna nombres a estos grupos
atendien_do é- reglas internécionales. | |
| ~.La _Identificacién es el prOcesc; que determina a

qué grupo taxonémico pertenece un nuevo aislamiento.

A. DIVISIONES DENTRO DEL REINO PROCARYOTAE.

Células aisladas o asociaciones de células similares
constituyen los componentes de este Reino, de propiedades
celulares. ‘Que ademéis no cuentan con membrana nuclear Yy en los

que el  nucleo tampoco cuenta con protefnas bdasicas. No tienen

~sistema de "microtubulos. Sus ribosomas son del tipo 70s, y no

pi‘esentan reticulo endopldsmico. Méviles . o inméviles. Generalmente
cuentan con una pared celular rigida. Su localizacién es ubicua.

Podemos considerar den{cro'del Reino Procaryotae

cuatro divisiones:
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—'DIVISION I. GRACICULITES.

Comprende todas las bacterias Gram-negatlvas de
1nterés en la patologia humana Y animal.’ Presentan una compleja
:, pared celular consistente en_‘ una membra_.na externa y otra interna,
vuna. delga_da capa (ie pepi;idoglicano (que contiéne dcido muramico
. presente _én ,to.dasA exéepto en“un' pequefio grupo) Y otros

componentes variables. Formas variadas, esféricas, ovales, en vara

"curvada o recta, con hélices o filamentos. Se reproducen por fisién

binaria, éunqﬁe algunds i)oco_s grupos presentaﬁ gemacién y otros
fisién multiple. Méviles o inméviies. Fototréficas o no. Aerobias,
anaerobias . y anaerobias facultétivas. Algunas son pardsitos
: intracel#lares obligados. _' | |
- DIVISION I FIRMICUTES.

Incluye. entre otras bacterias Gram-positivas de

interés en patologfa humana. |
| - DIVISION III. TENERICUTES.

" son bactéffas’ que carecen de pared celular y son
incaﬁaces de sintetizar el ‘peptidoglican'o,‘ sélo tienen membrana
citoplasmatica. En lé. edicién.’ de 1984 del Manual de Bergey se
identifican = con las. cohuﬁrﬁenfé llamadas Mycoplasmas Y que
incluyen la Clase Molltcutes.

- DIVISION IV MENDOSICUTES
Prociariotas con ‘paredes celulares "defectuosas"

que sugieren la pé_i“dida del peptidoglicano convenciocnal (con acido
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muramico), son .paredes de macromoléculas proteicas y otros

heteropolisacaridos -49.108,
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B. ENTEROBACTERIAS 145

.Las enrerobacterias constituyén una. amplia familia
de baciloé Graml-riegativos‘, aerobios Y anaerobms facultativos,
relacionados por sus propledades b1oqu1m1cas Y genémlcas, algunas
son huéspedes habituales del tubo dlgestlvo del hombre y de los
ammales |

En relaqién ~con su accién patégena puede
'diéfinguirse un grupo reducido de ‘.espec:iesA que se consideran
patégenos .'estrictos, ‘c':-apaces de producir cuadros patolégicos en
huéspedes normales, sin embargo la gran ‘mayoria son patégenos
potenciales capaces de expresar Su accién patégena sélo cuando las
condiciones ecoléglqas' del huesped han variado. Asi que las
enferobaéterias"las vamos a encontrar en el origen de un gran
- numero de infecciones oportumstas, y Junto con las Pseudomonas Y
bacxlos Gram negativos no fermentadores constltuyen la causa mas

1mportante de las mfeccmnes hospltalarlas
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C. CARACTERISTICAS DE LAS ENTEROBACTERiAS.
- Ca._racteristicas- bioqu.imicas 145,

No pfoducen oxidasas. | |

. Reduce@ ‘los nitratos.

.f‘erme‘ntan la gluéosa.

—:'Estrucfural_ antigénicé.

Pueden presentar diferentes antigenos:
A*Antig.eno‘ somatico o antigeno 0. Se éﬁcuentra en

el pblisacarido‘ de la membrana exterﬁa y es termoestable. Se

compone -de una fraccién central compuesta por oligosacaridos y

KDO (&cido ke‘to-desoxi’—manu’losocténico'), comin a la mayoria de los

Gram-negativos y éxplica la presencia de régcciones cruzadas.
: * Anﬁgeno capsular o antigeno K.

Es un antigeno: suiaerficial, .de naturaleza
polisacérida que.coﬁstitlllj}en ﬁna cépsu_la. en algunas enterbbacterias
Yy en otras una capa mucosa, Y que recubre el: antigeno O. Son
responsables de la O—ihaélutinabiiidad. Tiené propiedades
antif_e;gocitarias. |

* Antigeno. de las fimbrias 'o_antigén'o F.

Son antighenos_‘ .prﬁteicos. Son - heterogéneos
sérolégicémenfe y plermiter‘l clasificar las cepas en serotipos F

| En las enterobaéterias es relativamente frecuente

la aparicién - de variaciones genotipicas  por mutacién o por

mecanismos de transferencia genética, que pueden afectar tanto la -
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~constitucién genética' como:- los caracteres bioquimicos.. Ello explica
pbr un lado lasi‘dificultardes para su clasificacién y por otro sus
posibilidades patégenas ’en’; 'cu‘anto a las aparicién' vde cepas

fesistentes Yy multirresistentes a los_ antibiéticos.
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= Clasificacién de la Edicién del Manual de Bergey de 1984 17

.. Sélo especificaremos las especies en aquellos géneros a

los que pertenecen las cepas motivo de esta tesis:

GENERO ES IES

.Es'cherichi_a Escherichia cdii
Escherichia blattae

Shigella : |

Edwarsiella'
: Cifrobacte_r- Citrobacter fretindii

| | Citrobacter diversus
Citrobacter amalonaticus

Salmonella |
Klebsiella

Enté’robacter
. Hafnia

Serra.}‘:ia-'

Proteus

Providencia

Morganella | " Morganella morganii
Yersinia

Erwinia

Obersurﬁbgcterium |

‘Klﬁ}-r'vera |

Cedecea
Tatumella

Xenorhabdus

Rahnellé
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D. GENERO ESCHERICHIA. Escherichia coli 17.187

El género [Escherichia estd constituido por
enterobactefias ‘co'n forma _d_e baciles rectos,'héviles por flagelos
peritricos o inméviles. Anaerc;bios facultativos ‘que tienen

_‘met'abolismo‘ ‘tipo ferrﬁenf@tivo y tipo 'res;pirat'orio. su temperatura
6ptima es de 370C. | ) | o

Son organismos‘ quimiborg;.notrofo's, oxidasa-
negativos. Pﬁéde_n- usar el acei;afo pomq dnica fuente de carbono
pero no el citrato_. Pueden' ferméntar - la glucbsa y otros

. carbohidratos con. " producéién de piruvato, que ~después es
iconvertidoen acido lactico, acético y dcido férmico. Parte del &acido
férmico es transformado por medio de un sistema hidrogencliasa en
CO; y H,. f’ermentan la lactosa ié mayor pﬁrte de: laS cepas, auhque
‘algunas cepas no. |
* D'etermin_anteé de su accién ﬁat‘ogénica 130,146,
—Antigenos;. |

:Segun el estado del- lipopolisaciridc de su

membrana externa, las ceépas pueden adoptar forma rugosa o forma

mucosa. -

.' .Ade”més de los .f_lagélos la mayorfa de las cepas
-tienen fimbrias que | recubren su superficie. Algunas de estas
fimbrias tienen f}lnéiones"adhesivas. Se han descrito dos variedades

principales de fimbrias basadas en su capacidad de hemaglutinacién:
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Las fimbrias tipo I - cuya hemagluﬁﬁacién es
inhibida por la manosa (manosa-sensibles: ‘MS).. El otro tipo es

manqsa—resisterite. Las fimbrias tipo I se encuentran en la mayoria

de las. cepas. de E. coli qué se aislan “eh heces normales (70—8096). '

Se considera que facilitan la édherencia al moco del intestino

grueso y al moco urinario del que forma parte la protefna de

Tamm-Horsfall. Las fimbrias MR funcionan como factores de
virulencia qué' pueden. ser éspecificas de especie y érgano-
especificas en sus _caraéteristicas'a_dhesivas_.

Los antigen_os "0 'y K presentan propiedades
antifagocitariés e inhibidoras' de las sustancias bactericidas del
suero y son res‘ponsables de vifulenc;ia- en las cepas invasivas.

- ..T-oxinas,

Algunas cepas de E. coli producen enterotoxinas.
Dos han sido més estudiadas, una es la llamada terrﬁolébil que estd
estrechamente relacionada con la toxina del 'Vibf'io cholerae y actua
“activando la adenilcic_las.,‘a conduciendo a un aumento cie la secrecién
~de moco y agua. Y una toxina termoestable ";:[ue‘ también aumenta la
secrecién de agua a la luz in_tes'tinal- quizas por activacién -de la
- guanilciclasa. -

Ambaé pueden aparecer juntas o por separado en
las cepas - de E. coh' enterotoxigénicas _asociada; .& un numero
limitado de serovar_iedédes O:K:H Y grupos’ YQ de E. coli

enterofoxigéniéas que frecuentemente presentan fimbrias MR. Estas
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toxinas aitefan» el funcionalis_mq del enterocito. Ademés, hay cepas
de E. coli que ﬁenen ‘un carééteij Vent.ero‘invasivo_ Y- penetran en los
entefocitos mediante'anﬂgenos de supefﬁéie. .

- Fermentos.

Alguhés cepas producen- . hemolisinas cuya

importancia patogénica es desconocida.

* Cuadros clinicos que p{leden pf'oducir.

- Trastornos intestinales.

- Cuadros Diarreicos. E. coli es una causa

frecuente de diarreas. ,E.-,coli éntéropatégenos, son los causantes de
loé brotes epidémicos de diarreas infantiles generalmente en insti-
tuciones sanita;rias, ' d‘é elevada‘ mortalidad. E. coli enteroto-
‘Xigénicos, son los agentes pfoducfores de . las gastroenteritis en
hiﬁos menores de 2 afios en paises en vias de desarrolio y de la
v:-"Diarrea del viajero". Producen ias toxinas TI Y TM o sélo una.
E coli enterohemorragico, él serotipo de E. coli O

157 37: se hai*asociado ‘d cuadros y brotes de colitis hemorragicas-
por una citotoxina, en Eétaddé Uzi’idos. |

| | E. coli énteroinvasivo, productores de diarreas de
tipo bdis’enterifo.rme en - nifios y a_dultos, tanto como casos espora-
_ dicos COl:nO eﬁ brotes.
| - Trastqrﬁoé éxtréintéStinales.

Es el agente mis frecuente de las infecciones
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urinarias. Las producen un numerc limitado de serovariedades
0:K:H, que poseen -adhesina- MR Y gque son frecuentemente

hemoliticas. .

También ‘es agente en infecciones biliares,

peritoneales 'y meningeas. Infecciones de heridas y mucosas.
Procesos ' -generalizados, bacteriemias y sepsis.

Estas infecciones . extraintestinales  ocurren cuando hay

circunstancias predisponentes: obstruccién y éstasis de vias.

urinarias y biliares, disminucién de los mecanismos defensivos.
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E. GENERO CITROBACTER. Citrobacter freundii 13t

Forma de bééiloé rectos, que aparecen solos o en
pareja. Usualmente ,n.o encapsulados. Méviles‘ 1’>orl flagelos peritricos.
Las colonias en agaf‘ "nutriti_vo ~son uniformes, algo convexas,

traslucidas u opacas, grisiceas de superficie brillante bien

delimitadas. Pueden aparecer formas mucoides o rugosas. Son’

okidasa-negé.tivas. Catalasa-positiiras. Quimioorganotréficas. Pueden
dsﬁr_el cifrato como tunica fuente 'de carbono. Reducen el nitrato a
nitrito. La. lisina no es descarboxilada.- Fermentan la' glucosa con
prodﬁccién‘ de 4cido y gas. ﬁl test del ‘rojo metilo es positivo. El
test de Voges-'-Proskauer es negativo.

No producen fenialanina desaminasa, ni desoxirri-

bonucleasa, ni gelatinasa ni lipasa.
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Caracteristicas diferenciales del género Citrobacter y Escherichiaia

Caracteristicas ' Citrobacter Escherichia
:’Lisina—decarboxilasa ' - - +
Citrato (Simmon's-) ' ' o+ ‘ -

Test de Voges-Proskauer - o T

Crecimiento en medio KCN VS | -
Produccisn de indol | +/- +
© Ornitina deséarboxilasa +/=- .
Hidrolisis de ONPG - 4 |
Mol%G+C del ADN  50-52 48-52
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Caracteristicas  diferenciales entre = las = diferentes especies del

género Citrobacter 131

Caracteristicas C. freundii C. vd»ivver‘s'us‘ C. amalonaticus
Produccién de indolv - + | 4+
‘Produccién de H:S o S . -
Arginina dihidrolasa - +/- + +
Ornitina deséarboxil’aéé +/= + _' +
Crecimiento eh. el KCN + ' o= | +

Uso del malonato , - + ' -
D-Adonitol ) - + .-
Mol%G+C del ADN 50-51  si-52 51-52
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°

F. GENERO MORGANELLA. Morganella morganii 13

Forma de bacilos rectos, rhéyiles por flagelos

' peritricos, aunque algunas cepas por encima de 30°C no forman

"fl‘agelos.f DeSpuévs de ':48 horas “en medio con 1% de agar a  220C

crecen formando una pelfcula q\ie se extiende en toda la superficie.‘

Son anaerobios facultativos. Desfamina.n. oxidativamente la fenilalanina
y el friptéfano._ Fefmentan sélo algunos azucares y producen A&cido
a partir de la__rhanosa;. Usan el_ tartrato de Jordan ‘pero no el citrato
de Simons. Apareéen'en heces. Actuan como inva_sbres oportunistas
secuhdarios, habiéndose aislado de. tracto respiratorio, hueso,

infecciones del tracto urinario.
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Caracteristicas de Morganeﬂa morganii 13.

Test

-Licuefaccién de la é‘elatin’a

Resultado

_‘Fenila‘lanina desaminasa +
Ur;.aé;a ot
. Indol . +
Crecimiento en KCN +
_ Ornitina descarboxilasa +
 Lisina descarboxilasa -
‘Argi'nina. dihidrolasa -

‘”Te_s-fc'de RE}jo m_e-tilo. +
‘Test de Vosger Proskailer -

-Reducciéh de nitrato a nitrito +/-
_‘Aclaramiento de tirosifxé ‘+
- Test de oxidasé- -
Hidrélisis 'dé ONPG -
Deoxirribonucleasa -
Lipasa | -
_ Uso del tartrato de Jordaﬁ +
' Produccién de HZS | -
Movilidad +
+
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Uso del citrato de Simoné
- Uso del Ihalonato © del acetato

Produccién de 4acido a pérﬁr de:
‘Glucosa, manosa
Trealds‘a
Lactosa, sacarosa, 'Lfaré.binosa,
L—rvamnosa, rafinosa, celobiosa‘,
d—metii—giucosamina, melobiosa,
salicin_a, escﬁlind, -muc-:a.t.o.

Produccién_-de gas a partir de la glucosa

+/-

+/-
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G. CUADROS CLINICOS PRODUCIDOS POR

ENTEROBACTERIAS OPORTUNISTAS 147

'VLas enterdhacterias', dejando aparte las especies
patégénas, .sek enduéntran en el origen de gran m’xméro de
infe‘cciones oportunistasj junto con la‘s Pseudmﬂonaﬁ constituyen el
méas 'importanter problema en los héspita.les (40-70% de las
infecciones' hospitalﬁfi’as). Las ‘enterobacterias oportunistas en sxi
mayorfa son parte &e la flo_ra normal del tubo digestivo o proceden
del. medio externo. Su ac’:c‘iévn' patégena Sélo' se manifiesta cuando
hay una dismihucién de los mecanismos defensivos en el huésped.

CorreSpondeh en su mayorfa a los Dbacilos
coliformes, grupo- h'etérogéneo de bacterias fermentadoras rapidas y
lentas dé la lactosa, que: “incluyen los géneros [Escherichia,
Klebsiells- Enterobacter- Serratia- Hafnia y Citrobacter, ademds de
algunas no jfermentadoras como Harganeﬂa, Pfoteus, Providencia y
Edwardsiéﬂa. o
Pfoducen- por lo- general infecciones
 extradigestivas en huéspedes con las condiciones ecolégi'cas y
défex’;sivas | dism_inui;ias.%‘ Generalmente son précesos localizados pero
{:ambién pﬁeden sef generalizado-s. Las m4s frecuentes son las

infecciones urinarias, seguidas de  las respiratorias, las de las

heridas, las abdominales, meningitis y sepsis. ' ;
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MATERIAL Y METODOS
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. CAPITULO I IDENTIFICACION BACTERIANA.

A, SISTEMA API 20E 4%

Las cepas recogidas a partir de cultivos

prdcedentes’ - de diferentes 'mu,estras' clinicas que por  las

c‘a_racteristicas de sus colonias en Agar‘. de MacConkey podrian

'péfteneqer ala -familia Epterobacteﬁaceae, se identificaron por el
sistema API 20E, tras una noche de incﬁbécién 'a 379C. El sistema
esta lcom'ercializadc} en tiras de plastico con 20 microtubos que
contienen sustratos deshidratados,. Estos son reconstituidos cuando
se les inocula una suspensién del ‘cultivo del organismo a estudiar
en 'sue_ro saﬁno estér.il.’ Tras el i'nél_culo,‘ las cupulas de los
, microtﬁbps con rArginina,» Li.siﬁa,' Ornitina, HS y Urea se llenan con
aceite | de parafina. Y la tira asf preparada se incuba en una
bandéja de plastico que tiene unos pocillos que contienen agua y
se'b.»in'cuban a 379C durante 18-24 horas. Con “esta técnica ‘podemos

-conocer la especie de enterobacteria ensayada.
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CAPITULO II: MEDIOS DE _CULTIVO.

A. MEDIOS DE AISLANIENTO.

E Agar sangre

Se rehldratan 40 gr. del medio base sumimstrado
por DIFCO en 1 litro de agua destilada o desmmzada, calentindolo
hasta su total dlsolucn’m. Se ester‘ihza en autoclave a 12100 durante
15 minutos, pH 7'3 a 250C. Una vez estéril se mantiene en un "bafio

marfa" a 450C hasta que esté ‘a esa temperétura Yy se le afiade

sangre en condiciones' de esterilidad. Se agita hasta tener una -

solucién homogénea y se diSpensa en placas de 10 cm. de didmetro
dejando que solidifiquen sobre superficie lisa.

Se utiliza como medio base Agar con soja triptica

, cdnstitu!do por:

Triptona' 15qgr.
Peptorié:'de soja 5gr.
Cloruf§ sédico - : 5gr.
Agar - = . 15gr.

* Agar ﬁacConkey.' B

Se rehidrata el medio, suministrado por DIFCO
disolviendq 50 gr. de éste :‘en 1 litro de agua destilada o
desionizada - completamente Se -esteriliza en autoclave a 1210C
" durante 15 mlnutos. El medm se dlstnbuye en placas de 10 cm. de

dlametro. Y se dejan sohdiﬁcar sobre superf1c1e hsa
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Su composicién es:

Béc_to peptona

' Proteosa peptona
Lacfosa

Sales biliares
Cloruro sédico
Ag_ar

Rojo neufro

- Cristal violeta

Su pH 7'1 a 250C.

“17gr.

3gr.
10gr.
1'sgr.
5gr.
13'5gr.

0'03gr.

- 0'001gr.
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B. MEDIOS DE PROPAGACION.

= Caldo de Cerebro y Corazén.

7 N  Este medio, ‘tanmlnaién dé DIFCO, se pre.para
‘f'ehﬁidratando 37 gr. por litro 'y calenﬁndolp hasta su total
disolucién. Se diStribﬁye “en r'tfatraces 0 en tubbs. Se esteriliZa .en
autoclave a 12100 durante 15 minutos. Se mcuban a 379C durante

una noche para estar seguros de su estermdad Su composxcmn es:

Infusién de cerebro de ternera 200gr.

Infusién de corazén vaca o ~ 250gr.
Proteosa-peptona ) - ©10gr.
Dextrosa . L 2gr.
Clqruro sédico B : Sgr.
Fosfato' disédico |  2'5gr.

- pH 7'4 a 250C.

* Aga_lf de Cerebro y Corazén.

Suministrado por DIFCO, se prepafa rehidratando
52° gr. del’ medlo por cada lltro de agua destilada o desionizada
'completamente Se esterlhz-a en autoclave a 12100 “durante 15
mmutos. Se dlstnbuye en placas de 10 cm. de dlametro que se
dejan sohdlflcar sobre superf1c1e lisa. Su composwlén es 1gua1 a la

del caldo pero ademas lleva Agar. Su pH 7'4 a 250C.
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C. MEDIO PARA LA REALIZACION DE

ANTIBIOGRAMAS.

;' Agar de Mueiler Hinton. -

Suministrado por DIFCO. Se prepara rehidratando
‘3‘8 gr. del medio por litro de agua destilada o desionizada
' é&inpletamente. Se calienta hasta que se disuelve completamente y

~ se esteriliza en autoclave a 1210C durante 15 minutos. Se compone

“de:

Infusién de carne | 300gr.
Acidos de Casamino (técnicos) 17,5gr.
Almidén | o | 1'5gr.
“Agar _ 1'7grv'.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



D. MEDIO.. PARA LA DETECCION DE BETA-

LACTAMASAS.
* l‘rle-diol base con rojo fenol.

v.‘Se rehidratan 16 grs. del medio de DIFCO por
_ cada . litro de -agua destilada o desionizada completamenfce‘,_ y se
calienta hasta que se disuelva. Se distribuye en tubos en
cantidadés de 10 ml. y se esteriliza en autoclave a 1219C durante
15 min'ufos. Es el método que usamos para la de{eccién de beta-
lactamasas por 'él iﬁé'izodo.. Acidimétrico con células‘ intactas. Se

compone de:

Extracto de carne lgr.
Proteosa-peptona 10gr.
Cloruro sédico o 3gr.
Rojo fenol - _ 0,018gr>.‘
PH 7'4 a 250C,
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E. MEDIO PARA LA CONSERVACION DE LAS CEPAS.

* Congelacién a -700C s,

Este método asegura la conservacién de las cep#s
~durante mucho tjempo, especialmente si contienen plasmidos que nos
interese que co'nsérven.fParé ello:

- .Semb.r'ar"noﬁ las cépas a conservar en Agar de
Cerebro y Cofézé_n inclinado y las incubamos durante 18 horas a
- 370C, | |

- Preparamos tubos con 5 ml. de Caldo de
Coraé&n y Cerebro éstérﬂes y los incubamos a 37°C durante 18
horas, para as'egurér que no est&n‘ contéminados.-

" - Les aﬁadlmos un 15% de ghcerol y agitamos. Y
afiadimos la mezcla a los tubos con.el. Agar sembrados la noche
anterxor.

- Se distr_ibuye le volumen liquidd de cada tubo
en porciones de 1 ml. en 'diférente_s tubos esfériles.

- Se congelan a -70°C.
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F, MEDIO PARA EXT]RACCION DEL ADN PLASMIDICO.

 * Medio de Luria Bertani. (LB)

"Para 'prepararlo- utilizamos Bacto-Triptona y
Ektracto de Levadura, suminis{:radoé por DIFCO ademas de Cloruro
sédico en las proporcmnes ‘que a contmuacnSn se indican.

Estos componentes se mezclan y dlsuelven en 1
litro de agﬁa'. destilada o des1ox_11zada hasta su total disolucién, se
diStribuYe 'eh’ Acanir:‘idades de 3 ml '.en difer;erites tubos que se
esterilizan en autoclave a 1210C dﬁranfe 20. minutos. El medio asf

préparédo se compone de:

Bacto-Triptona B 10gr.

Extracto de Levadura 5gr.
Cloruro sédico ' ~ 10gr.
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ANTIBIOTICOS UTILIZADOS LABORATORIO

Acido Clavul&nico(ACr) ' BEECHAM
‘Aztreonam(ATM) SQUIBB
Carbenicilina(CB) ~ BEECHAM
Cefalotina(CR) S LILLY. S.A.E.
Cefoxitina(FOX) | . MERCK SHARP & DOHME
Cefpiroma(HR-810) ~~ HOECHST
Cefot;axi_ma(CTX') : RQUSSEL
Ceftazidima(CAZ) .~ GLAXO S. A.
Cefﬁzdxima(zd}{) - GLAXO S. A.
céffriaxona(cnoj . ROCHE S. A.
Cefuroxima(CXM) ROCHE S. A.
Ciprofloxacina(CPX) | ' GLAXO S. A.
Cloxacilina('cf() ANTIBIOTICOS S. A.
'Fleroxacina(FRX) | | HOFFMANN
Iﬁ\ipenem(IPM) » o MERCK SHARP & DOHME |
Mezlocilina(MZ) o ~ BAYEi
Benzilpenicilina(P) C.E.P.A.

‘Sulbactama(SL) | PFIZER S. A.

OTROS AGENTES UTILIZADOS:

para—Cloromercuriobenzoatb (pCMB) de SIGMA
Sal ‘disédica del Acido Eﬁlendiaminotetracético

(EDTA) de BOH CHEMICALS LTD.
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*CAPITULO III: ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDADES A

LOS' ANTIMICROBIANOS. -

A. TEST DE DIFUSION EN AGAR H

. La suécep’cjbili_dad ‘bacteriana a los antibiéticoé
,‘ puede ser medida in vitro usando ios principios de la difusién en

agar. ‘Los vantibiéticos son comunmente aplicados en las placas del

te.s_t' en forma de discos de papel de filtro secos. Cuando el disco

_ impre"gvnad{)' con el antibiético se dispone en la supérficie del agar
'ocur"r"'é. V%simul{:&neamente que el arifibiético‘ difunde a través del agar,
' de manera que ‘. a ‘mayor disfanqia_del disco su concéntracién en el
éga’r séf& " menor. Mientraé el a.ntib’iéti&:o»b c_l'ifunde progre$a la
multiplicéci’én bacteriana. La multiplicacién bacteriana es mas rapida
q_ué’ la .difusién del antibidtico‘ y aquellas bacéerias no inhibidas por
el .antibistico. seguirdn multiplicandose. Ningﬁn qrécimiehto apareceri
en el _ar;ea en.la que el antibi&tico se encueﬁfre en concentraciones

inhibitorias.

- El’agar para los métodos dé‘difusién de disco se -

ha' estgn_dérizado en el ag:;ir de Mueller-Hinton (DIFCd)'. Este medio

. sin’ suplementos es suficiente para permitir el crecimiento de las

e'nterobat:terias estudiadas en este caso. I;.osA discos de papel de
' filtro conteniendo los antibiéticos se conservaron en refrigeracién a
una terﬁperatura de 500C. Se siguié el método estandard, descrito

por Bauer, Kirby, Sherris y Turk (1966). A partir de . 4-5 colonias
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'-aisladas de un cultivo previo ‘de 24 ‘horas, .se prépara una
suspensién en suero salino .esférﬂ ‘hasta obténer una turbidez
similar a la del patréh de turbidez hQ 0,5 McFarland.
| ' Para inocular el agar se utiliza un .his'opo estéril
: humedecido ";n la 'su‘sp’ensién bac.teriana, ) rcon. él se impregna de
forma homogénea todq el agar. ‘Tras‘.unqs 5 minutos se disponen-los
- discos - de antibiétic’:o." Después de incubar a 37°C durante 16-18
horas se miden los halos; en los que no haya crecimiento bacteriano.
.i.'os ,dis:cos con anti‘biético _fueron suministrados
por DIFCO. Y _la’ interpretacién de -laé' médidag de Ios halos se. hizo
.segun . las reccmendaciones"n de . NCCLS M2-A3 (1984) para
enterobactefias, (jue podriamps'resumir de la siguiente forma:

B - Cefalos‘péfinas en general se consideraran
sensibles cdandb' los halos sean. 222 mm, y f‘esistentgs si son. <14
mm. Esto también.es valido pafa Eritromici_na (E), Cloramfenicol (C)
y Acido Nalidfxico (NA) |

- . Aminoglucésidos se considerafan' sensibles
cuando los halos de inhibiéién tengan un didmetro 215 (excepto
para AN, que deberén ser’z17 mm), resistentes cﬁando sean <12 mm
(<14 para AN).

| - Penicilinés,'yse conéiderarﬁn sensibles .cuando
loﬁ haio‘s sean 215 (exceptoA para AM 214 y para CB 223 mm) y

- resistentes cuando seah’ill mm (exAcepto pafa CB, <17 m}n)
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B. TEST DE DILUCION EN AGAR 182

Los. teéts dé dilucién son usados para determinar
las "concenfraciox;es 'mix.limas ir.lhibitorias” de - los - agentes
- antimicrobianos requeridoﬁ para inhibir o extermixiar ciertos
microof‘ganismos. Una serie de diluciones -del‘ antibiético son
inocuiadas “con el microorgénismo e incubados. La Concentracién
" Minima Inhibitdri.a (CMI) es la mas baja concentracién'de antibiético
en la que no hay crecimiento visible. |

| Las distintas dﬂuciones' d.e cada antibiético
empleadas se obtienenA a partir de una solucién con una
éoncentraéién ‘inicial .diluyendo éﬁté._ sucesivamente a la‘ mitad,
‘obteniendo una s“e'rie dé conc_:enti:'acion_es decrecientes en base dos.
Cada una de estas diluciones se r‘nezclév con agar de Muellgr*linton
a temperatura .de 500C, yertiénddsé dichas combinaciones en placas.

Por cada volumen de cada dilucién del antibiético
se afiadieron 9 volul_nenes de a'ga,\r. Una vez solidificadvo el agar, las
plachs se guardaron a 40C Ané mas de una. semana an{:es de inocu-
larlas th las .aistintas cepas. |

La co’ncentraéién de antibiétiéo mas alta empleada
fue ‘de 1024 pgr./mlv. (pgr.=microgramo/os),' excépto pafa Cefalotina y
Cefci;itin’é, para las gque sel. requirié una .cohcentfacién inicial de
16384 pgr./ml. La m’as‘vbaja concentracién e;isayada fue de 0,06

pgr:. /ml.
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' Para la preparacién de los inéculos se escogieron

4-5 colonias idénticas de cada cepa, sembradas 24 horas antes en

agar MaéConkey," Y >se diluyéron en 5 ml. de -s'uero fisiolégico
estéril, ajustando su turbidez a la turbidez del patrén del sulfato
de- _Bério ne 0,5v McFarlan_d, esta turbfdez corrésponq.eria alas x
'-10’} L UFC/mi. para miembros de la familia Entembacber:iaééae..

| 4LaS‘ placas de agaf con cada antibiético y una de
- agar sin antibiético cdmo control para cada serie, fueron inoculadas
con aparato Areplicador de inéculos semejante al descrito por Steers,
ci_ue deja en ',cacﬂi'a punto una gota de 10 pl. (pl= microlitros). As{ que
el inéculo ﬁné.l fu_e de 5 x 105 UFC/ml. Las placas se ihocularon en

orden creciente de concentracién de anﬁbiéﬁco desde 0,06 ugr./ml.
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C. ESTUDIO DEL DESPLAZAMIENTO DE_ LA

CONCENT'R.ACION MINIMA INHIBITORIA POR‘ EL

EFECTO DE LA ASOCIACION DE ANTIBIOTICOS

, (SINERGISMO Y ANTAGONISMO) 155

La técmca con51ste en que prev1a determmacxén

de la concentracmn mimma 1nh1b1tor1a (CMI) de los dos antxblétlcos

: que van a asociarse respecto de la bacteria en cuestlén, se realizan

una combmacxén en la relacién 1/4 del antibiético cuya interaccién
queremos cgnocer con las cefalosporinas gﬁ- estudio (puesto que las
CMI para la Cefé.ldtina fue en todos los caSo‘s igual o superior‘ a
4096, y para la FOX de 512 lo que supondria'un excesivo valor de
inhibidor que. podria falsear los resultados,_ en este caso se usd
.como concentracn‘m inicial 64 pg/ml.) y partlendo de la solucién
madre, se haceﬁ diluciones seriadas decrecientes en base 2. De esta
forma ensayamos las éiguientes combinaciones:
- Céf#lotina + A. Clavulanico; + Sulbactama; +
* Cloxacilina; + Carbenicilina; + EDTA; + ‘.pCMB.A _"
- Cefoxitina + A. Clavuldnico; + -Sulbactama; +
Cloxaclilina;v + Carbenicilina; + EDTA; + pCMB.
- Ceftazidima + A. Clavuldnico; + Sulbactama; +
Cloxacilina; + Carbenicilina; + ED’i"A.; + pCMB.
) - Cefotaxima + A, Clavﬁlénico; + Sulbactama; +

Cloxacilina; + Carbenicilina; + EDTA; + pCMB.
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- Ceftriaxon_a‘ + A ClaVﬁlénico; + Sﬁlbactama; +
Cléxacilina; + Carbenicilina; + EﬁTA; + PCMB.
| También se eﬁsay’é como inhi’bidor‘el Aztreonam.
ﬁefinimos Sinergismo cuando la CMI de 1la
cefalosporina’ disminuye cuatro veces o mas ~en presencia del
~agente. Y Ant;agonismo cuando se incrementa}‘c'uatro veces o mas la

CMI de la .cefalosporina.
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.}D. ANTIBIOGM CRUZADO.

- Técnica mlxta dAeb diluéiéfx—difusién en medio

“sélido 39.68, | |

v Consiéfe en adicionar alf( médio,_ aun fundido, no
solamente la‘ éepa a es_tb.diar sinfa también uh ;antibiéticb a concen-
tracién fija, y -u'na vez solidif_ic&do‘ colocar en la superficie los
discos de. antibac_teriahos cuy_as iﬂter&ccionés con’ él afiadido en
. ciilucién ée 'ideséé'n “conocer, observando los A‘halo‘s de inhibicién en
comparacién con placas testigo no adicionadas del antibiético. Este
método» e»s> cualitativo. Con él se estudié tanto el Apo‘sible efecto
o sinérgico_ como a'ntagénico. - Este método se explicard mas
d{afcenidarﬁente en el ACa‘-pitulo IX de esta parte. Se ensayaron las
"sigu,ientes concentraciones: - | ‘

.Cef‘oxitina‘ (1 upgr/mi. y.32 pgr./ml.) .

Imipenem (0'03 pgr/ml.)
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- CAPITULO IV: DETECCION DE LAS BETA-

LACTAMASAS 173,

Las técnicas de deteccién para las beta-lactamasas

dependen del antibiético ensayado, del - {:i'po de enzima y de la

lirgéncia del resultado.
En la practica la deteccién de las beta-lactamasas
es m,s_olamen‘té cualitativa, basandose las 'diferentes 'técnicas en la

modificacién del anillo beta-lactimico, con la formacién de &cido

penicilinoico para las penicilinas y cefalosporinoico = para las.

- cefalosporinas.

Los principales 'métodoS’ de deteccién estdn -

" ~ basados en:
| - La modificacién del pH que produce esta
' reac'cién en.-.el medio: Méi.:odo Acidimétrico., '

- La modificaci&n ele‘étrénica de la molécula
a_compaﬁada' ‘del cambio | de 1la i*abs_drcjén de la luz: .  Método
‘Crom'ogénico y vE'spectrdfotlométrico. :

| o La reduccién :del iodp,< que es desplazado de

su unién al almidén produciendo una pérdida de color: Método
Iodimétrico. 'A |

| - La inactivacién del antibiético: Método

Microbiolégico. -
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A. METODO ACIDIﬁETRICO.

1- Rgacéién en tﬁbo 30,

Se prepara una solucién extempordanea de
 Benzilpenicilina y rojo fenol: | |

-5 millgnes de unidadés de Benzilpenicilina en

4,5 ml. de agua destilada con 0,5 ml. de rojo fenol al 0,5%, de

: r?anera que la éolucién se ajusta con 'NaOH'a un pH de 8,5.

| | - Con cada;.una de las cepas en estudio se hizo
una .susperAxsién bacteriana_del,_orden. de 109 UFC/ml. a partir de
un cultivo de 18 hofas.<v |

- La técmca con51ste en afiadir tres gotas de

»-reactivo a la suspens1én bacterlana Juntamente. se disponen un

'contrfol negatn_/o: -tres gotas de reactlvo y 05 ml de suero
fvisiolégico,"‘y un éontrol - positivo: tres gotas de reactivo a una
,_ suspensién,:ba_cteriaina de una .cepa de referencia productora de
beta-lactamasa.

Se incuban los tubos a temperatura ambiente.

. - La lectura:
La reaccién es positiva cuando el color violeta de
o ‘la solucién ‘v’ira a émarillo en 'menos~ de 2 minutos.
La reaﬁcién .es negativa cuando el 'c.olor violeta de
‘la -solucmn no vira al amanllo en. pocos minutos. Tras horaé de

1ncubac1én a temperatura amb1ente puede observarse este viraje
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s ‘por la. hidrélisis espontinea de la Benzilpenicilina.
e 2- Variacién del test de Escamilla 42.
TSe pfepara. en éste -caso también wuna solucién
al?:_ali_na de"_rojd fenol pero en una solucién Aque contiéne 16 grs.
por litro | del medio base ‘de rojo fenol (suministrado por

Laboratorios DIFCO) cuya férmula es:

-Proteosa peptqna no. 3 10 'gr./l.
-Cloruro sédico | © 5 gr./L
- —Extracto cie carne 1 gr./L
-Rojo fenol | 0,018 gr./l.

A pH 7,4 (250C).
" Disélviendo 16 gram.o‘s de este medio en 1 litro de
| agua d_es‘til;ad,a"j‘r desiorﬁz_ada. |
| l. Este es distribuido en g:antidades de 10 ml. en
4_,diferentes; tiibos, qﬁe ‘lue'go se ester.ilizan‘ en -el autoclave a 15
vlib‘ras'ld;e presién'y 1210C durante 15 minutos. |
| ~ En estos tubos con el medio ya eétéril se afiaden
1,6’ ml. de ”{iha sclucién"‘de"Benz_ilp’;‘anicili‘na. b(previamente' preparada
- en agua estéril a una cong:enﬁracién de 7200.000 UI/mi).

| | Pbster_i‘ofmehte ‘se - sieinblja cada cepa a gstudiar
en un tubo a pafti'r de cultivos de las mismas_de lé horas. Y se
'1'>ncuba}n" a V370(4_3 dufahte 24 horas junto con d‘os controles negativos,
uno con Benzilpenicﬂina y sin siembra, el otro sin Benzilpénicilina Y

con siembra.
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-~ La lectura.

‘Tras 24 horas de incubaéién a 370C si hay beta-

* lactamasas ocurrird que los controles no habran variado su color

rojo, pero si.el tubo/os donde haya crecido la cepa/as productoras
de. beta—lécfamasas' que tendrin un color amarillo debido a que
dichas enzimas han destruido la 4Benzi'1penicilina produciendo

 acidificacién dellme'diqi
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B. METODO IODIMETRICO 173

Los 4cidos penicilinoico y cefalosporoico reducen:

el iodo, de manera que esté re,accién puede apreci‘arse' si la
realizamos en presencia de un indica'dor..
| El método Iodimétrico es mas util paré peniciﬁnas
que para cefalosporinas.

1- Técnica"en tubo.

- Reactivos.

Se. preparé almidén soiuble al 1% en agua

destilada, y se hirvié hasta que estuvo totalmente disuelto; |

heactivo de iodo qué se ﬁfeparé éon 2,03 gr. de

lodo y 53,2 gr. de ioduro potisico en 100 mi. de agua destilada.

‘Solucién de Benzil'penic'ilina 10.000 UI en tampén-

‘fosfatov 0,1 M a pH 7. Esta solucién se distribuyé en varios tubos
en cantidadbes‘ de .0,5 »ml. Y en "ellos se résuspepdieron las cepas
hasta obtener ‘una turbidez correspondiehfe a 10 UFC/ml. Las
cepas procédian de cultivos en medio Sélido de 18 horas. Usamos
'dos:- conﬁr_olés negativos, und egf-"la' solﬁcién de Benzﬂpenicilina sola

y el otro es cada cep& en %ampén fosfato sin Benzilpenicilina.

- Lec_:i;uré.
Se leen los resultados tras 1 hora a tempefatura
ambiente y afiadiendo 2 gotas de la solucién de almidén Y una gota

del reactivo de iodo. De manera que:
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* La presencia del color -azul durante méas de 10
minutos supone que no se ha reducido el 1odo Y por tanto que la
pemcﬂma presente en el tubo no ha sido hidrolizada.

* La raplda decoloracuSn es . mdxca.tivo» de la
‘actividad 'dekla's betalactamasas sobre la pemcmna.

| - Lg pméba ‘se considerara valida siempre que
los controles negativos usados no presenten décoloracién,
Utilizétﬁés este método para valorar
: cualitativamente 'ia acﬁvidad c'lve 100 pl. de los distintos extractos
enzim;ificos"frente ala ']'Benzilpe'nicilina.‘Por‘ la 'compara-cién de sus
resultados con los ‘obf:ehidos con células intactaﬁ ‘se puede cqnocef
el papel de la permeabilid&d en la xj'esisten'cia, bacteriana respecto

dé las beta—lactamasaé 53,
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C. METODO MICROBIOLOGICO 132
Se siembra en éés_ped 10 .UFC/ml. de una cepa

- sensible a los antibiéticos en estudio, en este caso se usé la cepa

de Escherichia coli K-12 sensible a las cefalosporinas, sobre una

. placa de cultivo de. agar de Mueller-Hinton. Se secan en la estufa
dur;aﬁrte 30 minutos a 370C. Después .se colocan los  discos de
anﬁbiéﬁc§§ en estudio, seis discos dell mismo antibiético en cada
placaf Al. primero de los discos le aﬁadimos 50 pl. de suero
fiéiolégico estéril, al segundo _5‘0 ul. de efctracto 'énzimatico
‘_inactivad‘o a 700C durante 30 minutos; al tefcer, cuarto, quinto y
, sgxto discés;jles ‘afifadimos 5, 10, 25, 50 ul. ‘de extracto enzimatico
respectivaménte.' Déspués se incuban las plaeas a 37¢C dﬁrante 24

horas.

- Lectura.

' "»I‘fas 24 horas dé incubacién se miden los halos
d'c-zj inhibicién, cdnsiderando que existe. actividad de beta-lactamasa
cuando el ,halo.de‘ inhibicién del 'disco de antibiéticq mé4s el enzima
sm jnactiva'r es mencr- que la media menos cios veces“la desviacion

tipica de lds ha.lovs ‘dbtenidos en los cohtroies.
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CAPITULO v: VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE

'LAS BE'I‘A—LACTAMASAS.

'A. METODO ACIDIMETRICO-ESPECTROFOTOMETRICO.

Basado en que la hidrélisis del anillo beta-
| 'léctainico:pfoduéé.en su ruptura grupos acidos én rcha presencia
~ varfa de forma proporczonal la absorbancia del rojo fenol

‘ Para ello se usé una solucu’m de rojo fenol al
0'0025% en tamﬁén fosfato 1mMa pH 7.

El .cambio en la absorbancia a 560 nm fue
regxstrado medlante un espectrofotémetro durante 10 mmutos a
temperatura ambxente de 250C empleando -100 pl. del extracto
enmmé.tlco y una concentrac1én de cada antibiético de 0'1 mM. Se
'utlhzé como sustrato patrén la Benzﬂpemcmna 0'l mM 168,173,

Estableciendo c_on los resultados. la siguiente

relacién:

micromoles/m.= A D.0./m. \'/ ne pugr./ml
| -' A. méx.~ A. min. p.m.
v, .es el volumen de la mez?:la' 3 ml.
El re‘sultado- son los micromdles de antibiético
hidfoliz_adoé; por 'bm'in'ui.:o, gque esfableciendo comob valor 100 el de la
Benzilpeﬁicilina- cc;no.cemos' ~como tasa ‘de “hidrélisis. Cuando

rel’a_cionambs la tasa de hidrélisis de cada cepa para cada anﬁbiético

- 116 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004‘



con la cantidad de protefna de los 100 ul. de extracto enzimatico

usado es lo que conocemos como Actividad Especifica 1¢8,

= Cuantiﬁcacién de ias proteinas i)dr el método de

Lwory 0. -

Es un. método colonmétnco que depende de la
cant1dad de color obtemda de la reaccién del react.wo Fenol de
Folin-Ciacoltau con los residuos tirosilil de la protefna desconocida
_é:ompérando el color de _lé.s muestras con los valor.esld‘e color  de
' una curva patrén de»tlma proteina estandard, albﬁmina_bovina. Este
ensayo permite la cua'ntificacvién ‘de valores de protefna 1-20
ugr./mi. |

El reactivo de .Folin' fue vsuministrado por Sigma,

y se diluyé al 50% en agua Adesﬁilada para su uso.
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CAPITULO VI: CARACTERIZACION DE LAS BETA-

LACTAMASAS POR SU PUNTO ISOELECTRICO.

| Definimos como Punto Isoeléctrico (p.I.) para una
proteina como aquel valoz_' de pH al : que la molécula ﬁo posee . carga
_ eléctrica y es ihcapaz de -desplazérse en un c.;ampo élécfrico.
Se emﬁlearon' ddé métodos:
1. El método clasico Vecoli y cols. 178  en gel de
poliacrilamida (165 X 215 x 2 mm.) qi;e contiérié pPH de 10 a 3'5
aﬂfolites.'
Con una cor‘fiente constante de 1600 V' y a 4eC.
durante J 90 minutos. | |
| Los electrodoS.Sqn tiras de papel de. filtro de 2

mm. de espesor empapadas una con la solucién .catédica. (de NaOH 1

M) y otra | con la anddica (écido ortofosférico 1 M), tal que

‘proporcionan un gradiente de pH de 9'5-3'5 y se disponen una en .

cada extremo delv gel. :Las diferentes muestfas de extractos
enzimaticos Se d‘ispvonen sobre uno de los extrémos- del‘ ;el.

| Esta :técnica‘ consiste ‘en: ha;Cer ,_emiérar las
'pro:teinas en un campo eléctrico y en u‘n- medio il“ue también
confiene un gradiente de pH, de manera que- las diferéntes.
.prote(nas" emigrarin 'hésta el punto en que coi'ncida' el pH con su
punto"isoevlbéctricd (p.I.) |

Finalmente, se . procede al revelado del gel
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mediante:Nitrocefina' (Glaxo) con el que se empapa un ]papel de
filtro que colocaremos sobre el gel, aparecxendo poco a poco las
dlferentes beta- lactamasas de cada extracto enzimatico como bandas
horlzontales en el gel que se fotografian, para que posterlormente
segun el pH del punto del gel donde se‘ encuentren conocer su p.L
157. o 4 ‘
-2. El Segundﬁﬂmétoqo usado és una variacién del
Isoelectroenfoque répido >con Micfbelectroforesis‘ por Phastsystem de
Pharmacm ¢4, también en gel de pohacrllamlda con gradiente de pH
'de39y500 V/cm |

En este caso dlsponemos 10 pl. de cada una de

- las muestras 'de extractos en21mat1cos en los soportes de.

poliacrilamida y Ahacemos emigrar las protemas sometidas a una
d1ferenc1a de potenc1a1 Junto con las muestras se dispusieron
vextractos en21mat1cos de cepas que contenian beta- -lactamasas de
-p.I.- conoc1do | |

Tras finalizar Ila éiéctréfbresis se revela con
'Nitrocefi_na como antes. Y se comparan las bandas que aparecen con
las de los_extractds‘; enziméiticos de las cepas patrén.
| | Como cepas  de referencia de p.I. conocido
utilizafnos las vanantes de E. coli K12 .’ J53-2 que tenian. las

‘_51gu1entes beta lactamasas

Plasmido Beta-lactamasa - p.L

RIII | - TEM-1 514

RP4 v TEM-2 S'6
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P453
PUD18

PUD20

120 -

SHV-1'
SHV-3

SHV-2

~

7'7-

7'0

7'7-7'6
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.CAPITULO. VII: PROCEDIMIENTO.- DE DETECCION Y

' AISLAMIENTO DE PLASMIDOS DE VARIOS TAMANOS.

VSe uﬁlizaron dos méto‘c'l‘o.s, elbc‘lescri‘to por Kado

CI y Liu S.T.,"19‘81‘ y el método de ’liéis. alc_alina basada en_el
método de Birnboim'y- Doly (1979).

| La diferencia fundamental entre -e'stos dos métodos

consiste en que ‘mientras el método dé Kadé y- i.i_u utiliza para la

lisis- la temperatura, el método de Birnboim y Doly utiliza la

lisozima, ambos combinan a cada uno de estos agentes la accién del

SDS, detergente riﬂénicc que completa la lisis. Ambos nos permiten un
rapido aislamiento del ADN piasm_!dico a partir de las colonias
. | bacterianas.

A. METODO DE KADO Y LIU 7

Las cepas se cultivaron en 3 ml. de LB durante
una noche a 300C.
Tras la -incubacién, se centrift_lgaron las muestras

en -una microcentrifuga{ de tubos Eppendort.

Se deseché el sobrenadénte 'y se fesuspendié el

- precipitado __baci:e;‘iano en 200 pl de tampén TAE. Y se le Aafi’adié_'

: luégc'a cada mt';estré._. 400 pl de la solucién de lisis Kado y se
incubaron a 550C para todas excepto péra las cepas de E. coli que

fueron incubadas a 650C.
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Tras este tiempo de incubacién se afiadié 600 pl.

de la solucién TER%enoI—cloﬁoformp, agitahdé hasta obtener una

solucién homogénea. Y se centrifugaron durante 7 minutos en la .

Microcentrffug}a de 'ﬂx_bds, :éppendorf. .

) - Se regﬁpefé de las muestras centfifugada's el
sobrenadante qﬁe‘ fue traxisferido a huevos -tui:os eppendorf, a los
que se les afiadié iOO pl. del‘éolucién' ‘de acetato sédico 3 M a pH
'4,5. ‘Se mantuvo los tubos en hielo durante 10 .minuto's Y

posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos.

Se recuperé el sobrenadante -y se ‘affadieron a

. cada tubo 800 ul: de etanol al 96% a -200C. Se mantuvieron 1 hora a

-200C Y después Sé centrifugaron 5 miﬁutos.

| - Se .e.lim_iné el ébbrenadante Yy sve aﬂédié ‘alcohol al
70% é temperatufa ambien_te_. Tras ceritrifugar. de nuevo durante 5
minutos, se eliminé el sobrenadante y el AbN ci_e dada muestra fue

.resﬁspendido en 50 pl. de agua bidestilada estéril y fria.
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B. METODO DE LA LISIS ALCALINA %

A partir del sedimento constitutdo por las colonias
de cultivo’é de 1 ‘n'oche Y una vez eliminado el exceso de_ liquido, se
.résuspende cada muestra en 10(5 pl. de una soluci&n helada
constituida por. -

.Glucosa“ 50 mM

- EDTA 10 mM.
- Tris.Cl 25 mM (pH 8)
- Lis‘ozirﬁé 4 ugr./ml.

Las sp._spensiones, se mantienen 5'_1-0 minutos a
-températpra ambiente. |
| Deépués' se agregan 200 ul. de ﬁna; solucién
heladé constitufda por’r:‘ |
| -'0'2 N de NaOH.
- SDS al 1%.
Se .iagitan , las muestras, y se mantienen 5-10
minutos a 600.
| Aﬁl’-;.dimoé 150 ul.. deA solucién h_elada'“ de acetato
potasicov-é. PH 4'8; 3 -M de pota'sio Y 5 M de acetato.
Y se mantieﬁenf de nuevo a VOOC durante 5-10
‘ ﬁ\inutbs. Después éentrifugémos; las muestras en. lal Microcentrifuga

Eppendorf‘s minutos a 14000 r.p.m.

Y de forma igual al proceso: descrit_o por Kado y

Liu recogemos. el sobrenadante y continuamos el procedimiento.
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Lés medios y reactivos utilizados fueron:

- Medios:

LB o medm de Lurla-Bertam, cuya composicién se
descrlbe en el capitulo de "Medios".

- Tampén'

Acetato—poté.smo 5 M respecto al acetato, y 3 M

respecto al potasm que se prepara
-~ 60 ml. de acetato potdsico 5 M
- 11'5 ml. de 4cido glacial acético. .

- 28 mi. de agua.
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C. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 9.149

-Ei método estandard usado .péra, separar,
.identificaf, Y pﬁrifica;‘ fra_gnienfos de ADN es lé ’elec{;.roforesis. a
&avés de geles 'deba;garosla. La técnica es simple, rapida y caﬁﬁz de
séparar fragmentos . de ADN que no pueden ser separados
adedugdaménte por otros métodgs. La loqalizéicién del AD'N en el gel
puede sef‘ determin#da' diracﬁmente: las bandas del A'DN"en, el gel
. son ‘.tefiidas con : bajas‘ concentraciones del colorante bromurc de
etidio y se exémina el geii'don luz ultravioleta.
| El. grado cie emigr&cién de ADN a través de los
geles de agarosa depende de cuatro parametros fundémentales:
- El peso:moleqular ae'los f_ragmentos‘ del .ADN.
»Su. emigracién a través; del gel es inversamente proporcional al
logio d‘ev.su peso molecular. - |
- L:«i“-concentracién Ae agafosa en. el,rg.el‘. Existe
una ‘rel_a'c/:ién’lineal entre el log 10 de la movilidad electroforética
"del AbN Y ‘la c"oncentrgc’ién del gel.
- lLa porriénte eléctrica aplicada. A bajos
| voltajes el grado .de ehigradién dél‘ADN .es. proporcibnalﬁl voltaje

' ma_plicadd. 'Sin embargo, cuando la corriente eléctrica aplicada' es alta

la mo_vilidad de los fragmentos 'ciel ADN de alto- peso molecglar se

incrementa de forma significativa.

El nivel ..de separacién efectiva . entre los
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fragmentos ‘del ADN disminuye al aumentar el voltaje. La. maxirﬁa
resolﬁcién se ébﬁené ; no mas d‘e 5 V/c:m. | |

- Composicién -del ADN y temper’atura.

El vco‘mport‘am‘iento del ADN en geles de 'agaf'osa
'_(en contra_ste con los“ -geies de polia;cfilamida) no s{e‘ afecta por la
compbsicién del ADN o la temperatura. En genéfal se realiza la

electroforesis temperatufa ambiente.

—‘4»Prepavracién del gel de agarosa. '

. ﬁtilfzamos geles. al 0'7% ..de agarosa tipo I.
Disolvemos la ﬁééaro,s‘a eﬁ el volumen cqrrespondienfe-del tampén
Tl_r_is.acetato (TAE) 0'04 M de Tris-acetato, y 0'002 M de EDTA.
Calentamos _lé muestra hasta qyie'se diéuelva bien la agaros.a;. Y la
'v:v'er—temos er:xb-un recipiente que actua qomd molde al qu_e adaptamos
una piezai kpeine) que cuando solidifica el gel deja unos pociilos de
‘una. capacidad de unos 15 pul. |

~ En eétos “pocillos una vez solidificado el gel
pondremos lés muestras- de ADN que han sido'Apreviamente mezcladas
con un buffer de carga (azul de4 bromofenol ai 0'25%) en una
proporcién 1:4. - '
Se incorporan las muestras a los diferentes
_pocillos en un volumen que dependeri dé la capacidad de éstos. Y

¢

se someten a la corriente eléctrica a 100 V.
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Para visdalizar los fragmentos de ADN separados
se sumerge él gel en una solucién 'Vde Bromuro vd‘e etidio (0'5
pgr./ml.) de 30 a 45“ minutos a temperatura ambiente.
i Los geles sé fotograﬁah con luz ultravioleta y
luna pelicula POlaroid sensible de 3000 ASA y un filtro No. 6-23A. -
‘Los" tampc_ﬁnes Yy reactivos usados fueron:
Tris-acetato,l 0"04 M Tri_s-acétato y 0'002 M de

-EDTA, preparado en solucién concentrada 50x:

242 gr. de Tris base.

242 grs. de Tris base.

57'1 ml. de 4cido glacial acético.

100 ml. de EDTA 0'S M a pH 8.
Tampénv de carga tipo IV, compuesto por:
- 0'25% de azul de.br_'omofenol.

- 40% (peso/volumen) de sacarosa en H;0.
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D. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL

ADN PLASMIDICO.

La electroforesis en geles de agarosa es qutil
para la detecc1én Y caractemzamén del ADN de. plé.smldos presentes
en alsla.mlentos climcos Y cepas de laboratorioc de microorganismos
Gram—negatlvos. La estxmacmn del peso molecular de los »plé.smidos a
partir dev‘li grado d—el‘ emigracién  del ADN en estos geles es
eq‘uiparable' con los resultados obtenidos por microscopia electrénica

del ADN de plasmldos purlfxcados por centrlfugacxén en grradlente

: de den31dad El método consiste en establecer una curva patrén de .

la relacmn entre el log 10 de'la emlgracién relatlva a travé‘; del gel
‘en cm., de los pl&sm1dos cuyos pesos moleculares son conocidos,
frente al log 10 del peso molecular de cada plasmldo Como ADN de
peso molecular-conomdo utilizamos: ‘

- Cepas de Escberic-b.iaj coli : PUZ 1, PUZ 2, R40 A
y V 517 |

- El Bactendfago Lambda cortado con la enzxma"

'r.,'de restrlcc16n HIM III ‘Para ello se 1ncubé a 370C una mezcla que »

contenfa el enzima. y al ADN del Bactendfago Lambda en ~una
proporcién ‘3/5 en un tampén - adecuado. Al cabo de 1 vhora
i deténemc;s la 're‘accién sometiendo la muestra a 700C o a una
solucién de EDTA éoncentrado.

| Esta relacién de pesosi'»’rhovleculargs es- lineal. Y
sobre el_la_ calculamos en funcién de su emigracién_ el peso molve.cular

de los plismidos de las cepas en estudio 102,152,189,
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CAPITULO VIII: DETECCION DE PLASMIDOS QUE

DETERMINAN RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

A. CURA DE PLASMIDOS 6

La demostracién de que una resistencia es de
orige'n‘ plasmidico o no,.s_upone en p.rimeAr'lugar-"curar" o hacerle
perdef a llva‘cepa en cuﬂestién los plasmidos que tiene (conocidos por
laé técnicas _ mencionadaé} y verificar .si existe o0 no correlacién
“entre la ‘pérdida' de resistencia y la ‘desaparic;i_én del ADN
plaémfdico. .

Esta técnica es particularmen_fé ﬁﬁl'en el caso de
plasmidos no auto&an;feribles 0 no movilizables. ‘Pal':'a ello utilizamos
sustaﬁcias que inhiben la replicacién. plasmidica y por tanto,
- simultdneamente ocaﬁio’na:h la pérdida de las resistencias ‘c,odificadas
en e:stos plasmidos.

| | La eficacia de estos agentes va.ria segun los
plésm‘idos en estudio y del agente utilizado. Puesto cjue el cﬁterio

~de "cura" es la pérdida de propiedad fenot_ipica.transferida por el

plésmido, es importante eliminar otros fenémenos tales como la

mutacién; ya que® las sustancias empleadas para ello suelen ser
mutagénicas, es importante tener en cuenta que:

- Una frecuencia elevada de pérdida (% respeéto

de"lﬁa' poblacién inicial) ‘es un argumento en contra de la mutacién,

lo mismo- que la ausencia dé ‘la reversibilidad de la pérdida.
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La técnica empleada consisﬁé en:

- Inicialmente calculamos el valor d"e CMI de cada

cepa en cuévstién frente a cada agente curante.

| | - Se -prepararon una serie de. v'dilulcidnes de cada
agénté curapte.gan Infi_.J._’sién de Cerebro vy Corazén esféril a pH 7'6
" en un volumen de -‘2 ml El pH es crucial en esta técnica.

- inoculamos en las diluciones. seriadas de cada
agente 100 pl. de una dilucién de 103 ‘de un cultivo de 18 horas
~.de la cepa';ra'estu'diér. Y se incubaron a 435(3‘ “_eh la _os’éﬁridac’l (a fin
de_"evitar-“los fenémenos -de fotorreactivacién que conducen a la
' reparaéién del 'ADN ¥ por A"hanvto, a ia persistencia_ del» plasmido).

- Aislar del tubo con uha concentracién del
agerite ir;rhediatémente' inferior al valor de' CMI e fnoculgmos con 100
pl. de ésta en Agar de MacConkey e incu];amos a 370C durante 18
horas. 3 ' |

| . Se utli"zaron éomb agenfes "curantes": X

- Naranja de Acridina a 1000, 500, 250 y 125

pgr/ml. - |

- Bromuro de ‘etidio a 1000, 500, 250 y 125

pgr/ml. ‘
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B. TRANSFERENCIA CONJUGATIVA DE PLASMIDOS .6

~La conjugacién bacteriana, como ya definimos es

la tr;nsferencia de material genético durante un contacto celular
entre bacterias; P‘ara_"‘ reprod».ucir,fi‘n' vitro un proéeso que ocurre de
forma natural se. utiﬁzé como cepa receptora a E. coli K-12
'resistente c‘:x‘*omosémic_amentef al Acido‘ Nalidixiép con CMI de 128
pgr/mi. (antib'iétivc:o ai que sénvsensibles las cepas en estudio) y no
portadora de piésmido alguno. |

El pl".;itocolo consistié en:

| '1_-'-"Preparaci6n de las cepas donadoras y de la

cepa receptqfa.f Para ello se cultivan en un 'medio hutriﬁvo rico, en
concfeto se usé Caldo de Cerebro Y quazén distribuido en tubos
en. cantidades de 5 ml y 'estéril. Se incubaron a 370C con
aig'itacién contiﬁu_a dufante una noche, para obtener una deéhsidad
de 5 x 108 UFC/ml. | |

2~ Puesto que la mayor ‘eﬁcacia en la transfe-
rencia se- consiQue en la fase de crecimiento exponencial de la
donado;a, se mezclan 50 pl. de la cepa donadora con 100 pl. de la
receptora en placas conteniendo Agar de Cerebro y Corazén, y se
‘incuban a 379C durante una noche.

3- Tras eéfe tiempo se diluye todo el cultivo en
10 ml. de agua destilada estéril y se dispensan 0'l ml. de -cadé
inéculo vési p’rep‘.arado en ﬁna placa con hedio de seieccién,

‘evxtendiendo; el inéculo con una pipeta Pasteur estéril adecuada pafa
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‘no romper el agar y se incuba a 370C durante 18 horas.

4- Medio de seleccién. Este medio es Agar de

‘MacConkey Que contiene el anﬁbiéﬁco al que la cepa de receptora
es resistente (eri una concentracién inferior a su CMI) vy tarhbién al
- antibiético al que cada cepa donadora en cuestién sea resistente

(en una cqncentra’cién inferior a su CMI), los antibiéticos lutilizados

fueron:

- Ampidilina o 64 ugr./ml.
- Cefalotina - IOO- pgr./ml,
- Cefoxitina | 50 ugr./ml.

| . C_eftazidima - 32 pgr./rﬁl.
- Ceftizoxima A . 32 pgr./ml.
- Ceftriaxona ' ' 32 y 8 pgr./ml.
- Cefotaxima 32 pgr./ml. |
- ‘A’ztreo;;am ’ _ ) 32 Y 8 pgr./mk.
Cuando mediante ia conljugaci_én se ha

-transferido material genético gque codificaba resistencia- a los
" antibiéticos estudiados aparecerdn colonias de transconjugantes en

las placas de seleccién.
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C. TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI

POR ADN PLASMIDICO MEDIANTE EL

PROCEDIMIEﬁTo DEL CLORURO CALCICO.

Es un métodg' frecuentemente usado para
" transformar bacterias ‘con ADN plasmidico. d.esérito. por Mandel y
Higa‘ en 1972. La mayoria de las especies bacteri_anas precisan para
q\ie la transformacién fs'ea posible un proceso' que .las: haga
gpmpetentes. Mandel y -Higa demostraron que esta competencia

puede ser conseguida artificialmente. Para ello se utiliza una cepa

- sin sistema de restriccién lo que garantiza una mayor eficacia, la

E. coli -HB101, qLie se hace competente a través de. someterla a un
shock térmico (de 0°C a 420C) que qu_izas actie desorganizando la

A iesi-:ructura de la membfana externa para permitir la penetracién del

ADN y . ello en presencia de cationes divalentes a una elevada

concentracién, el papel de estos iones es facilitar la adsorcién del
ADN a la superficié baéteriana por la neutralizacién de las cargas
negéﬁvas de la molécula de &cido desoxirribonuéleico a transferir ¢.
14, 'El proceso consiste en %: |

1. Mezclar 100 ml. de LB con 1 ml. de un cultivo

de una .noche de la cepa de Escherichia coli HB 101 y se incuba a 4

370C en continua agitacién hasta que alcanceé una.turbidez de 5 x
107 UFC/ml.
2. Se introduce el cultivo en hielo durante 10

minutos y se centrifuga posteriormente a 4000g durante 5 minutos a

40C.
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3. Se desé_cha‘el sobrenadante y se resﬁspenden
las’ bacterias en ,ima solucién estéril y fria de CaCl 50 mM y de
Tf‘is.Cl 10 mM a pH 8.

| ‘4. Dicha suspensién bactenana se mantiene a 00C
'duran’ce ‘ 15 mmutos, y se centrifuga posteriormente a 4000g 5
minutos a 4°C-.> | |

5 Se desecha de nuevo el sobrenadante Yy se
resuspende el ‘material en 1715 del volumen onglnal pero de
soluc16n 50 mM de Cacl Y 10 mM de Tris.Cl a pH 8. y se distribuye
en ‘alicuotas de 0'2 ml. en tubos _previamente enfriados. Se
guardaré.n a 40C durante 12-24 horas

‘6. Tras las 24 horas a’'4°C se afiade el ADN en
TAE a las diferentes alicuotas Y se incuban 30 minutqs a 0°C ‘con

' _ 40 ng de ADN.'-', | |
| 7. Se -ihcuba a 420C durante 2 minutos.
| 8. Se- affade 1 ml. de LB a cada tubo y se
in’c_uba_.a-370'c durante una hora sin agitacién.
| 9 A céntinuacién se verificé que la receptéra que
hemos wusado, ESchericbia ‘;:ali HB 101, ha adquirido la resistencia
‘mediante .l'a'extensién de 50 pl. de la muestra sobre la superficie de
_‘diferentes- placas de agar conteniendo los antibiéficos' cuya
resiste'nci;a : qiueremos' ver 51 se ha trasmitidb‘ por transformacién en

concentraciones subinhibitorias.
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10. Se dejan a temperatura ambiente hasta que la
~ superficie del agar esti seca. Y se incuban las placas invertidas a

370C, apareciendo las colonias transformantes en 12-16 horas.
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CAPITULO IX: METODOS DE INDUCCION

- DE LAS BETA-LACTAMASAS. |

La regulacién de la sintesis de beta-lactamasas

es diferente entre la especies bacterianas, y segun ello se

clasifican en dos grupos. En algﬁnas especies la beta-lactamasas

. son produqidas a ‘bajbl nivel (por ejemplo, E. coli) y su sintesis no
‘se.afecta-por la presencié de antibiéticos'beta—laétéfnicos. En otras,
(pof ‘éjéfnplo, Citrobacte} freundii, Enbéfobacter cloacae, Margaﬁeﬂa
mdz‘ganﬁ Y '.Pséudombnas _aerﬁginosa), las beta-lactamasas son
sintetizadas _é bajo nivel pero éon .inc‘lucidas .en su exﬁresién' a
‘niveles 100 veces superior éuando »1'as' células crecen en la
présencia de agentes'-beta—‘lactamicos.- Y ligada a esta inducibilidad
. est4 la capacidad de la rﬁﬁt’acién‘que_ ‘copduce_ a la sintesis de estas
‘ beta-lactamasas én altos niveles y de_'forma‘ constitﬁtiva 50,84,

La Ampicilina, cefalosporinas de° 18 generacién,
Cefoxitina e irﬁipénem son fuertes iﬁductores para la mayoria de las

cepas 32,57,79,82,90,104,105,158,159,
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A. OBTENCION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

INDUCIDOS Y NO INDUCIDOS.

La obtencién de extractos enzimiticos inducidos
se realizé con cultivos’ en agitacién continua de una noche de las

diferentes cepas en 200 mi. de Caldo de Corazén y Cerebro estéril.

Afiadimos el -inductor, ‘ la  Cefoxitina, en una concentracién:

subinhibitoria al cultivo de cada cepa en fase exponencial de

crecimiento, y se continué la incubacién 2 horas mas a 37°C,

posteriormente se centrifugaron a 4000 r.p.m. a 4°C durante 30.

minutos. Eliminamos el sobrenadante Y resuspendemos las células

depoéitadas en.el fondo del tubo en tampén fosfato 0'l M a pH 7 y

de  nuevo 'centrifugamos. Tras dos lavados el ‘depésito fue
r'esusvpen_did.o’ en témp&n fosfato 1 mM "y las célu.las fueron rotas

mediante - ultrasonidos. Los extractos crudos as{ obtenidos se

centrifugaron a 49C y 20.000 r.p.m. durante 30 minutos, guardando

el sobrenadante a -400C. - También se probé la induccién con-

Benzilpenii:iliha a una kco‘ncentracién estandard de 100 pgi‘;/mll. para
to}dasv las cepas ( el_‘ valor de CMI para las cepaé inducidas frente é
la Eenzilpénicilina fue ‘superior a 512 ugi’./ml.). Y se o‘btuvie‘ron de
idéntica forma los extractos enzimaticos 83,115,125,

‘ Para la obtencién. de «extr_'af:tés enzimaﬁ«:os' no

" inducidos el proceso es igual pero sin afiadir el inductor 83,
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::B. -ESTUDIO DEL EFECTO INDUCTOR EN LA

SUSCEPTIBILIDAD BACTERIANA A LOS

Anmroncos

.— Induccmn en . el Antlbmgrama por el Méntodo de

. Difusién en ag'ar ».

—Se hicieron placas con Agar de Muellelr—Hmton

. que contenian concentracmnes sublnhlbltorlas de- antlblétlcos de

probado: efectg inductor.

e Cfeioxitina a una concentracién de 1 y32 ugr./ml.-

.° . segun 'él . x"ralor‘;dé CMI de cada cepa'_ estudiada frente a es{:e |

antibiético:

Imlpenem en una. concentramén de 0 03 pugr. /ml

Estos antlblétlcos en tales concentracmnes fueron;..

1ncorporados a dlferentes matraces contemendo el Agar de Mueller-
Hinton a 500C prev1amente esterlhzado por autoclave a 1200C

duran_te 20 minu’cos.

';:D'e igual forma ?que' en el Antibiogréma pof el

método de dlfusu’m, que ya hemos descrlto se 1nocu1aran la's placas

_con las cepas en estudm procedentes de cultwos de 18 hora's 1,
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- Induccién en el Antibiograma por el Método de
Dilucién en agar 139, ‘

El método consiste en incorporar una

concentracién estandard e igual para todas las placas de inductor.

Cada una de las cuales llevara ademas el
antibistico resfgecto del que se 'quiere ver el efecto inductor sobre

los valores de CMI de las cepas en esfudip.

Las cantidades -incorporadas de los diferentes

inductores a cada placa fueron tal que la concentracién de éstos en

todas las placas sera la mistna:'
-_' Cefoxitina . en ﬁna concentracién de 1 y 32
' p‘gr./m_l.‘ segun el valor de ‘CM'I. de 'g:a'da cépa en estudio frente a
-es"_i:e a;tibiéﬁco. |
- Imipénern en una concentracién de 0'03 ugr./ml.
o vAsimismo, se incbrporaron los antibiéticos en
soluc_ién a lasbi placas, é la "vez Que los inductores, pero en
concentfdcionés de.cre'cierntes en base 2.
De manera - qﬁe las combinaciones que. se

- estudiaron fueron:

+

-~ Cefoxitina Cefaldﬁna.

+

.~ Cefoxitina + Ceftazidima.

+

Cefoxitina + Cefotaxima.

Cefoxitina + Ceftriaxona.

o+

Cefoxitina + Ceftizoxima:

Cefoxitina + Aztreonam..
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Cefalotina.

+

Imipenem

+

Imipenem + Ceftazidima.

Cefotaxima.

+

Imipenem

Ceftriaxona. '

+

Imipenem

+

Imipenem + Ceftizoxima.

- Aztreonam. -

+

Imipenem

:Por"él-misﬁm método estudiamos el efecto de la

Penicilina ‘a ﬁna~'concé1}traéién fija de 10 ugr./ml. en los valores de
CMI frente 'é '4las d‘ist.:intl:és cefalosporinas. |

| Los inéculés con una turbidez del n® 0'5 del

patrén :McFar_land,A se -incorporaron a las placas mediante un

repliéador -de Steer, y las placas 'asi.inoculadas ‘se incubaron a 370C

v durante 22 hofas. La bMI fue ia i:o'ncentracién fnaé baja en la que

- no hubo crecimiento bacteriano apreciable 182,
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. CAPITULO X: METODO DE SEI..ECCIOﬁ DE

- MUTANTES DESREPRIMIDOS 7. 186

.‘Mutaﬁtes, ~ que muestren una e:xpresién
' con’stitutiva (desfeprimida)‘ o no-inducible de -l.3ieta-1a<‘:tamasas'
,c‘romosémicas‘ tipo I pueden obtenerse a partir 'de aislamientos
' climcos de dlversas especxes de enterobactenas
‘Las subpoblacmnes se seleccmnaron por el método
descnto por Ashby y col. (1987), para ello se escogen cepas de
enterobactenas sensibles -a las cefalospormas de 32 generacién
pro._c.e@entes_ de alslaml_entos clinicos y que conozcamos que poseen
bef:a—laétamasas Claae 1. .
| Se preparan tandas de tubos con medio nutritivo
L'B' con concentracmnes de Cefoxmna y de Imipenem de 1/2 CMI y
de valor igual a la CMI para cada cepa.
Un cultl_v‘o» de una noche de cada una de estas
cepas se diluye 1:100 cada uno .de estos tuiboS con- media LB vy
’ antlblétxco Todos los tubos asi preparados se incuban a 37°C con
ag1tac16n continua durante 8 horas
Las bacterlas- que -crecieron en eatos- medi_ds se
aembraron en ‘p'lacas de Agar de MacConkey sin anﬁbiéﬁc:o y se
. «incubaron .a 379C durante 18 horas, para hacerles el Anﬁblogr‘ama
: por el método de D1luc16n en: Agar a las dxferentes cefalos;pormas
..de 13, 2a b4 3a gen’eracién ensayadas en este estudio, asi como ai

Imipenem y al A'ztreonam.-

- 141 D -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de esfa tesis ha sido, conocer qué
- patrones de résiéténcia presentaban las cép&s de origen
hospitalario en log géneros Citrobacter, Escherichia y Morganella.

Ademas, ello determinaba una labor de atencién a la posible

aparicién -de cepas que presentasen una inusual resistencia a las

cefalosporinas y conocer qué mecanismos la producfan.
'_Péra el estudio se partié de las cepas de

enterobacterias aisladas de diferentes tipos de mués{ras “clfnicas

procedentes de distintos servicios del Hospitél Insulaf de Las

Palmas.
Las cepas recogidas en los tres géneros
mencionados, -siguieron una distribucién tipica de enterobacterias

oportunistas: un alto porcentaje procedfan de cultivos de orina

(todos ellos coh > 100.000 UFC/ml.), Y en menor prtaporéién ‘

proveniaﬂ de muestras de tracto 'réspiratorio .‘superior, y muestras
de exudado- de herida's,_ademés de otros origehes menos frecuentes.
Ninguno de los‘ aislamientos de Escheriéhfa coli proce-dia de
muestras de heces, y todas las- cepas eran patdégenos opoftunistas.
Graficos 1, 2 y 3. | |

| | Siguiendo las caracterisﬁca's. definidas. en- el

Manual de -Bactefiologia--Sistemética'de Bérgéy 17,108,130,131,
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- As{ identificamos:
| - 32 cepas dél género Cit_rfobécter.

- 90 cepas del généro Eséhericbja, especie

Escben’cbia ‘coli.

- 40 cepas -del género fforgapella, especie

Morganellé morganii.

‘Estas. cepas se identificaron por -el  método
bioquimico API-20E tras 18 horas d_e incubaéién, tal Yy como
describir.n'os en el ca_pituio I de Material y Métodos.

| De ellas se seleccionaron 6 cepas para estudiar

las caracteristicas y el origen de sus resistencias a los antibiéticos

beta-lactamicos.
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GRAFICO 1.TiPO DE MUESTRAS CLI’NI_CAS.
En aislamientos de Citrobacter spp.

Exudado traqueal (9,4% )

= Liquido ascitico (6,3%)
£ Exudado ético (3,1%)
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GRAFICO 2. TIPO DE MUESTRAS CLINICAS.
En aislamientos de Escherichia coli.

Exudado heridas (1 O;O‘Z. )

ﬁ/ . Sondaje vesical (5,6%)
:iﬁ Sangre (2,2%)

L. ascitico, pleural ( 2,2%) -

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:
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Orina ( _6.2:',5%

) ©

GRAFICO"3. TIPO DE MUESTRAS CLINICAS:
' En aislamientos de Morganella morganii .

1

L Exudado herida (21,9%
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 +
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

POR METODO API—ZOE.

REACCION ENZIMATICA RESULTADO

. TEST SUSTRATO
ONPG Orto-nitro-fenil
- Galactésido |
_ AﬁH 'Arginina '
LDC Lisina
ODC Ornitina
CIT Citrato sédico
H2S - Tiosulfato sédic§
URE ~ Urea
TDA  Triptéfano
IND  Triptéfano
VP  Piruvato sédico
GEL Gelatina de Kohn
GLU Glucosa
MAN Manitol
INO Iﬁositol
SOR “Sorbitol
' RHA Ramnosa
SAC - Sacarosa
- MEL Melobiosa
AMY Amigdalina
ARA Arabinosa |

Beta—galactosidasa '

Arginina dihidrélasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Uso del citrato
Produccién ‘de H285
Ureasa

Tript&fano desaminasa
Produccion de indol
Produccién de acet‘oina

Gelatinasa

Fermentacién /oxidacién

Fermentacién/oxidacién
Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacion/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién.

Fermentacién/oxidacién
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Test de Citocromo oxidasa _ -
Crecimiento en Medio Agar MécCo__nkeY T
Por tanto, €s Enterobacteria del Género Citrobacter de la especie

CitrobacterA freundii.

- 149 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004




IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

TEST SUSTRATO

POR METODO API-20E.

ONPG Orto-nitro-fenil
Galacté,sidov o

ADH Argiinir‘xa
i‘.D .Li‘sina
(‘),DC ' Ornitina'
CIT Citrato sédico
H2S Tiosulfato .sédico
URE.' Urea | . |
TDA Triptéfého
| ‘II‘.I_D Triptéfaho

; VP 'Piruva’co‘ sédico
GEL Gelatina de Kohn
GLU Glucdsa |
'MAN Manitol

INO 1Inositol

SOR  Sorbitol
RHA - Ramnosa.

SAC Sacarosa

MEL ' Melqbio's,é.‘.”

AMY Amigdalina

ARA Arabinosa

REACCION ENZIMATICA RESULTADO

Beta~galactosidasa

Arginina dihidfqlaisa
Lisina descarboxilasa
Ornitina des:ca'rboxilasa
Uso del citrato
Produccién de H2S
Ureasa -

Triptéfano desaminasa
Produccién de indol
Produccién de acetofna

Geiatinasa

. Fermentacion/oxidacion

Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién /oi{idacién
Fermentacién/oxidacién
Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién
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Test de Citocromo oxidasa B -
Crecimiento en Medio Agar MacCaney‘ +
Por tanto, es una Enterobacteria del Género Escherichia, de la

especie Escherichia coli.
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

POR METODO API-20E.

~ SOR

Fermentacién/oxidacién

- 152 -

TEST SUSTRATO REACCION ENZIMATICA RESULTADO

CA)NPG‘ 'Orto—nitro-fehil— Beta-galactosidasa -
Galactlésido‘-

ADH Arginina - Arginina dihidrolasa -
LDC Lisiné Lisina descarboxilasa -
oDC Ofnitiné Ornitina descarboxilasa +
CIiT C_itrato sédico Uso del citrato | -
H2S ‘Tiosulfato sédico ' Pro‘duécién dé H2S -
URE Ufea Ureasa +
TDA Triptéfano Iript_éfanq desaminasa +
"~ IND Tripféfano Produccién de indol +
| VP  Piruvato sdédico Pro‘dﬁc.ciénv de acetoina -
| GEL Gelatina de Kohn Gelatinasa '- -
GLU Glucosa Fermentécién/oxidacién +
MAN Manitol Fermentacién/oxidacién -
INO Inositol Fermentacién/oxidacién -
’- Sorbitol- F'erméntiaci;Sn/oxidacién- -
" RHA" Ramnosa Fermexitacién/m&dacién -
SAC Sacarosé. Fermentaéién/dxidacién -
MEL Melobiosa ‘ Fermentacién/oxidacién -
AMY - Amigdalina Fermentacién/oxidacié_n -
ARA Arabiﬁosa -
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Test de  Citocromo oxidasa : -
vCrecimiento en Medio Agar MacConkey ‘ +

Por tanto, es una Enterobacteria del género Morganella, de la

- especie Morganéﬂa:- morganii,
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

POR METODO API-20E.

CEPA 1B. .

REACCION ENZIMATICA RESULTADO

' TEST SUSTRATO
ONPG Orto;ni{:roffenil'
| Galaétésido

ADH - Arginina

LDC Lisina

ODC Ornitina _
CIT Citratp‘ sédico
_H2S Tiosulfato sédico
URE  Urea

TDA Triptéfano A
IND Triptéfano

VP ‘Pi‘fuvato sédico _

GEL Gelatina de Kohn

GLU Glucosa
MAN  Manitol
INO .Inositol
SOR  Sorbitol
RHA -ﬁamnosa
SAC Sacarosa |
MEL Melobfosa
AMY Amigdalina

ARA Arabinosa

Béta_-galactosidasa*

Arginina dihidrolasa

Lisina-descarboxilasa

Ornitina descarboxilasa’

Uso del citrato
f’roduccién de HZS
Ureasa

Triptéfano de:sam»inasa‘
Produccién de indol
Produccién de acetoina

Gelatinasa

Fermentacién/oxidacién-
Fermentacion/oxidacién

“Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién /bxidag:ién

Fermentacién/oxidacién

Fermentacién/oxidacién
Fermentacién/oxidacién

Fefmentacién /Joxidacién
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Test de  Citocromo oxidasa ‘ ' -
Crecimiento en Medio Agar MacConkey ' +
Por tanto, es una Enterobacteria del género Citrobacter, de la

especie Citrobacter freundu
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

POR METODO API-20E.

TEST SUSTRATO REACCION ENZIMATICA RESULTADO

ONPG Orto-nitro-fenilA
vGalfactésidc;

‘ ADi-I Arginina

LDC = Lisina |

_ 6DC- Ornitina |

CIT Cifrato sédico

H2S Tiosuifato sédico

URE Urea |

TDA Triptéfano

IND Triptéfano'

VP 'Piruvato sédico

GEL Gelatina de Koh‘rnv

GLU Gluc.osa )

MAN Manitol

" INO Inositol

SOR'  Sorbitol
~Rf—l]-\ Ramnosa
SAC Sacarosa
MEL" Meloléiosa :
AMY - A‘migdalina‘

ARA Arabinosa

Beta—-galactosidasa . ) +

" Arginina dihidroiasa

Lisina descarboxilasa

Ornitina descarboxilasa -

Uso del citrato

'Pfoduccién de H2S

Ureasa

Triptéfano desaminasa -

"Producciéh de indol

Produccién de acétéiha
Gelatinasé.

Fermentaciéh / oxidaciéln
Fermentacién/oxidacién
Fermentacién/ oxidacién
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacién
Férﬁlentacién/oxidaéién
Fermenta'cién /oxidacién
Fermentacién/ o?cidac_i‘én

Fermentacién/oxidacién
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Test de Citocromo oxidasa . ‘ -
Crecimiento en Medio Agar MacConkey k J+
Por - tanto, 'és una Enterobacteria  del género ~Escheﬁchia,. de la

especie Escherichia coli
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

POR METODO API-20E.

- 158 -

CEPA 3B. |
TEST SUSTRATO - REACCION ENZIMATICA' RESULTADO
ONPG "Ortb—nitro-feni"l Betd;galactosidésa =
Galactésido '
ADH Arginina - Arginina dihidrolasa =
.LDC Lisina VI.‘._isixila descarboxiiasa -
ODC Ornitina Ornitina descarboxilasa o+
CIT . Citrato sédiéo Uso. del citrato -
| HZS .Tiosulfatov sédico Produccién de H2S -
URE Urea | Ufea_sa A +
.TD'P;' Triptéfano | Triptéfano desaminasa +
IND - Triptéfano Pfqauccién de indol +
VP Piruvato sédico Produccién de acetoina -
GEL Géla;cina de Kohn Gelatinasa -
| GLU Glucosa Férﬁentacién/oxidacié'n +
~~ MAN Mariitol Fermentacion/oxidacién -
INO inositol Fermentacién/oxidacién -
SOR.. Sorbi{:oll Fermgntacién/oxidacién . -
RHA Ramnosa Fermentacion/oxidacién -
SAC: »Sacarqsa Fermentacion/oxidacién -
‘ 'MEL Melobiosa Fermentacion/oxidacién -
AMY Amigdalina .Fermentacién/ oxidacién -
'ARA Arabinosa 7 v.,Fefmentéciéh/oxidacién -
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Test de Citocromo oxidasa o -
Cfe_cimieﬁf.o en Medio Agar MacConkey +
Por tanto, es una Enterobacteria -del género Morganella, de

la espeéie.'.Morganeua morganii.
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De lés cepas aisladas .e identificadas como
enterobacterias de alguno de los mencionados géneros, se estudis
por medio del método de dilucién en agar sus su_sceptibilidades a
divérsas cefalosporinas, asf como a dos nuevas quinolonas, tal como
se describe en el Capftulo III. de Material y Métodos. Los
résultados se presentan en las T;blas I, II, III.

En las cepas de Citrobacter spp. fueron sensibles
énr un 90 % a las -cefaldsporinés: Ceftazidima "(CAZ),: Cefotaxima
(CTX): Ceftizoxima (Z0X), Céfpiroma (HR-810), Ceftriaxoﬁa (CRO); asfi
' 'cbmo a un nuevo 'monoba'qtamo: Aztreonam (ATM); a un nuevo
peneme: Imipenem (IPM) y d nuevas quinolonas: :Cipr,o'floxa'cina '(CIP),
.'Fleroxagina‘ (FRX). Consiaeramds como valor de CMI é partir del
‘que hay resiAstencia 32 pgrv._/ml. para -estos_éntibiéticos v 'frénte a
':enteriobactéria's 1,

En las cepas de " Escherichia coh' sus valores de
CMI 90 fueron <1 pg-r./m'l.. para las cefalosvporinas: CAZ, CTX, ZOX,
CRO, asi como al ATM, IPM, CPX y FRX. Y por tainto, ‘sensibles en
un 90% a estos antibiéticos.

Igualmenté las. cepas aisladas de Morganella

morganii fueron también sensibles a estos antibiéticos, con valores

de CMI 9(5, < 0'5 pgf./ml. para CTX, HR-810, CPX y FRX. Valores
‘de CMI 90 < 2 para CAZ, ZOX, CRO, ATM e IPM.
Estos reSulfadqs son equiparables a los de otros

autores en estudios frente a cepas de origen -hospitalario 3.34.42,
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ESTUDIO COMPARATIVO DE ‘ILAS SUSCEPTIBILIDADES A

DIVERSOS ANTIBIOTICOS EN 32. AISLAMIENTOS DE Citrobacter SPP-

' C.M.L-90

* FLEROXACINA

0,06

Valores de CMI en pgr./ml

- 161

ANTIBIOTICO C.M.1.-50 RANGO
CEFALOTINA 16 4096 16-4096
CEFOXITINA 16 256 2-512
CEFUROXIMA 4 256 4-512
CEFTAZIDIMA 1 2 0,06-256
CEFTIZOXIMA _,6,06 0,12 0,06-256
CEFOTAXIMA 0,06 0,25 0,06-64

 CEFTRIAXONA | 0,5 2 0,06-256
CEFPIROMA 0,06 0,06 0,06-4
AZTREONAM 0,06 2 0,06-64
IMIPENEM 0;25 0,5 0,06-0,5
"CIPROFLoxAcA:INA ' 0,06 0,06 0,06-0,12
0,12 o,o‘s—o,ilz
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 ESTUDIO COMPARATIVO DE SUSCEPTIBILIDADES A

DIVERSOS ANTIBIOITICO‘)S" EN 90 AISLAMIENTOS DE Escherichia coli.

. ANTIBIOTICO

C.M.I.-50

RANGO

Valores de CMI en pgr./inl’.

- 162

 C.M.I.-90

CEFALOTINA 8 32 ' 8-4096
CEFOXITINA 4 4 2-512
CEFUROXIMA 4 16 - 1-256

| CEFTAZIDIMA 1 1 0,06-256
CEFTIZOXIMA 0,06 0,06 0,06-64
CEFOTAXIMA 0,06 _ 0,25 0,06-32
CEFTRIAXONA 0,5 0,5 0,06-32
CEFPIROMA 0,06 0,06 © 0,06-2
AZTREONAM 0,06 0,06 0,06-32
. IMIPENEM 0,12 0,25 10,0671
CIPROFLOXACINA 0,06 0,12 0,06-0,25
FLEROXACINA 0,06 0,12 10,06-0,5
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS SUSCEPTIBILIDADES A DIVERSOS

ANTIBIOTICOS DE 40 AISLAMIENTOS DE Morganella morganii.

+

ANTIBIOTICO

C.M.1.50

C.M.I.90

Valores de CMI en pgr./ml.

- 163 -

RANGO
CEFALOTINA - 4096 4096 4-8192
CEFOXITINA 8 128 2-512
CEFUROXIMA 32 128 2-512
CEFTAZIDIMI-\’ . 0,12 1 0,06-256
CEFTIZOXIMA 0,06 2 0,06-128
' CEFOTAXIMA 0,06 0,12 0,06-64

' CEFTRIAXONA 0'12 0's 0'12-8
CEFPIROMA 0,06 0,5 0,06-0,5
AZTREONAM 0,06 2 0,06-64
IMIPENEM 0,5 2 0,5-2
CIPROFLOXACINA 0,06 0,06 0,06-0,12°
- FLEROXACINA - 0,06 0,25 10,06-0,25
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43,44,45,52,63,74,110,117,154,175,177,183,190, . La ' unica diferencia
notable se oﬁservé en el ébhjunto, deA cepas de Citrobacter _.sp'p.
fesbecto;é CAZ, CTX y CRO para los que los autoresdistinguién
entre:

o Cepas de Citrobacter freund.u que presentaban

valorés de CMI 90 >16 pgr./ml.

< 2 pgr./ml.

} ‘La razén de que en nuestro caso el valor de CMI

90 fuese para CAZ y CRO < 2 pgr./ml. es que inclufmos en el mismo

gr_iipo todas las cepas del género Citrobacter, que incluyen

C. fréundii, C. diversus y C. amalonaticus con lo que el % de cepas

sensibles influyé noféblemente en el ‘valor final de la CMI 90.
Adem4s ‘de explicar la dis.jp'é.rsién del RANGO 0'06-256. |
| No ocurrié iguai con la cefalosporina de 12
’gene'racjé'nr Cefalbtina CR, ni con ias‘de 23 geﬁeraCién, Cefoxitina

E ) (FOX) y Cefurokima (CXM), obteniéndose que:

Las cepas de Citrobacter spp. se mostraron muy

- resistentes a la CR,'FOX y CXM, como vemos por"vsus valores de CMI
79'0 > 126,‘ ).{gr./ml. 44,45,59,166, -. |
. Las cl‘epas de ‘ Escherichia coli se mostraron
‘también resistentes..a la. CRy imenos a_la C'XM y FOX 59:166;
Las cepas de Morganella morganii moétralron para

la CR un valor de CMI 90 de 4096 pgr./ml., y de 128 pgr./ml.
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para FOX y CXM, p.or tanto fesistehtes en un 90% a dichas
cefalosporinas 44.45.59,166, .
| | Encbntramos algunas cépas corlr' patrones de
‘resistencia dif.erentes a 163 observados en la generalidad de las
- cepas de las especies réSpectivas, en las que ademas- estuciiamos su
' susceptibiiidad por Antibiograma por el método de difusién en agar,
t::ﬂ como d'éscribimos en el 4ca'pitulo III de Material y Métodos Tablas
IV, V y VI | : |
- 'Hay'una“ buena concordancia 'entrle los valores de
vCMI. para cacia’ antibiético y ,e; halo de -inhibicién en mm. que le
corresponde, exceptd para los valores de los halo§ de inhibicién
qﬁé se enc_uédran‘ en la categoria llamada intermedia; as{, en la cepa
Escheﬁchia coli 2A, que para _ZOX‘{ y CTX tiene unos halos que

son de 16 vmm., sin embargo sus valores de CMI son de 128 y 64

.ygr"./ml. respectivamente. Asimismo para ATM -su’ halo és de 18 mm.

lo que in_dicaria susceptibilidad, y sin embargo su CMI es de 32
ugr./ml. Esto es c_onsecxiencia. de la antes mencionada mcategoria
"intermedia" y su significaci_én:

Supone que la .cepa en cuestién presenta

subpoblaciones que son unas mis resistentes que otras al mismo .

antibiético y ‘por ello la misma cepa puede presentar valores

diferentes, de sensibilidad o de resistencia muy cercanos al limited.
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SUSCEPTIBILIDAD A AﬁTIBIOTICOS -BETA-LACTAMICOS

EN LA CEPA DE Citrobacter freundii 1A.

Antibiético , ,CMI'en pgr./ml Ha.los de inhii:icién en mm
CEFALOTINA 4096 0
CEF_o'xIT'VINA' - 512 - 0
CEFUROXIMA 512 0
CEFTAZIDIMA | 256 - 0
CEFTIZOXIMA = 512 0
CEFOTAXIMA 64 12
CEFTRIAXONA 256 | 9
CEFPIROMA 2 | 26
AZTRE'ONAM 64 12
IMIPENEM . S S 27
CARBENICILINA 256 0

' CLOXACILINA = 1024 0

MEZLOCILINA 64 c 14
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" SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS .BETA-LACTAMICQS

EN LA CEPA DE Escherichia coli 23.

Antibiético CMI en pgr./ml  Halos de ‘ixlhibicién en mm
CEFALOTINA 4096 0

' CEFOXITINA 512 0
CEFUROXIMA 1024 0
CEFTAZIDIMA 256 0
CEFTIZOXIMA 128 o 9
CEFOTAXIMA 64 16
CEFIﬁIAXONA . 32 | 14
CEFPIROMA P 20
AZTREONAM 32 S 18
IMIPENEM - 1 | 28
CARBENICILINA 256 | 10
CLOXACILINA 512 ' , 0

MEZLOCILINA 32 9
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SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS BETA—LACTAMICOS

EN LA CEPA DE Morganella morganii 3A.

Antibiético CMI en pgr./ml  Halos de inhibicién en mm

CEFALOTINA - 8192 \ 0.
| CEFOXITINA 512 - o
CEFUROXIMA 256 ' 0
CEFTAZIDIMA = 256 0
| CEFTIZOXIMA 128 0
 CEFOTAXIMA 64 9
 CEFTRIAXONA | 16 | 16
CEFPIROMA 0’5 | 28
AZTREONAM 64 1
IMIPENEM T 30
CARBENICILINA 64 14
CLOXACILINA 512 0
MEZLOCILINA 128 12

- les8 -
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- Los patrones de res1stenc1a que presentan estas

cepas son los descrltos por otros autores en cepas productoras de

cefalospormasas a un alto nivel 12,30,32,35,59,71; resistentes a

las ‘ce‘fa'losporinés“_de» 13, 238 y 32 .generacién Yy también a las

ureidopenicilinas 191, sen51bles a HR 810 13,50, 75,109, 164, sensibles

a la accién del Imzpenem ; en E. coli -muy resisteptes a la
‘ combfnacién 'com'e'r_‘éialI-Amoxicilina + A, ‘Clavularlicc-:, Y a la Ampicilina,
: ademds de sﬁ rés;is'téﬁcia é carboxi YA'ureidopenicilinas. 'I‘odc» ello en

contraste. ‘con lé-'sus\cﬁeptibilidad a las cefaloéporinas de amplio

espectro 'y aI Azfréonzim dé aquellas cepas 'sensibles de la misma

gspecie: 35,177,

Se hlZO un estudlo comparatlvo con los patrones
de res1stenc1a -de otras tres cepas sensibles de las. mismas
espec1es a las que.se dio el nombre de: | |
: Cztrobacter freundu 1B.
rEschenchJa coli 2B.
, 'A:«Morgane"lla. morganii 3B.
ﬁstas cepas dél que’ llamaremos grupo B,
presentaban Aun"pa‘t‘xi“én de sensibilidad‘ a las céfalosporina=' de 3.i
generac1én, Aztreonam e Imlpenem, pero que eran resistentes a las
cefalospormas de 1a y 2a generac16n Yy a las penlcmnas en ;ayadas
- I.f_as cepas g 1B.-~ Yy 3B ademés son sen51bles a Carbenicilina y
Mezlocmn'a‘ .(las'v‘qﬁe liiegé veremos son cepés con beta—ladtamasas
.1nduc1b1es) no ocurre lo mismo con la cepa 2B que es res1stente a

ellas 191 Tablas VII, VIII y IX.
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'SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS

EN LA CEPA DE Citrobacter freundii 1B

_Antibiético CHI gfx pgr./ml. Halos de inhibicién en mm

 CEFALOTINA . 2048 0

CEFOXITINA = - 512 i 0
CEFUROXIMA 4 . o 22
CEFTAZIDIMA 0,25 26
CEFTIZOXIMA | ,,fol,os . 30
| CE.YF‘O'I“AXIMAV>‘ 012 o 36
CEFTRIAXONA 012 | 32
CEFPIROMA o0 35
AZTREONAM 0,06 o 32
IMIPENEM . 0,12 30
CARBENICILINA .~ 16 - 22
CLOXACILINA 512 | | 0.
MEéLOCILINA . 2 | . 24
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SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS

'EN LA CEPA DE Escherichia coli 2B.

Antibiético  CMI en pgr./ml Halos de inhibicién en mm

- CEFALOTINA 128 | s

. CEFOXITINA 2 | o 28
| CEFUROXIMA o 4 L 20
CEFTAZIDIMA 0'25 | 30
-':C_.lEf;TI‘Z.OXIMA 0'06 ‘ o -:3_6‘
CEFOTAXiMA o 0125 - B 32
CEFTRIAXONA 012 | 33
CEFPIROMA \ 0'12 S 35
AZTREONAM 006 R 34
IMIPENEM = 012 - . 350
CARBENICILINA 64 o 0
| CLOXACILINA 512 o
 MEZLOCILINA 26 o o

- 171 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



SUSCEPT_IBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS 'B'ETA.—LACTAMICOS

" EN LA CEPA DE Morganella morganii 3B.

‘ \Anfibiétic‘dé CMI en pgr./ml  Halos de inhibicién eén mm
CEFALOTINA 2048 0
' ’cEFOXiTINA | 32 . | 17
CEFUROXIMA 128 | 11
_ CEFTAZIDIMA 0’5 | S 33
_CEFTIZOXIMA 0's R 39
CEFOTAXIMA . 006 - 40
CEFTRIAXONA 012 41
CEFPIROMA 2 - .24
AZTREONAM = . o5 o 36
IMIPENEM . = .. 2 ' 28
CARBENICILINA 8 29
 CLOXACILINA  ° _' 512 0
MEZLOCILINA . Clos | 35
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Una vez seleccmnadas las cepas re51stentes a las--

o nuevas cefalospormas, ‘nuestro s1gu1ente obJetlvo era conocer qué
mecamsmos determmaban sus re51stenc1as en cada una de ellas
' Como es conoc1do los dos mecanismoes mas

1mportantes descrltos en las enterobactemas .como origen de sus

remstencms a 165 - antibiéticos beta-lactémwosf son las Dbeta-

:lactamasas v la d15m1nuc1én de’ permeablhdad en la membrana

externa 8s, 165

Primero decidimos investigar  qué };ipo de ‘beta-‘

lactamasas presentaban. Y para - caracterizarlas seguimos las

reComengagion;es'_-< de Bush K. 19.22,24,
| i 'V-S»g:'_‘d'i‘v‘idid el estudio en :
v;fEfeEto' de los inhibidores: A
'A'cic'lo_. | élavul’éhic_o (A.C.), Sulbacta%ma (SL),
Cloxacilina(c’X), : Ca;:'rbenigilina kCB), Sal dis&dica' _del . Acido
Evtilendiaminét(;tra:cético : (EDTA), p-Cloromércﬁr‘ibbenzoato cristalino
(pCMB), . y Aztreonam (ATM) Los valores de CMI de las tre‘s cepas

~ del grupo A fueron >256 pgr./ml, frente al A.C. y de 128 ugr. /ml

frente a SL Frente al- EDTA y al pCMB sus valores de CMI fueron

2512 pgr /ml y de 128 HgT. /ml; respectwamente

—Valoracmn de la actividad enzmétlca, Ta'aas de .'

h1dréhsls y Actw1dades especiflcas

: —Efecto de los mductofes;
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EFECTO DE LOS INHIBIDORES.
La valoracién del efecto de los inhibidores se
realizé siguiendo dos protocolos diferentes:

1. Valorando el efecto sinérgico con cada

antibiético frente’ ‘a cada cepa, u’cﬂizando -el  método del

desplazamlento del valor de CMI . por la asociacién de antlblétlcos ’

39,70, tal c’omo descrlblmo‘s en el Capitu’lo III de Material- Y Métodos.
| Los resultados se muestran en las Tablas X, XI,
| XIL, XIOI, XIV, XV, |

Consideramos que existe sinergismo - cuando el
co:éiente .entré el valor de CMI 'd_el_v antibiétiéo solo con el vélor" cie
CMI ‘de la ‘asociacién con ‘el inhibidar eé mayor o igual a 4 y que

" existe antagonismo cuando es menor que 4 24,68.171,

Destacamos por su importancia que actua

claramente de forma sinérgica para las tres cepas del grupo A
estudladas ‘la Cloxacﬂma con todos los ant1b1ét1cos Y a51mlsmo, que

el A. Clavuldnico no mostré smerglsmo en nlngun caso.

Sulbactama en algunos casos mostré efecto .

sinérgico, lo que en comparacién con los resultados anteriores nos

inclina a , pensar en enzimas de origen ¢romosémico: el Acido

Clavulédnico ~actua _principa'lmen’ce' contra beta-lactamasas mediadas

. p’lasmidicamenfe, y Sulbactama y Cloxacilina contra las beta-.

lactamasas de orlgen cromosomico 1.19,33,46,60,68,80,90,111,116,
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ESTUDIO DE SINERGISMO Y ANTAGONISMO EN LA CEPA

‘”'Cit'robacter"i freundii 1A.

SIN

A.C. SL.

,\{élores de CMIii SIN= Sin inhibidor, y de éada asociacién en ugr./ml. '

-

- 175 -

CX. CB. EDTA pCMB

.C‘:EFA.LO'I-‘INA © 409 2048 .2043' 512 1024 1024 2048
CE}EY'OXITINA: 512 256 . 128 128 256 512 20:48
CEFTAZIDIMA = 256 128 64 64 64 256 512
CEéaiA‘xiﬁpg 64 128 64 1‘6 128 12.8. 256
N CEFTIZOXIMA;.',“‘ 512 256 256 64 . 128 25§ 256
CEfTRIAXbNA . 256 126 64 32 3. 32 128
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ESTUDIO DE _SINERGISMO Y ANTAGONISMO EN LA CEPA

Escherichia coli 2A.

. CEFTRIAXONA

Valores de CMI: SIN= Sin inhibidor, y de cada asociacién en ugr./mi.

_176,_

SIN AC. SL. CX. CB. EDTA pCMB

CEFALOTINA 4696 2048 1024  5 12 512 2048 8192

CEFOXITINA 512 512 12%" 64 128 1024 1024
CEFTAZID“IMA‘; 256 128 2 16 32 32 128
CEFV‘OTAX‘II’VIA | 64 64 16 4 32 8 32
‘(’JEFTIZOX'I;MA 128 64 ie 16 16 32 - 64
32 64 16 8 8 4 16
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ESTUDIO DE SINERGISMO Y ANTAGONISMO EN LA CEPA

Morganella morganii 3A.

. SIN | A.C. SL CX. CB. EDTA pCMB
 CEFALOTINA - 8192 | 8192 2048 512 1024 2048 8192
CEFOXITINA_’ | 512 256 16 64 64 255 1024
CEFTAZIDIMA 256 | 128 32 . 64 128 256 256
CEFTIZOXIMA 128 128 32 32 " 64 256 128
CEFOTAXIMA = 64 128 32 4 e4 3 256
| CEFTRIAXONA | 16 16 16 4 e 8 :-13'

Valores de CMI: SIN= Sin inhibidor, y de cada asociacién en'pgr./ml.

- 177 -
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CUADRO RESUMEN DEL EFECTO SINERGISTICO EN LA

CEPA Citrobacter freundii 1A.

AC. SL. “CX. = CB.  EDTA  pCMB
CR ca <4 8 4 4 <4
- FOX <4 4 4 <'_‘4 <4 <4
‘CAZ  <3;,4 .'_‘4 4 4 < 4 < 4
oTx <4 e s <a < 4 <4
20X < 4 <4 8 | 4 ¢ 4 <4
" CRO <4 <44 oy 4 < 4

Cada valor expresa el cociente entre el valor de CMI de cada
‘antibiético solo con el valor de CMI de ese antibiético + inhibidor
tal que un cociente mayor o igual que 4 supone una relacién
sinérgica entre ambos antibiéticos frente a cada cepa 4.
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CUADRO RESUMEN DEL EFECTO_SINERGISTICO, EN LA

CEPA Escherichia coli 2A.

A.C. SL. | CX. CB. ED'IY‘A’ pPCMB
CR <4 4 8 8 <4 <4
FOX <4 4 8 e (4 <4
HCA.Z ca g - 16 s 8 < 4
CTX < 4 4 16 < 4 8 4
20X < 4 8 8 8 - 4 <4
CRO < 4 <4 4 4 - 8 < 4

Cada valor expresa el cociente entre el valor de CMI de cada
-antibiético solo con el valor de CMI de ese antibiético + inhibidor,

tal que un cociente mayor o igual que 4 supone una relac;én'

sinérgica - entre ambos antibiéticos frente a cada cepa 24,
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CUADRO RESUMEN DEL EFECTO SINERGISTICO EN LA

'CEPA Morganella morganii 3A.

A.C. . SL. CX. CB. EDTA pCMB

CR <4 4 16 8 4 < 4
FOX <4 32 8 8 "<4 <4
CAZ <4 8 4 < 4 <4 <4
.v'_c:.'i'x'<4 ' <4  16 < 4 <-4 ¢ 4
»zox‘ <4 4 ‘0 <4 <4 a4
CRO < 4. '<{4  4 < 4 <4 < 4

Cada valor expresa el cociente entre el valor de CMI de cada
~ antibiético solo con el valor de CMI de ese antibiético + inhibidor,
tal que un cociente mayor o igual que 4 supone una .relacién
sinérgica entre ambos antibiéticos frente a cada cepa %,
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: Tambiéh ensayamos el. efecto ‘inhibidor del
Aztreonam cuyos -r'é,sliivtajdbsv se. inuestr!a-h‘»ei'l los Gréaficos 4, 5 y 6,
donde se observa que p'ara las tres cepas, -Citrobacter frédndii 1A,
'Eschenchza c011 2A ¥ Morganella morganu 3A, el Aztreonam mostré
.un efecto smérgmo .en todas las asoc1ac1ones» de anublétlcos
19,20,21,22,24 y _su_pe-'ric;r al efecto de los otros v.:inhi‘bidor_es.

-'El ‘:'segundo protocolo ensayado es sencil].o. Yy en

nuestra expenencm los resultados fueron comparables a los del

:'anterlor Con51ste en mclulr en el Ant1b10grama por el método de

dlfu516n en agar d1scos de Amox1c111na + Acido Cla.vulé.mco (AMC) y

de Amp1c111na (AM) Y observar si las- cepas se muestran resmtentesi

"_a los dos anhbléhcos o por el contrarm son re51stentes a la AM
pero sen51bles‘a la accién de la asoc1ac1én AMC 9.5l Los resultados
se muestran en las Tablas XVI, XVII |

“ Lasv cepas C1trobacter freundu 1A, Escherichia
coli 23 y Morganella morganii 3R, fueron resistentes a AM y también
.’a AMC, coi; 10, qu‘e no-tuvo efecto inhibidor el A::cido Cla.\./ulanico En
estas tablas tamblén incluimos la sen51b111dad de estas cepas a los
ammoglucomdos,' resultando que son sen51b1es a la Am1kacma (AN),
‘Gentam1c1na (GM),,_ Tobramlcma (TM) vy Netilmicina (NET) 6. Son

numerosas las_' referenc1as bibliogréﬁcas ‘que muestran como

plasmidos cod1f1ca.dores de beta lactamasas de amplio espectro se

transfleren conJuntamente resistencia - .a Aminoglucésidos,

Sulfonamidas, - Tetraciclina y  Cloramfenicol  '12,73,77,78,91,135
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Valores de CM! en %

'GRAFICO 4. COMPARACION DE INHIBIDORES.
En ia cepa Citrobacter freundii ‘1A.

220

16571
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" CR FOX  CcAz  CTX | » CRO
~ CMI de cada antibiético solo, es 100 |
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Valores de CMI en %

' GRAFICO 5. COMPARACION DE INHIBIDORES.
En la cepa Escherichia coli 2A.

220

CMI de cada antibidtico solo, es 100
B sivn EA +ATM
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Valores de CMI en %

GBAFICO 6. COMPABACION DE INHIBIDORES.

En la cepa Morganelta morganii 3A.

220

CR . FOX CAZ LoTX
' CM! de cada antibiético solo, es 100

sV +ATV

+A.C. [J +cx.

CRO
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- ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDADES A ANTIBIOTICOS BETA- .

LACTAMICOS, AMINOGLUCOSIDOS, TETRACICLINA Y

SULFONAMIDAS.

SXT:

- 185 -

C. freundii 1A E. coli 2A M. morganii 3A
AM o 0 0
AMC 0 0 0
AN 27 23 23
TM 25 24 23
GM 23 22 24
NET 27 22 26
TE 28 22 22
SXT" 34 24 20
Valor de los halos deLinhibicién en mm.
AM:  Ampicilina. NET: Netilmicina.
AMC: - Amoxicilina/A. Clavuldnico. TM: Tobramicina.
AN: Amikacina. . TE: Tetraciclina.
Trimetropin/Sulfametoxazol. GM: Gentamicina.
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ESTiJDIO DE_SUSCEPTIBILIDADES A ANTIBIOTICOS BETA-

LACTAMICOS. AMINOGLUCOSIDOS TETRACICLINA Y

SULFONAMIDAS.

E. coli 2B -

SXT: Trlmetropln/Sulfametoxazol

186 -

C. freundii 1B M. morganii 3B
aM 0 0 0
AMC 0 20 0
AN 24 23 22
™ 22 9 23
GM 24 20 | 24
NET '27 10 . 26
23 0 25
SXT . 29 0 25
Valor de lo;s‘} ﬁ_\'aloé ci.e inhibicién en mm.
AM: | Ampicilina. 7 TM Tobramicina.
AMC: Amoxicilina/ A. Clavulémco NET: Netilmicina.
AN:. Amikacina: ‘TE: = Tetraciclina.
'GM:  Gentamicina.
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©141,150,169,171,1725174 “* Tabla XVI.

" Asimismo, comparamos estos resultados con los

’ob'tenidos para las cepas sensibles’ del grupo B, 'resﬁltando que :

.= C:ltrobacter freundii lB Y Morganella morganu

2B se mostraron re51stentes aAMy AMC y sensibles a AN, GM, TM '

y NET Frente a estos ant1b1ét1cos presentaron el mismo patrén que -

_sus homélogasen el grupo A. La coexistencia de cefalosporinasas Y
~ resistencia a aminoglucésidos es muy rara 172,
- Escherichia coli 2B fue sin embargo resistente a

AM pero sensible a AMC. Asimismo fue sensible a GM y AN pero

resmten’ce a TM presentando un patrén dlferente a su homéloga del

grupo A (la cepa Esahenc}ua colx 2A) Tabla XVII

'Con . estos datos referentes a la accién de -

"sinergismo de los 1nh1b1dores, las cepas del grupo A as{ como las
' cepas 1B Y SB deberian sus re51stenc1as a cefalospormasas Puesto
que: - S T

V;'_En las cepas del grupo A no hay sinergismo en

las dife'rentes asociacibnes con A. Clavulénico, pero s{ con

Cloxacﬂma y en menor medida con Sulbactama El efecto 1nh1b1dor

del Aztreonam fue - notable

| o .~ - Estdn descritas en la literatura la existencia de.
cepas C. freﬁndﬁ Y M. morgann, ademas de otros Gram-negativos de
orlgen hospltalarlo, re51stentes a las cefalosporinas de amplio
»espectro por cefalospormasas de alto mvel 50,

- En las cepas lB Y 3B el A.C. no tuvo efecto

’inhib'idor. '

- ‘41.87 C -
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En la cepa E. coli 2A podria ocurrir el mismo tipo
de rgsistencia_ que Ven las.- cepas 1A y 3A. Se han descrito estas
enzimas en E. coli, #obfé todo como causantes de resistencia a CR,
por hiperproduccién de cefaloqurinasas gue - también podrian
‘condicionar la resistencia a ‘nuevas cefalosporinas, circunstancia
fnés recientemente descrita en cepas de oﬁgen hospitalario 9,

| Es _mas ffecuente su descrip:cién como resultado
dé' los experir‘nentos, in vitro de’ obténéién de E. coli
multirresistentes 5,65,67,106,107,113,114;113,123,157.167,181, |

- Todas ellas son sennsibles a los éminoglucésidos,
lo que apunta a gque sean resistencias ‘de origen cromosémico,
puesto que las résistenci_as de origen plasmidico a cefalosporinas
(fbeta-iactamasas‘ de ampﬁo »éspAectro) suelen estar junto con genes.
codificadores de fesisfencia a los aminoglucésidos y 60transferirse

’

de forma conjunta, en general con un rango de frecuencia de 10-4

a 10-6 15,16,26,27,119,137,140,141,180,

'
f ¢

'La cepa Escherichia coli 2B, inhibida su

resistencia a la Amoxicilina por el Acido Clavuldnico y con

résistencia a TM, podria explicar Su resistencia pof_ -penicilinasas de
orit-;elnb'plésmic'lico . En ais_l‘amiéntoéde E. coll la. causa mds frecuente
de resistencia a Ampiciiinai Y Cefalotina son las penicilinasas 97,
Confirmamos -la‘ presencia de vbeta—lactamasas en
estas cepas. niédiante" el método Acidimétrico én sus dpS tipos
descritos en Material y Métodos, resultando posi‘tiv‘o pafa todas las

cepas ensayadas.
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INDUCIBLES O CONSTITUTIVAS.

El segundo paso en nuestra- 'im?esfig‘é.c:ién, fue

‘conocer si _estas' beta-lactamasas eran inducibles (en las

‘clasificaciones actuales sélo son inducibles en enterobacterias las:

cefalosporinasas en'-ceplas no desfeprimidas) 20:21:112'143.
Para este estudm utxhzamos dos protocolos de

~Ant1bmgrama cruzado.

Lo Empleando a su vez dos vanedades ’cal como |

‘descrxblmos en Materlal Yy Métodos. Los resultados se mueqtran en.

los Gré.flcos 7,18, »9, 10, 11, 12

"Tanto 'en los antxbxogramas por el mé*l:odo de

dilucién en. agar ° ‘por el método de d1fus16n en agar en la cepas
'del grupo A con - FOX o IPM 1ncorporadas 68 en ambos casos en

concentracxpnes de 32 pgr./ml. y de 0’03 pgr./ml. respectivamente

para las cepas d'el grupo A, no hubo un aumento apreciable de los

" niveles de resistencia en las cepas referidas, C.ﬁ"eund.u 1A, E. colz

2A, M. morganii 3R, segun estos re'sultado‘s' el valor de la CMI para

" cada cepa frente a cada antibiético no disminuyé en ningun caso y

-, que tampocc':.'hubo*len ningyun caso un 'aumento en mm. de los halos

ﬂ‘de 1nh1b1c16n en presencm de los mductores (FOX e IPM) Los
coc1entes entre el valor de CMI de cada cepa frente .a cada

~ antibiético y el valor .de CMI para la comb1nac1én de antibiético +

inductor fue s1empre menor que 4 (en casi todos los casos fue .

1gua1 aly temendo en cuenta que antagomsmo e mduccu‘m son

dos conceptos equlvalentes podemos decir que no hubo 1nducc16n
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GRAFICO 7. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
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GRAFICO 8. EFECTO DE LOS INDUCTORES.

En Ia cepa Citrobacter freundii 1A.
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Valores de CMI en escala log.
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GRAFICO 9. EFECTO DE LOS INDUCTOBES.

.En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 10. EFECTO DE LOS INDUCTORES.

En la cepa Escherichia coli 2A.
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H

Valores de CM! en escala iog.

GRAFICO 11. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
- En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 12. EFECTO DE LOS INDUCTORES.

En Ia cepa Morganella morganii 3A.
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ni .con FOX ni con IPM. En una 51tuac16n de resistencia por beta-

lactamasas Tlpo I en mutantes desreprimidos la producc16n de estas
cefalosporinasas Pasa a ser semiconstitutiva o  totalmente
constitutiva, no muestran resistencia a inductores fuertes como el

. IPM, pero sf a FOX que también es un inductor fuerte 35,89,139,

Si comparamos estos resultados con los de las

cepas del grupd B observamos que si hubo un efec'to antagénico y’

por tanto 1nductor de FOX e IPM. Como mostramos en los Graficos
13, 14, 17 Y 18 que corresponden a las cepas
" - C. freundii 1B. .
- M. morgém'i 3B.
Asf, en C. freundii 1B, sensible a CAZ, CTX, ZOX';
CRO, ATMﬂe iPM .sé ‘in‘cremento’ cohsiderableménte ‘la fesistencié. a
estos antlbmtmos en presenc1a de FOX dlsmmuyendo sus halos de

1nh1b1c1én en 4 o mas mm. y espec1almente en presenc1a de IPM, que

_mostrsé mayor efecto inductor que FOX 3.%.89 ; con IPM los halos'-f

‘A de inhibicién pasaron de valores superiores a 20 mm. a valores de
0 mm. o < 10 mm. Los- valores de CMI para estos antibiéticos
también mdstraron el mismo. comportamiento, con un aumento de mas

-del cuadruple (= antagonismo) en el valor de CMI en presencia de

IPM Graficos 13 y 14.

- 196 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



.~ En cuanto a M. morganii VSB, en este caso IPM
también. sve mostré mas efectivo como- inciucfbr que FOX, Graficos 17
y 18. Esto es; 'caraci:gristicp en las betgflac;tamaéas Tipo I de la
Clasificacién .d‘e Richmo»nd Y Sikesb éefélosporinasas.

- -Sin embarjo, destacamos>que‘ para CR y FOX
no hubo vinducciénv apreciabie (disminqcién del wvalor de CMI al
menos en 1/4) ni por f‘OX ni por I‘.PM‘- en ninguna de»estés cepas,
pero es ,p;rec_isamente', 'pamrest'as cefalosporinas frente a las que
. ambas cepas _'muestfan 'una' r_nayor‘" resistencia con CMI > 2048
ugr./ml. frehte aCRy con CMI de 32 pgr./ml .y > 32 ugr./ml frente
a FOX. | |

 — E. coli‘2B mostré un comportamiento diferente y

no fue inducida por FOX ni por IPM, no'vafian'do en absoluto sus

halos de inhibicién para ninguna ‘cefalosporin"a de las ensayédas ni

los valores de .CMI. ‘Por tagto, parece que las beta-lactamasas qué
posee no son inducibies, pero tamfo’cb tiene un alto nivel de
4r,"esistenc,ia ‘a las.: cefalosporinas, Graficos 15 y 16.

'E.s.tudiamos. también el efecto de los inductores en
la actividad. de las vbet'a—lactamasas, -para ello utilizamos extractos
enzimiticos ihducidds‘fcpn Cefoxitinq (FOX) y con Benzilpenicilina (P)
y la posible variacién dé lé actividad ‘de estos extractos mediante:

“ - —'-;El Método Microbio'lévgico.
- El estudio de la Actividad espectfica con el

- método acidimétrico-espectrofotométrico 167,168, -
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Valores de CMI en escala Idg.

GRAFICO 13. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
En la cepa Citrobacter freundii 1B.
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GRAFICO 14. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
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GRAFICO -15. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
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GRAFICO 16. EFECTO DE LOS INDUCTORES.

En la cepa Escheric

ia coli 2B.
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Valores de CM! en escala Iog

GRAFICO 17. EFECTO DE LOS INDUCTORES.
En la cepa Morganella morganii 3B.
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Los. resultados del Método Mlcrobmléglco se
muestran en 7 XVIII XIX, XX, XXI, XXII XXIII Se observa que para

mnguna de estas tres cepas, C. freundii 1A, E. coli 23,

M. morganii 3A, aparece un aumento de la actividad en los eXtractosr

' 1nduc1dos respecto de los no 1nduc1dos (existe act1v1dad enz1mét1ca
‘contra c1erto antxbxétlco cuando en presenc1a de cierta cantldad de
enzima se produce una dlsmmuc1én del halo por debajo del valor

estandard medla— 2 X desv1ac16n tipica de los halos control‘v 132,

El Método Mlcroblolégmo nos permite ademas una
valorac16n semlcuantltatlva -de la actlv1dad enzimatica:
‘ - Para todas las cepas del grupo" A hubo

'act1v1dad 1nh1b1tor1a de los extractos enzméhcos frente- a los

, antlbmtlcos ensayados
- Para las tres cepas 50 Hl. de enzima
consiguiéfén A-'uv,n_a disminucién en mm. de los halos de inhibicién
.i’gtia;l’o suiil'pbe_rior‘ a 50 % fesi)ecto ‘del valor estandard, para FOX,
CAZ, ZOX, para CTX >25%.
i - Frente a CR todas con 5 ul. consiguieron una
o d15m1nuc16n del halo en un 100%.
- Menos activas se mostraron frente a ATM y
CRO, en las .. cepas lA Y 2A, con disminucién respecto dell valor
. esﬁndard‘ de menos del 25%. Sin embargo, frente a CRO el’extracto

. enmmé.tlco de la cepa 3A cons1gu16 una d1sm1nuc1én respecto del

‘ valor estandard de un 100%

- 204 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



. TABLA XVIIT.

-_M'}:-:'rono 'MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Citrobacter freundii 1A, CON:EXTRACTO NO INDUCIDO.

“Extracto énzimétit’;_o en microlitros

Control Media - 20

- 10

.50 de

25 50 |
"enzima inactv.
CR 0 o 0 0 19 ‘1‘6_
FOX 12 9 0 0 22 23
CAZ 29 28 27 20 .36 35
CTX 35 33 _36 20 39 33
20X 36 3% 26 0 41 40
-...G‘RO 34 31 27 25 34 32
| ATM 33 32 a7 25 ' 36

Vai@r de los halos de inhibicién en mm.

205

33
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METObO‘ MICROBIOLOGICO PARA. LA' CEPA

Citrobacter freundii 1A, CON EXTRACTO INDUCIDO.

‘Extracto erizimét_icb en microlitros Contrqll Media - 20

5 10 25 50 50 de
' ' enzima inactv.

cR 0 v, 0 0 0 19 16
’.FOX' 14 - 10 0 0 22 23
;:-c'Az 30 30 27 20 3 35
etx 36 30 30 20 3 33

ZOX 36  36 .26 0 41 40
cro 38 32 27 25 34 32

ATM 33 . 322935 36 - 33

" valor de los h'alosn. de inhibicién en mm.
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~ METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

_ Escherichia coli 2A, CON EXTRACTO NO INDUCIDO.

Extracto "ehzirnaﬁéo en microlitros  Control Media - 2

5 10 - 25 50 50 de
' s enzima inactv.

CR o o o o 19 16
FOX 13 ":*11 0 0 22 23
»-'cis;z-:‘;j 3433 o 37 35
‘c:;rtx 35 32 28 5 37 38
20X 40 30 0 o 41’_»’ 40
CRO ~ 34 _3}_4_-’_' ‘7_... 34 2 37 32
ATM 38 38 .38 35 38 | 33

Valor de los halos de’ i‘nl_ﬁbici_én ‘en mm.
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TABLA XXI.

METODO MICROBIOLOGICO PARA LA':RCEPA -

Escherichia coli 2A, CON EXTRACTO INDUCIDO.

Extracto enzimatic:o‘ en microlitros Control Media - 20

5 10 - 25 50 50 de
‘enzima inactv.

CR. o o0 0 0 19 16
FOX 10 10 0 0 2_2’ ' 23
CAZ 33 33 25 20 | 37 35
CTX 37 33 30 25 37 33
ZOX 40 ’; 3 0 o 41 . 40
CRO 34 34 34 29 '37 32
ATM 38 38 38 35 I 33

Valor de los ‘halvo‘s de inhibicién en mm.
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METODO MICROBIOLOGICO PA.RA LA CEPA

Morganella morganu 3A CON EXTRACTO NO INDUCIDO

Extracto gfxziméti’co en microlitros ‘Control Media - 20

5 10 25 50 50 de
enzima inactv.

CR o o .0 o s
FOX 15 - 13 o - o ' o 23'., 23
CAZ a 15 o o0 s 35
etk %6 34 20 0 39, 33
20X 28 24:. o o0 39 40
cRO 3% 20 " 18 | o 36 32
atM L 35 34 33 40 33

Valor de los halos-de inhibicién en mm.

- 209 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



. TABLA XXIII.

METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Morganella morganii 3A, CON EXTRACTO INDUCIDO.

Extracto enzimético en microlitros Control Media - 20

5 10 25 50 50 de
: : enzima inactv. }

CR o o - o0 o 19 16

FOX 15 13 0 0 o 23 23
caz 19 17 0 Y 35 35
CTX 39 38 20 : 0 39 33
ZOX 28 I 0 | 39 40
cRO 35 22 18 o % 32
- aTM 36 % 34 33 40 33

Valor de los halos de inhibicién en mm.
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' Se compararon estos resultados con los obtenidos
para las cepaé ~sensibles del .grupo B. Tablas XXIV, XXV, XXVI,
* XXVII, XXVIII, XXIX, resultando que :

'~ Para -la cepa C. freundii 1B, cuando utilizamos

el extracto no inducido encontramos que sélo hubo una actividad ..

inhibitoria del 100% con 5 pl. frente a CR. Para FOX con 50 ul. sélo

cons_igfuié producir una inhibicién del 13%, y ffente al resto de los
ahtibiéf:iéos- no h\ibQ actividad apreciable o qu e menor del 10%. Sin
_embargo, cuando’ ‘ve'nsayamos el extracto-eﬁzimético inducido de la
' rrﬁsma cepa encontramos que la act1v1dad 1nh1b1tor1a con 50 pul. fue
cercana o superlor al 50% frente a FOX, CAZ, ZOX y superior al 25%
: frente a CTX. | '

T - ’Frente a la cepa M. morganii 3A, OEur'rié de
forma similar al anterior, mo’stfanciu el extracto inducido una
incrementada ‘ac‘tiviAdéd inhibitoria frente a FOX, CAZ, 20X y CTX,
vres'-p'ecto a laAacti"\).id‘avd dél extracto no in"ducido. |

- Frente 'a la cepa E. coli 2’B, el extracto inducido

no mostroé mayoirﬂ actividad inhibitoria frente los anti]aiéticos.

ensayados que el extr'acto no inducido.

N\

A la vista de estos resultados la produccién de

.-beta lactamasas es constltutlva én las tres cepas del grupo A e' «

1nduc1ble en - las cepas del grupo B, excepto en la cepa E. coIz 2B

56,89,
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TABLA XXIV.

~METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

" Citrobacter. freundii 1B, CON EXTRACTO NO. INDUCIDO.

Extracto enzimatico en'microlitros Control Media - 20

5 10 25 50 50 de _
enzima inactv. .

CR 0 0 0 0 B 20 16

FOX  2"8 S, 26 24 23 
" CAZ 34 34 33 - 33 33 35
. CTX 39, 37 33 33 36 33

20X 48 43 43 42 43 40

cRO 35 4 ;m ;3 ®

ATM 33 33 EE 33 33 33

Valor de los halos de inhibicién en mm.
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. METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Citrobacter freundii 1B, CON EXTRACTO INDUCIDO.

Extracto enzi‘n{ait‘ico' en 'nﬁcroﬁtr'os Contfol Media - 20

L5

5 10° 25 . 50 50 de
: " enzima inactv.

CR o o o 0 20 16
FOX 25  ‘2.4. 16 13 | 22"_"' g
V'CAZ'V', Y 32 ! 19: 32 35
c*rx 39 - 35 30 25 . 35 33
zox 38 . 35 28 23 41 40
§ CRO 34 a0 28 34 32

CATM" 35 35 35 35 34 33

Valor de los halos de inhibicion en mm.
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“METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Escherichia CQI.iA 2B, CON'EXTR.ACTO NO INDUCIDO.

Extracto enzimatico en microlitros Control Media - 20

5 10 25 50 50.de
: : . enzima inactv.

R o »_o o o 0 16
FOX 22 : 122 22 | 22 | | 23 23
. CAZ 34 34 34 - 34’ | 35
ci‘x 36 36 36 3% 37 33
" zox 38 38 | 38. s 39 a0
‘RO - 88 33 . 83 33 33 33
ATM 35 35 35 35 - 24 34

Valor de los halos de ‘inhibicién en mm.
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TABLA XXVII.

E METOﬁO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

N .
Escherichia coli 2B, CON EXTRACTO INDUCIDO.

Exﬁ’acto enzimitico en microlitros - Control Media - 20

5 ‘10 25 50 50 de
' enzima inactv.

CR o Lo o 0 0 16
FOX 22 22 22 '2‘2  © 23 23
 CA.'Z 3. 33 33 33- 33 35
CTX 3 I 37 o m 33
Z0X 41 4 4 4 4 40
CRO 33 a "33 33 32 3 R
Aer 37 '3t7 37 37 . 37 33

Valor ‘de los :halos de inhibicién en mm.
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TABLA XXVIII.

METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

- Morganeya ,‘morg'anii 3B, CON EXTRACTO NO INDUCIDO.

" Extracto enzimatico en microlitros: -

Control Media - 20

"33

Valor de los halos de inhibicién en mm,

216

10 25 50 50 de
enzima ingcty.

CR 0 0 0 0 120 16
FOX 24 23 20 16 . 24 22°
caz 33 32 ".32 32 33 33
- CTX 38 38 38 38 38 37
ZOX 41 41 41 41 42 40
CRO‘ 34 34 34 34 34 33
ATM 33 33 ?3 33 33
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- METODO' MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Morgané].la mofgép’ii SB;; CON EXTRACTO INDUCIDO.

Extracto enzimatico en microlitros

Control Media - 20

50

50 de

Valor de los halos de inhibicién en mm.

217

10 25 A
' enzima inaqtv.
_ CR 0 "o'_- 0 0 18, 16
' 'FOX 25 23 16 13 - 25 22
CAZ 32 'é‘z‘ 21 18 32 33
cTX - 37 35 32 26 37, 37
ZOX 40 35 0 0 i 40-
CRO 34 %4 33 - 36‘ 32 33
ATM 32 32 132 32 32 33
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También valoramos la actividad enzimatica K en

"+ términos de AEﬁVidad Especifica (micromoles de sustrato

~ hidrolizado -/ min. /mg. de proteina), paraiﬂello calculamos las tasas

de hidrélisis.de extractos enzimaticos ‘inducidos con FOX YyP vy no)

indt_icidos, de ‘c':"adav‘cepa del grupb A y del gripo B Gréficos 19, 20,

: 21, 22, 23, 24. Hallando a partir de ellos los valores de Actividad -

. Espeéiﬁca. _

. La Actividad Especifica fue frente a CR y FOX

'p"‘ara‘las tres -ce’ba‘éf del grupo' A, mayor a la de la'_Benzilﬁenicilina :

tomada en nuestro caso como valor 100, ello es caracteristico del

E per“fil‘ de 'hidrélisis que presentan la cefalosporinasas, y algo menor
paxf& el Aztreonam :( lé.srv enzimas Clase I ﬁene'n una gran afinidad
por las cefaldsbérinaé dei"ainplip -es;;ectrq, aunque las vhidroli:z_an mas
lentamente"q#lé“a las de 12 ‘y':2§ : genefaciéh). A d»iférencia de las
bétaflactamasﬁs de amplio espectro en- las que la hidrélisis de las
penici{inas es superiof; a la de 1a5 cefalosﬁofinaé (son el otro gran
grupo de : befg—lgctamasgs,, codiﬁcadas - plasmidicamente,
' - responsables en é:lgﬁnas< ocasiones de las resisi;encias en bacterias

.Gram-negativaS' . 1;. algunas' de las cefalosporinas .de 32 generacién,
y que son fugrﬁemente inhibidas por el A. Clavuldnico) 73,142,

" Hubo una notable diferencia . entre estos valores,

» y los valoreé_fde‘ Ac’giVi_da.d Especifica paré lav'cepas_del grupo B, -

‘, especialmenfe frente a las cefa'lospdrinas de _'32. generacién
ensayadas, tal"qué sus valores fueron de 100 a 200 veces inferiores

a los de 'sué: hb_mélogas.en el grupo A 9%,
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GRAFICO 19. TASAS DE HIDROLISIS.
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GRAFICO 20. TASAS DE HIDROLISIS.
* En la cépa Escherichia coli 2A.

Hidrolisis respecto a la Penicilina.
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GRAFICO 21. TASAS.DE HIDROLISIS.
- En |a cepa Morganella morganii 3A.

200}

1501

1004

50

i .
—

-t

e

CR

FOX CAZ cTX zox

Hidrolisis respecto a la Penicilina.

I 34

" CRO

-~

ATM

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



00z ‘eubia edsjoliqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun ©

S T s v _ | =
. 0% : | S
. . S,H,w ‘ o : .

N

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Q
N
T

oooooo
mmmmmm



002 ‘(61 B2910110IE “BUBUED UBJS) 8P SEW(ed SET 9P PEPISISAUN ©

////////-m _




GRAFICO 24. TASAS DE HIDROLISIS.
Ex la cepa Morganella morganii 38B.
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Los extracfos iﬁducidos con FOX y con P para las
| cepas del grupo A no mostra.ron una Actxv1dad Especiﬁca su]aerlor a
la de los extractos enz1mé.t1c:os .no 1nduc1dos, tal Yy como se aprecxa
por' los coeﬁcxentes‘dev'mduccxén cu.yosﬂ valores son inferiores a 2.

. Ello _redun'_»da en ei significado de los:resultados para estas mismas

. cepas del métodd micr.obiolégico, es decir en la sintesis constitutiva

'de estas ‘enzimas 35 ,128,

Sm embargo, las. cepas C freundn 1B y la cepa -

M. morgann 3B mostraron un mcremento notable en sus valores de

Act1v1dad Especifica con los extractos enz1mé.t1cos inducidos con

coeficientes de induccién ‘superiores ‘a 10 56,89,117,157,192, No

 : ocurné 'asi .para E coli 2B, cuyos.‘ valores no se viéron
~1ncrementados con el uso de extrac’cos inducidos. |

| Estos resultados, Tablas XXX, XXXI, XXXIL, XXKIIL
X1V, ‘XV_ csnfirmaﬂ __71651 obte’nidoé : por los métodos anteriormente

expuestos.

Estudiémgs por. el miqu método utilizado pa.fa lés,

'ta.sas_ de hidrélisis‘, la- yariacié_n_ que diferentes concentraciones de

inhibidoreé pfoducian sobre la hidrtéliéis de las cefaldéporinas por

~‘las enzimas. Los resultados se muestran gréficamente en valores de_

% de mh1b1c16n para cada concentracuSn de 1nh1b1dor ensayada
frente ';al extracto enzxméuco de cada cepa durante 12 minutos,
Considefjamos que. existe in_hibiciéh ~ cuando con  una

concentracién inferior a 20 micromoles de inhibidor
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TABLA XXX.

' ACTIVIDAD DE LAS BETA—LACTAMASAS

EN LA CEPA C. freundii 1A.

Actividad-. especifxca en mlcrogramos :

el o coeficiente de 1nducc16n resultante del cociente:
actividad de la beta—lactamasa después de  induccién / act1v1dad de

la beta-lactamasa sin mduccn‘m

. minuto’ y por miligramo de - proteina

226 -

" NO INDUCIDO . 'INDUCIDO = C.L INDUCIDO  C.I.
| ~ CON FOX | CON P
LCR 118 91 13 60 0'8
_Fox  8s 62 0'7 55 0'6
Tcaz 62 67 11 64 1
- CTX 75 63 0'8s 59 o8
 z0x 89 74 0'8 64 0'7
CRO 47 42 0'9 48 1
ATM 20 15 0'8 | 13 0'7-

de sustrato hidrolizados por
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ACTIVIDAD DE LAS BETA-LACTAMASAS

EN LA CEPA E. coli 2B,

NO INDUCIDO INDUCIDO  C.L INDUCIDO  C.I.

CON FOX CON P

CR 417 329 0'78 305 0'73
FOX 184 170 0'92 126 0'7
CAZ 178 170 0'95 140 0'8
CTX 19 172 0'87 154 0'78
ZOX 193 177 0'92 150 0'78
CRO 27 41 1's 32 12
ATM 13 10 0's 9 0'7

Actividad especifica en microgramos

minuto y por miligramo de proteina.

de sustrato

C.I. o coeficiente de induccién resultante del cociente:

actividad de la beta-lactamasa después de la induccién /actividad

de la beta-lactamasa sin induccién.

227 -

hidrolizados por
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TABLA XXXII.

ACTIVD)AD DE LAS BETA-LACTAMASAS

'EN LA CEPA M. morganu 3A.

‘NO nmucmq . mbUCIDO  CL INDUCIDO  C
CON FOX . CON P
| CR 154 179 2 R 11
S.FOX 102 . 92 0'9 78 o'
caz 84 | 110 BT 0%
crx 70 B 104 0 1
| zox .72 e . 04 53 0'73
| ério"' ss 8 0'6 37 066
ATM 64 _53 os 37 0'57

" Actividad especifica en microgramos -. de sustrato hidrolizados por
mmuto y por miligramo de protefna.

CI. o coef1c1ente de 1nducc16n resultante del cociente:

. actividad de. la beta-lactamasa después de la induccién / actividad

_de la. beta lactamasa sin induccién.
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TABLA XXXTI. .

ACTIVIDAD DE LAS BETA-LACTAMASAS

* EN_LA CEPA C. fréundii 1B,

NO INDUCIDO =~ INDUCIDO CON FOX  C.IL

R 97 a2 1
Fox“} 83 " *.:.'. 107 s
dAz - 11 - s B ;'0'5
CTX 7 86 o 12m
20% 5 o e Cn

| . cRO. o8 18 S 162
ATM A T | e s

 Actividad especifica en mxcro'gramos .de sustrato hidrolizados por
- minuto Y por miligramo de proteina. . -

Cl. o coeﬂmente de 1nducc1én resultante del cociente:

actividad de la beta-lactamasa después de la 1nducc16n /actividad
.de la beta—lactamasa -8in. 1nducc16n
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TABLA va

ACTIVIDAD DE LAS BETA—LACTAMASAS

o

- EN LA CEPA E. coli 2B.

'INDUCIDO CON FOX

" Actividad especiflca ‘en microgramos

mlnuto Y por mlhgramo de proteina.

Cl o coefu:lente de induccién resultante del cociente:
~actividad - de la beta-lactamasa después de la 1nduccxén / acthdad

B de la- beta—lactamasa sin mduccmn.

- 230 -

de sustrato

_No INDUCIDO CI

', CR 14 9 0'6

| Fox o ‘o'i‘ : 0'15 0'75

- cAz 03 023 076
"'c'rx‘ 0 Ql 0

Z0X 05 0'35 0'7
" CRO 0o 0 0
ATM 0 0 0

hidrolizados por
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TABLA XXXV.

ACTIVIDAD DE LAS BETA-LACTAMASAS

EN LA CEPA M. morgani 3B.

No m_ﬁuc_mé_ * INDUCIDO 'cmi FOX _c.1."
c—:n“ 108 . 125 1'2
- Fox | 1'_16 153 1'4
cAaz 12 < . 15 o 9'5
'c'rx 2 47 23
Z0X | 36 o 123 3,4
CRO - :1'5.» - 37 25

ATM 04 | 13 - 325

- Actividad especifica en microgramos de sustrato hidrolizados por
. minuto y por m111gramo de proteina.

Ccl o coeﬁcxente de mduccn‘m resultante del coc1ente. , _
-actividad de la Dbeta-lactamasa después de la  induccién /actividad
- de la beta—lactamasa sin 1nducc16n o S
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.se consigue un % de inhibicién igual o superior al 50% tras 10

minutos ~de préincubacién del enzima con el inhibidor = I-50

20;2’2':24:113'1411 Gré.ficos del 28 al 99 del Anexo I.

De estos resultados destacamos q\ie‘ ‘bastaron

' Vc_oncenfra_cionés 0'03 .ugr./ml. (< 1 micromol) de Cloxacilina para

. ‘superar ‘ese 50% de inhibicién er§' todos los casos estudiados pair‘a
las cepas del grupo A. En ningudn caso ni con 20 micromoles de
A, Ciavulahicq se__obt-uv"o una inhibicién del 50%. Mostrando asf el

mismo patrén -quef?en el estudio de sinergismo ya expuesto.

En cuanto a Sulbactama en algunas ocasiones

alcanzé este 50% de iﬁhibicién pero con éoncentraciones préximas a
10 micromoles. En ‘eétudios sobre cep@s "sélvajés" no muta_nfes
productoras de cgfalospérinas a bajo nivel héy ‘diferencia entre la
', inhi.bicién por: SL-{:y AC, precisando concentraéionesh de éste ultimo
' 100 o 200 vecgsj‘sﬁperior.' a las de Suibadtama para la I-50 45,

Témbién ensayamos otros dos inhibidores, el EDTA y el

pCMB, ambos en concentraciones de 10 micromoles exclusivamente,:

los resultados se muestran en la Tabla XXXVI. En ningun caso hubo
un efecto inhib’iddr superior al 50% por ninguna de estas dos

sustancias Tabla XXXVI.

) Estos resultados siguen concordando con el -perfil

de inhibicién que. presentan las cef_alospcrinasés'ZO'?l.
A.'Compa”rando estos - resultaidos con los de los

-estudios de Sinergismo (Tablas XIII, XIV, XV) se observa que hay

- diferencia en cuanto al efecto inhibidor del EDTA, ya que mientras .
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que frente a las enzimas de C. freundii 1A y E. coli 2A no se

muestra jact:ivg como inhibidor, sin' embargo frente a las células

bacterianas entéras (en. el antibiograma) s{ se obsefvaL efecto .

sinérgico ‘en eSpecié.l frente a - algunas de las ‘cefalosporinas
ensayadas. Esta diferencia podria explicarse en que el EDTA ademés
de poder actuar -como ‘-inhibidor de' ‘ciertas beta—lactamasas, las que
necesitan iones de metales para su act.ividad 50:21:22 Y por su
carécter quelante de cationes divalentes puede actuar como un
agente permeabilizante al afectar a la estructura de ios
-lipopolisaCAridos de la membréna exterha 134, con lo que la
diferencia de resultados podrifa tener su justifvic.acién‘ ‘en que el
EDTA actuarfa en “éstas cepas como permeabiliiarite pero no como
inhibidor de sus beta-lactamﬁsas. |
i Otro  estudio que realizamos para la
- caracterizacién | de las beta-lactamasas de estas bacterias fue el
 c4leulo dél punto isoeléctrico (p.I.) mediante electroforesis enr gel
dé poliacriiamida I;or el método dé Vecoli %.178 y también mediante
electrofpresis én Phéstsystem b4, .usando ‘como fevelador en ambos
casos Niltr'ocefina 98,127, Resultando que: |
- C. freundii 1A, E. coli 2A, y C. freundii 1B
mostraron lin& sola bahda que tuvo en todas éllaé. un punto
iéoeléctrico > 7'7 segun el Phastsystem.'y ‘ségﬂn el método de Vecoli
en gél de poliacrilamida 8'7 Figuras 2 y 3.
‘. - La cepa M. morganii 3A, mostré una. banda

mayor de p.I._'> 7'7 mediante el Phastsystem Figuras 2 y 3. En el
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_ Isoelectroenfoque por el método de Vecoh tamblén aprec1amos esta
-beta-lactamasa y exactamente el valor de su p.L fue 7'8 s6.158
Figura 1 y Tabla 'XXXVI. |

| o= La cepa ‘M. morganﬁ' 3B, presenté .una sola

' »banda de -p. I > 7'7 med1ante el Phastsystem Figuras 2 y 3.

‘“- La cepa E'. coli 2B presenté una sola bcmda de

pI '5'4, F1guras 2 y 3
‘ Como vemos los resultados son_ equivalentes entre
"uno. y otro rh‘étodo, cqp la d_1fere‘nc1a de que en el Phastsystem

necesitamos sélo 10 pul. de mugétra §'20'4m'.inu’cos para realizarlo ¢4,
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TABLA XXXVI.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES EN LA HIDROL]_ZSIS Y p.I.

POR _ISOELECTROENFOQUE EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

El signo *

El signo +/- indica que la inhibicién con 10 micromoles

' CEPA AC. SL. CX. CB. "EDTA pCMB. p.I.
1A - +/- % * - - 8'7
zA _- x * * - - 8!'7
3A - +/- x x - - 7'8

indica que con una concentracién 10 ‘ micromolar del
inhibidor se consigue mas del 50% de inhibicién.

del |

inhibidor consigue con unos sustratos mejor que con otros el 50 %

de inhibicién.
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FIG. 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida para
la deteccion de beta-lactamasas.

Columnas A y B: Beta-lactamasas de M. morganii 3 A.
(Cada columna contiene tres muestras de) mismo extracto
enzimético)
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FI6. 3.

FIGS. 2 y 3. Microelectroforesis en Phastsysten.
Gel A. Columnas G y H, beta-lactamasas de las cepas de referencia de p.1. conocido.

6:
: Beta-Tactamasas de (. frewndi7 1B’ (mutante obtenida in vitro).
: Beta-lactamasas de ¢ Frewndi7 18.

: Beta-lactamasas de A morganry 38.

: Beta-lactamasas de £ co/i 8.

. Beta-lactamasas de . Frewndi’ 1A,

: Beta-lactamasas de £ coli A,

alaal— -0 3

Gel B. Columnas J, L, My N: beta-lactamasas de las cepas de referencia de p.l. conocido.

I:
Ji

Del plasmido pl0 18 ; H: Del plasmido AP 4

Beta-lactanasas de # worgan?7 3A.
Del plasmido £ ///; L: Del plésmido p 457 ; M: Del plésmido ptll 20
Del plésmido ol /4
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PAPEL ‘DE. ‘LA PERMEABILIDAD.

) Quer’iarﬁoé valorar el papel de la per;meabilidad en
'j~71as tfes cepas : | R o ' |
- - Citrobacter fi'g;Undii 1A.
- Eéc;ﬁericpja coii 2A
- ﬁoréaneﬁa- | morganii 3A.
\ C__:ompér_amos ] la. actividad = de los . extractos

enzimaticos ~con la de las células intactas tal como proponen

diversos autores 3. v"Par'a ello utilizamos el Método Iodimétrico,

expuestos en. la parte. de Material y Métodos. Resultados en las.

Tabla - XXXVII. Mostféndoée igual de activas fre-nte a la
| Benéil'penicil_ihé_ "'las- ) e'nvgi;nas de los extractos .enzimat_iqos como las
células,’ihvtac"tas de las 'cepas 1A, 2B, 3A, 1B y 2B. Sin embargo, la
reaccién fu; alg‘o- "mc‘;s,‘:lenta - con las células intactas que en

presencia dél'extracto' enzimatico de la cepa M. morganii 3B.

 ‘4 ,:Estud_iamos la :felacién existente entre los valores -

de CMI y los de Activi__dadevs' especificas, calculando los coeficientes
de correlacién llinéal 13,184 ya que un coeficiente de correlacién
lineal ' }'n‘uy‘ préximo .al valor absoluto de 1 para ‘una cepa

determin_ada, en tal relacién, es un dato indicativo de que las

" ‘resistencias ex’presada’s"fenotipicamante se justifican en la accién de

las enzimas de esa cepa. -
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TABLA XXXVII.

' METODO IODIMETRICO.

AGENTE ' TIEMPO DE REACCION VALORACION

Células de 1A ‘ < 15 seq. - +
Enzimas de 1A ~ < 15 segq. . B
Células de 2 _ g 15 seg. - +
Enzimas de 2A g 15 éeg. | o+
- Células de 32 .?:< 15 seQ‘. ‘ +
Enzimas de 3A < 15 seg. o+
Cél'ul‘asvd‘e’ 1B - < 15 seg. | +
- Enzimas de iB - < 15 se‘g. ‘ +
‘ Célulasr de 2B | R < 15 seg. +
"Enzimas de 2B - A” < 15 seq. +
v'Células de. 3B 1 min. | ' +
Enzimas de 35 <15 seq. | +
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Respecto de los coeficientes de relacién lineal en

las cép'a_S -del grupo A "yv del grupo B :

"= En Citrobacter freundii 1A . r=0'7

- _E'”n-:Escher_ichia. coli 2o “ r=0'75 -
- .En__Morg_éneua morganii 3o ., r=0'92

- En Citrbbaétgr freundii 1B. r=0'84

- En FEscherichia coli 2B. r=0's1

- En Moz;ganeﬂa_.morganii 3B. r=0'65

En los eétudios de j~ndudcién ni la FOX ni lav P
- mostraron -en "es’tas cepé.s }lcar&ctér' inductor, as{ que enéayamos el
efecto de la P en el valor -de la ’_CM.I de las d.iferen’ces cepas a cada
" antibiético, -Ya_.g : ciue las - penicilinas  pueden tegef efecto
per»me'a.bilizante y es por tanto otra forma deﬂ' Valorar el papel de la

permeabilidad 135. ..:Pafa‘ ello combinamos con las distintas

concentraciones de anﬁbiéticds ensayados 32 pugr. de P. Los -

' 'résulta-doé tras 18 hora.;-de incubacién se muestran en lés Graficos
25; 26, 27. Tal como se observa :

- Ta_nt;; para la cepa Citr__obaéter freundii 1A,
como para la Cepa E ‘coli 2A, encontramos en presencia de la
~ penicilina, disrﬁinuYeron los. 'valo"resvde' CMI de estas cepas frente a

CAZ, CTX y FOX de forma notable.
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Valores de CMI en escala log."

GRAFICO 25. EFECTO DE LA PENICILINA.
- En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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Valores de CMI en éséala Iog.‘ '

1000

" GRAFICO 26. EFECTO DE LA PENICILINA.

- “En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 27. EFECTO DE LA PENICILINA. '>

En fa cepa Morganella morganii 3A.
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- En M. morganii 3A, el efecto del la P sobre los
valores de CMI fue escaso no aumentando sus valores pero tampoco

disminuyéndolos.

Podemos decir, que en la cepa C. freundii 1A vy

en la cepai E. coli 23, el paiael de la permeabilidé.d es un factor m4s
importante en el 'orié'en de la resistencia a las cefalospc»rin&s Y
‘Aztreonam, que en 'l'a cepa M. morgam’i 3A. La conjunci&h de estos
dos factores en ce:p"as‘de- ex_iterobacterias‘mutantes hiperprﬁd'uctoras
es. posible 62%,  Pero también puede _colaborar el‘ fenémeno de
"trapping" o "efecto’ espohja“, originédo por el exceso de enzima
presente en el espacio periplasmico, que érea una | barifera no
‘hid«rolitica 53:62f87:9?:160»1'76,179. : .Estos dos factores 'explica]rian esa
| diferencia qﬁe mantie_neﬁ 'sﬁs j}alores de r respecto de 1.

En resumen, la menor permeabilidad de membrana
no es por si_misma -suficiente para" determinér .la resistencia a los

ahtibiéticos (no fue capaz de variar el resultado del ~método

iodimétrico) y afecta mas a la resistencia a antibiéticos como CRO y

ATM que pénetran’ peor a través de la membrana externa, como |

vimos por el Métqdo Microbiolégico 61.88,188,

| En M. morganii 3B su valor de r= 0'65 expresa
una mayor actividad h;droliﬁca frenteva FOVX-V que a CR, debiéndose
el mayor valor de CMI freni_:_e a 'C'R' a ottos .factdres, penetracién por

las caracteris_ﬁicas de 1& molécula,...
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_En la .caracteriéacién' de las beta-lactamasas, -p_or |

todos lps* result.ados-‘previvos pa.recé 'que nos encontramos .a‘n'te beta—
' lactamééas de :o-x:i'geri éromosémico’ eh las' cep.as. en éstudfo excepto
para E. coli 2B Pero queriamos determmar de ~una forma _mas
directa - esta h1p6te51s, para ello estudxamos si estas cepas portaban
pl&smldos, y si’ las | reslstenc1as que - presentaban'~ a las

‘cefalosporinas ‘eran transmisibles:

- ’En el estudio del ADN plasmidico enco'ntram'os”

los resultados que muestran las Flguras 4, 5,6, 7 y 8. En las

re51stenc1as a cefalospormas de amplio espectro cod1f1cadas por

plasmidos de. alto peso- molecular, superior a 50 Kb. y frecuente—l

mente superioreé a 80 Kb. 26,27,29,137,148,180 en nuestro caso en
las cepas que pr;és'entaroh plasmidos éstos eran de peso molecular
inferior a 50 ~kb.., lés icepas de C. freund.ii 1A y 1B no presentaron
plésmjdds. La 'cepé : E coli 2B ’fue la Gnica que presents un

plésmid’b de peso molécﬁlar dej’:”' 52 Megadaltons (Mg.), La cbepa M.

‘morganii 3A presenté un -unico piasmido de 33 Mg. y la cepa E. coli’

2A presenté té.mi:ién un Sdl_o ‘plasmido de 21'4 Mg. La cepa” M.
_morganu 3B presenté tres plasmidos de 10'6, 4'7 y 3'8 Mg
- Para el céleulo del peso molecular sequimos el

- método comparatwo con plasmldos de P.M. conocido 29.149,152,189,
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F16. 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0'7%.
Muestras de ADN de peso molecular conocido:

h: Bacteridfago Lomdaa / HIN []]

B: ADN de £. colv pli/ .

C: ADN de £ coli pllZ ]
0: ADN de £ col7 R0 A

E: Pocillo control negativo
FyG: AN de £. freund)i 18
H: ADN de (. freundii 1B
[y J: AON de (. freundry 1A
K: ADN de £ co/s ZA

y M: AN de 4. morganiy 3B

N: ADN de £. co/y 1B

N: ADN de £ co/iK 11 transconjugante de £ co/7 28
0: ADN de £ col7K 12

PyR: ADN de A wmorgani’ 3A

Sy Tl: ADN de £ co/i A
U: Pocillo control negative
V- ADN de £ freundri 1A
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Megada | tons

Lombda M 111

FIG. 5. Electroforesis en gel
de agarosa al 0'7%

Muestras de peso molecu lar
conociao

A: ADN de £ co/v V 51T

By C: ADN del Hacteridfage
Lambos | HIM 1]

D: AON de ¥ morgans7 3B

FIG. 6. Electroforesis en qe

de agarosa al 0'7%

A

ADN de £ coli K

transconjugante de £ co/r 18

]

".I_'H 'jE ' O/ [.
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A B CDEF G K |y

FIG. 7. Electroforesis en gel de

z agarosa al ('7%
. A: ADN de £ co/v 1B tras curacién
FresbEmeees B: ADN de ¥ morgansy 3A tras
. curacion

C y0: ADN de (. Frewndir 18

‘ .- r . 2
' ' ' ' ! C: AUN de (. Ffrewnd’y 18' ( mutante
> ' ; . ' . . obtenida in vitro)

Fy6: ADN de (. Freundyy 1A

H: ADN de £ co/i K12 transcon iugan
te de £. co/r 1B

I: ADN de £. coli 28

J: AUN de A worgantl 3A

FI6. 8. Electroforesis en gel de
agarosa al 0'7%.
A: AUN de A morganii 3A
6: ADN de A morganiy 3A tras
Curacion
ADN de £. colr A tras curacin
ADN de £. coli A
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RESULT}\DOS DE LOS EXPERIMENTOS DE CURACION

" Los ekperimentos de -curacién de realizaron con
~ todas .las cepas d.elv.grfupo A y la cepa E. coli 2B. Obteniéndese un
-brecimienfo supe,r‘ioﬁ 100. coionias' en las placas de MacConkey donde

debfan crecer las cepas curadas, cuando usamos Naranja Acridina

y los resultados fueron -negativos cuando usamos como agente

"curante" el vBromu’ro . de " etidio, del estudio de sensibilidad:

antimicrobiama de ,es_ta_s_coli_mias resulté :
- La,ce;;a E. coli 2B perdié su plismido que ya
no aparecié en la electroforesis de su ADN, y conjuntamente se

alteré su patrén de resiétencias, Tabla XXXVIII. -

Sm enibargo; tras ‘tres intentos sucesivos no
obtlii/imps 4a partir dé hinguna de las cebas .del grupo A cepas
.sensibles‘ a las cefalosporinas de 3a gengracién, pero si parece que
ﬁubo. pérdida de_ los'-‘p_lésn;ﬁidos éue portaban las cepas 2A y 3A, tal
, s como se a—precié en las Figura; 7 v 8 de los lgeles de aigaroASa.

. | Ahora”- el secjurido paso era | confirmar este
| caricter ,érpmoSérﬁico en %lg.s cepas del grupo A en sus -resistencia. a
. v:_lés :cefalosléqf.inals. Yy -vél‘ .,-:c‘;irac.t_ef p}asfni_dicp en la c::ép; E. céli 2B en
‘vsu resiétencié a lé. Ampiéiiina y a la',Cefalo,tinfa. vAPara”e'llc; v.r'e:élizamos

experimentos para transferir su material genético.

- 249 -
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TABLA XXXVIII.

PERDIDA DE RESISTENCIAS TRAS CURACION DE

.PLASMIDOS EN LA CEPA Escherichia coli 2B.

* Antibiético E. coli 2B inicial

Valor de los halos de inhibicién en mm. .

-+ 250 -

E. coli 2B
1000 pgr./ml de N.A.
~ Estreptomicina - o 0 16
Netilmicina . | 13 25
Amikacina v .23 23
: Tobramicina ' 9 21
o :_Erit;'dmicina o 9 9
cu;idamicina - 0- 0
Cloramfenicol 0 26
Gentamicifia L 20 - 20
‘Ampicilina - | 0 16
Ticarcilina 0 22
Cloxacilina o 0 0
Cefalotina S | 0 19
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'RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE

TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO. |

CONJUGACION':
-Se titiliZé _corﬁo éepa recéptora la Escherichia coli
K—lz »queI es resistente al Acido Nalidfxico con un valor de CMI de
128 p'gr.‘/ml. Y la seleccién de transcénjugantes se realizé en‘ placas
de‘ Agar MaéConkey conteniendo Acido Nalidixico a una concen-
"-.tra.cién de 100 pér./ml» y 100 ugr./ml. para CR, 50 pgr./ml. para
- FOX, ©para - el resto de las cefalosporinas ensayadas una
i éoncentracic\sn de 32 pgr./ml;, y 64 ugr./ml para‘Ampicilina. Los
resultados fuéfon: A | |
1. Que a partir de laé ‘cepas‘y 1A, 2A, 3A, 1B y 3B
ﬁtilizadas como cepas dohantes no se obtuvieron en las placas de
seleccién- 'ning\‘mav . 'colovr}ia de sus_" posibles respectivos
transconjugantes. que.‘hubiésen adquirido la '_resistencia a ninguna
céfalosporina a las que’ es;tas ceﬁas donan"ces_ son resistentes,
‘tampoco a la Ampicilina. | a
2 Sin‘_- embaréo,' el proceso de conjugacién sf se
produjo p_afa la cepa 2B, que transfirié su reéistencia é la
Tobramicina, Ampicilina y otras .penicilinas‘ 'y a la Cefalotina

conjuntamente Tabla _XXXIX.
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TABLA XXXIX

- PATRONES DE RESISTENCIA EN LOS TRANSCONJUGANTES.

E..coli K-12 Transconjungante de 2B

AN o0 ‘- " 0
"AVM: o 18 | o 0
TIC 25 : o
CB . 20 | | o
Mz 30 o 0
CR | 18 - | o
™ 27 e 0
FOX 22" IR -22
CAZ 30 ﬂ | 30
20X 40 | 40
' CRO | 35 o | 35

ATM ' ‘33 | 33

Valpr de los halos de inhibicién en mm.
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TRANSFORMACION:

Para este procedimiento se utilizé la cepa’

Eschenchxa coli HB 101 que tiene como marcador la re51s4l:enc1a a
_ la estreptommma Esta cepa tras convertirse en competente por el
procedlmlento que se expuso en la parte de Material y Métodos se
" . puso en. contacto coni el matema.l genétlco extraido de las cepas
_dcnantes med1ante el método de la lisis alcalma, y se comprobé que
'dxcha extracc16n habia sxdo efectiva medlante Electroforesis en gel
de Agarosa. Los resultados fueron:

| 1 Que en nlngun caso se obtuvxeron colomas de

cepas transformantes que’ hubiesen adq\urldo la res1stenc1a a las

cefalosporlnas a part1r -del materxal genétlco de las cepas donantes: -

1A, 2A, 3A 1B, BB

2. Pero si se obtuvieron transformantes para la

cepa 2B en la resistencia a la Tobramicina, as{ como a Cefalotina y

diversas penicilinas Tabla XL . -

- 283 -
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PATRONES DE RES'ISTENCIA PARA LAS TRANSFORMANTES.

E. coli HB-101

Transformante de 2B

- AM

TIC -

CB

Mz

' CR
TM
FOX

CAZ

ZOX -

CRO

ATM -

N 21
40
35
34
20

- 25
33
37
40
4é '

40

33

37

40

42

40

Valbres .deilos.halos de inhibicién en mm.
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SELECCION DE MUTANTES.

Por ultlmo queriamos ver -si era posible obtener
’ .poblaciones mutantes multlrresmtentes a partir de una cepa
' .sen51ble -C. freund.u y si era facil su seleccxén bajo la 1nfluenc1a de

un 1nductor Para ello segu1mos el método descnto en Material y

Métodos 7 obtemendo tras -una pr1mera -exposmlén de la cepa

C. freundu 1B (que como -ya habiamos visto presentaba beta—
lactamasas Clase I 1nduc1bles) a una concentrac16n submhxbxtona
de FOX obtuv1mps -en"_ la placa_ con Agar MagConkey. unas colonias
‘cuya susc’:éptibiﬁdad. a":las diferentes cefalosporinas se esthdié'por
A‘n.tibiogramva» p"or losb métodos ;1'e Difusio’n‘y" de Dilﬁcién en agar de
Mueller »lHintbﬁ‘. ,H’No ';'p'u_dimos‘ seleccionar suinpoblaciones mutantes
--‘desreprimic.las con IfM _7:35. Los ‘resultad‘os se muestran la Tabla
¥LL |
?01;' ‘estos resultados parece que- hemos
séieccionédo una ..subpén'blaéién' mutante desreprimida a partir de la
_cefa C. freundii 1B, ,19.. cual vv'erifiéa’mos con el estudio del Biotipo
por API 20E que es igt.i.al_l-al de la-cepa inicial sensible.
| : Estudiamos también la actividad de las enzimas de
"_es-ta_ nue\}a"cepa la c’épa 1'B"m§di§nte el Método Microbiélégiéo Tabla
.XLII Y medidnte el é’éldﬁlc_: de las tasas de hidrélisis .Y Actividades

especificas cbonf"y. sin indﬂu'ccién'- Grafico 100 y Tabla XLIII.
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SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

, EN“_LA.CE'PA, Citrobacter freundii 1B'

(mutante deéreprimida seleccionada).

' MEZLOCILINA

256

Antibiético . - CMI en -'ggr./ml. ~ Halos de inhibicién en mm
CEFALOTINA - 4096 0
CEFOXITINA : 512 0
CEFUROXIMA 256 0
CEFTAZIDIMA 26 0
CEFTIZOXIMA 512 0
" CEFOTAXIMA 128 0
CEFTRIAXONA 64 9
CEFPIROME L 42 0
AZTREONAM 16, 18
IMIPENEM 2 24
CARBENICILINA 64 9
CLOXACILINA 1024 0
16 17
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE ENTEROBACTERIAS

.POR_METODO API-20E.

. CEFPA 1B.

‘TEST SUSTRATO

ONPG Orto-nitro-fenil
Galac_fésido

ADH  Arginina .

LDC  Lisina

oDC Ornitina

CIT  Citrato sédico

. H;S  Tiosulfato sédico

URE Urea |

TDA Triptéfano

IND Triptéfago

VP Piruvato sédico

GEL  Gelatina de Kohn

GLU Glucosz_lr.
MAN‘ Manitqlﬁ o
INO = Inositol
SOR  Sorbitol
_RHA  Ramnosa
.SAC‘ Sacaroéa"
MEL M“elobiosa‘
VA‘MY _ Amigdalina ‘

" ARA Arabihosg

REACCION ENZIMATICA

Beta—galactosidésa

Arginina dihidrolasa

‘Lisina descarboxilasa

RESULTADO

Ornitina descarboxilasa -

Uso del citrato
‘l?roduvccién de H,S
Ureasa o
Triptéfano desaminasa
Produccién de indol
Prodx_lcc;ién : d.e' acetoina
Gelafiﬁasa |

‘Fermentacion/oxidacién

Fermentacién/oxidacién

~ Fermentacién/oxidacién

F“erh\elntacién /oxidacién
Férmentacién /oxidacion
Fermentacién/ oxid'acién
Fermentaéién./oxidacién‘
Eermentacién‘/oxidacién

Fermentacién/oxidacién
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Test de Citocromo o#idasa
Crecimiento-fe'n‘jM:edib_j Ag;r, M‘;‘cv(:f;m‘key +

| ' .P‘o"r"’A;tz_i-n'to,' es una Enterobacteria del género
Citrobacter, de la especie Citrébaéter freundii.

' 'S.u.._,bilgtipo_ es igual al de la_ cepa inicial 1B,~ y

diferente del de la ;::ep:a. C. freundii 1A.
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'METODO MICROBIOLOGICO PARA LA CEPA

Citrobacter ~fr‘eundﬁ' 1B', CON EXTRACTO NO INDUCIDO.

"Extrac_to ‘enzimatico en Ami.crolitros Control Media - 20

5 10 . 25 50 ° S50de
: T, ' enzima inactv.

CR 0 o '_.'o o 20 16
FOX 25 23 12 .0 22 22
CAZ 32 2 20 9 32 33
" orx 39 35 2 15 s 33
ZOX 38 “3',5.,_ ey Y : i 40
_CRO 35 ‘33 32 27 35 33
ATM 33  33 33 53 33 - 33

Valor de los hélos de inhibicién en mm.
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TABLA XLIIT.

~ ACTIVIDAD DE LAS BETA-LACTAMASAS

En la cepa Citrobacter freuqd.ii 1B’

- - AZTREONAM

ANTIBIOTICO ACTIVIDAD ESPECIFICA
CEFALOTINA - 207
CEFOXITINA 75
. CEFTAZIDIMA 96
: cEFdTAxiMA - 70
CEFTIZOXIMA 53
CEFTRIAXONA - 40
10

'El coeficiente de cbrrg;adién lineal r = 0'84

Actividad especifica en microgramos de sustrato hidrolizado por

' - minuto y por

miligramo de _proteina.
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' Segun 'estos resultados en esta cepa mutante
desreprimida obtenida in “vitro, a.l iguél que la de procedencia

‘actividad de sus '.b.e‘ta-lac_t'amasas y su fenbtipd de resistencia a las

Céfaloqurinas 'y al Aétre_onam.‘_Aupque este valor no es 1, por lo -

que en esa difére’nci_a podr_ia }ieicprgsarSe Aell papel secundario de
_6tros factores. Tehiendo,' en cuenta qﬁé los resultados_ del Métpdo
- Iodimétrico con- enzimasv Y con células. enteras no J;ienen diferencia
en ambas cepas, del Método 'ﬁi‘crobiolégico y__"les 'résultagios del
efecto del EDTA y 'la- P, en _lé 'c‘epa, 1A, fodemc;s decir que la
permeabilidad en la es-'pec:ie .Cftr'obécter f;eundii 1B' y el fenémeno
de "trapping"( puéSto que Jla hidrélisis vde“las .'cefalos,'pc')rinas de 3a
genéracién no es tan alta ccmo}—fen la cepa 1A)' y la .permesabilidad
_en la cepa C. freundu 1A justificarfan la diferencia de r del valor
absoluto de 1 2,14,53,62,

Se "t':o.ml;rﬁeba ademis en esta cepa la produccién

de cefalosporina.sas‘.por la. superior hidrélisis de la Cefalotina y

Cefoxitina r.especto""de la Benzilpenicilina. Estas enzimas presentan

una gran,afinidad' ‘por ‘l‘a's‘cefalosporinas de 33 generacién aﬁnque-

generalrhente las hidrdli'zan de forma mas lenta 14.57,76,%, Grafico

100
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GRAFICO 100. TASAS DE HIDROLISIS.

1B’.

En la cepa Citrobacter freundii
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GRAFICO 28. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Citrobacter freundii 1A..
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GRAFICO 29. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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' GRAFICO 30. PORCENTAJES DE INHIBICION.
~ En la cepa Citrocter freundii 1A.
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% tras 10’ de preihcubacién.
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' GRAFICO 31. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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% tras 10' de p’ieincuba‘cién.‘

100

 90¢

™
e

70}
 .60"..
50 .
40}

301 -

GRAFICO 32. PORCENTAJES DE I'NHIB'ICION '
En Ia cepa Citrobacter freundii 1A.
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GRAFICO 33. PORCENTAJES DE INHIBICION -
En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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GRAFICO 34. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Citrobacter freundii 1A
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% tras 10' de ‘préiil‘ic'mbacién.
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GRAFICO 35. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Citrobacter freundii 1A. .
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‘GRAFICO 36. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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'GRAFICO 37. PORCENTAJES DE INHIBICION
| En la cepa Citrobacter freundii 1A
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" GRAFICO 38. PORCENTAJES DE INHIBICION
- En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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'GRAFICO 39. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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7% tras 10' de preincubacion.
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GRAFICO 40. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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GRAFICO 41. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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" GRAFICO 42. PORCENTAJES DE INHIBICION
En Ia cepa Citrobacter freundii 1A.
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- GRAFICO 43. PORCENTAJES DE INHIBICION
En Ia cepa Citrobacter freundii 1A.
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GRAFICO 44. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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~ GRAFICO 46. PORCENTAJES DE INHIBICION
o En la cepa Citrobacter freundii 1A. '
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GRAFICO 47. PORCENTAJES DE INHIBICION
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V GRAFICO 48. PORCENTAJES DE INHIBICION
Enla cepa Cltrobacter freundii 1A.
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GRAFICO 49 PORCENTAJES DE INHIBICION
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"GRAFICO 50.PORCENTAJE_SDE INHIBICION
- En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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En la cepa Citrobacter freundii 1A.
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. GRAFICO 52. PORCENTAJES DE INHIBICION .
‘ En la cepa Escherichia coli 2A. o
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GRAFICO 53 PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Escherlchla coll 2A
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. GRAFICO 54. PORCENTAJES DE INHIBICION

En _lé ¢épa Eschen“chia coli(_/Ziﬂ.
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GRAFICO 55 PORCENTAJES DE INHIBICION
- En la cepa Escherlchla coll 2A
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GRAFICO 58 PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Escherlchla coh 2A.
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En Ia cepa E schenchla coli 2A.
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GRAFICO 61 POBCENTAJES DE INHIBICION
= En Ia cepa Escherlchla COII 2A. )
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En la cepa Escherichia dbli 2A. '
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En la cepa Escherichia colj 2A. "
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GRAFICO 64. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 65. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 66. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 67. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Escherichia coli 2A.

100

c 801t
9
¥ 701
L0
3
£ 601
o
| .
Q. 5014
(]
Re)
> 401
[ o
d 301
-
b3 20+

10t

(0] } } } } + { } } t
0 0'3 0‘6 0’9 1'2 1'5 1'8 2'1 2'4 2'7

Cloxacilina en mcg./mi.
— Z0OX+CX

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



% tras 10' de preincubacion.

100

901

80..

70.'.

50

401

301

10..

GRAFICO 68. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 69. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 70. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 71. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 72. PORCENTAJES DE INHIBICION.
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GRAFICO 73. PORCENTAJES DE INHIBICION.
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 74. PORCENTAJES DE INHIBICION.
En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 75. PORCENTAJES DE INHIBICION.

En la cepa Escherichia coli 2A.
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GRAFICO 76. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 77. POBCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 78. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Morganella morganii 3A
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GRAFICO 79. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Morganella morganii 3A
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GRAFICO 80. PORCENTAJES DE INHIBICION -
En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 81. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 82. POBCgNTAJES DE INHIBICION
En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 83. PORCENTAJES DE INHIBICION
"~ En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 84..PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 85. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 86. PORCENTAJES DE INHIBICION

En ia cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 87: PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 88. PORCENTAJES DE INHIBICION .
'En Ia cepa Morganelia morganii 3A.
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GRAFICO 89. PORCENTAJES DE INHIBICION

En fa cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 91. PORCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 92. PORCENTAJES DE INHIBICION
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GRAFICO 94. PORCENTAJES DE INHIBICION
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GRAFICO 95. ﬁCBCENTAJES DE INHIBICION

En la cepa Morganella morganii 3A.
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GRAFICO 96. PORCENTAJES DE INHIBICION
En la cepa Morganella morganii 3A.
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CONCLUSIONES.

1- Se han conseguido aislar de muestras
hospitalarias, cepas resistentes a cefalosporinas de amplio espectro
por cefalosporinasas en los géneros Citrobacter Y Morganella, que
presentan una sintesis constitutiva de ellas. En el género
Eschen'chia se ha aislado una cepa con multirresistencia a
cefalosporinas de amplio espectro y penicilinas, productora de
cefalosporinasas.

2- Aislamqs cepas productoras de cefalosporinasas
a bajo nivel e inducibles in vitro cdmo' lo son Citrobacter freundii
1B y Morganella morganii 3B.

3- En E. coli 2B la resistencia a las cefalosporinas
- no fue inducible y presenté una penicilinasa tipo TEM como
causante de su resistencia a Cefalotina, Ampicilina y otras
Penicilinas. Codificada plasmidicamente vy cotransferida (en el
proceso de Conjugacién y en el de Transformacién) con la
resistencia a la Tobramicina, Cloramfenicol, Estreptomicina Y
Netilmicina.

4- En el proceso de curacién fue mas efectiva la
Naranja de Acridina, tal que tras la curacién con ella la cepa
E. coli 2B perdié las mismas resistencias que transfirié. No
obteniéndose curacién con el Bromuro de etidio.

5- Es posible la aparicién in vivo a nivel

hospitalario de cepas de enterobacterias patégenas oportunistas que
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10- Existe una estrecha relacién genética entre
induccién Y desrepresién puesto que fue posible seleccions.r
subpoblaciones 'mutantes desreprimidas ih vitro en el seno de una
poblacién bacteriana productora de cefalosporinasas inducibles a
bajo nivel, con sélo someterla al efecto de concentraciones
subinhibitorias de inductores fuertes.

En concreto, a partir de C. freundii 1B se obtuvo
con la exposicién a Cefoxitina la seleccién de una subpoblacién
mutante de_sreprimida. Igualmente ésto podria ocurrir in vivo. No se
pudieron seleccionar mutantes desreprimidos con Imipenem.

11- En el mutante de la especie Citrobacter
freundii 1B', obtenido in vitro, el papel mﬁs importante en la
resistencia lo tuvieron las cefaloporinasas, al igual que en la cepa
1A de origen hospifalario.

12- Los p.I. nos mostraron el caricter basico de
las Cefélosporinasas. La mutacién no supuso una alteracién en -las
caracteristicas moleculares del enzima respecto a su p.I., ya que la
mutante obtenida in vitro presenté sélo una beta-lactamasa y con el
mismo p.I. que la poblacién inicial sensible. |

13- En la wvaloracién del p.I. fuéron igual de
efectivos el Isoelectroenfoque en Gel de Poliacrilamida por el método
de Vecoli y cols. (1983) como el Isoelectroenfoque por Phastsystem,
aunque el rendimiento de ésté ultimo fue mayor.

14- Respecto al origen, la penicilinasa estﬁdiada
en E. coli 2B por los resultados de la conjugacién y curacién y el

perfil plasmidico, esta codificada en un pldsmido de 52 Megadaltons.
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presenten resistencia de origen cromosémico a cefalosporinas de 3a
generacién. La causa de este fenémeno gener.a'lmente se encuentra
en el frecuente uso h‘ospitalario de estas cefalosporinas.
| 6— Por su parte, las cepas‘ mutantes desreprimidas
- aisladas, C. ffeundi.i 1A ¥y M. margan.u 3A, as{ como las que
presentaron resistencias inducibles‘ a las cefalosporinas, se
mostraron muy sensibles a los Aminoglucésidos, Cloramfenicol y
Sulfonamidas, y también a las nuevas quinoldnas (Fleroxadiha y
Ciprofloxacina). Ello podrfa tener su _.ﬁtilidad desde un punto de
vista terapeutico. |
7- Frente a los antibiéticos que actuan como
inductores fuertes, las cepas muthnfes desreprimidas fueron

- resistentes a la Cefoxitina, pero muy sensibles al Imipenem, a pesar

de que frente a las cepas con cefalosporinasas inducibles el

Imipenem se compbrté- como un inductor mas eficaz que la Cefoxitina.

8- C?:nstatamos ade{nﬁas,‘ que la alta resistencia a
Cefoxitina en las cepas C. freundiile Y M. morganii 3B". se
correspondisé con u‘na t;espuesta notable a los inductores en lo que
a la {;'ariacién de sus valores de CMI frente a Cefalosporinas se
refiere.

9- En las cepas productoras de cefalosporina'sas
fue carééteristica constante su resistencia a la Ampicilina y a la
asociaciéh Amoxicilina/Acido Clavuldnico. No as{ en la unic'a;: cepa

estudiada .productora de penicilinasas.
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Mientras que en las otras cepas cuyas resistencias a cefalosporinas
fueron cromosémicas, y cuando presentaban plasmidos éstos eran de
peso molecular inferior a 50 Mg.

15- En gl aislamiento de plasmidos fueron igual de
efectivos el procedimiento de Boirnboim y Doly y el de Kado y Liu.
Aunque el rendimiento fue algo superior en este ultimo.

16- Frente a cefalosporinasas Aztreonam Yy
Cloxacilina fueron los antibiéticos de mayor efecto inhibidor.

17- En la caracterizacién de las beta-lactamasas

fue util como diferenciador de las cefalosporinasas el ensayo del

ATM como inhibidor. Hasta el momento se han usado para ello A.C. ¥y

CX. fundamentalmente.

18- Es infrecuente encontrar aislamientos multi-
rresistentes a cefalosporinas de amplio espectro en E. coli, fenémeno
muy poco descrito en la bib_liograﬁa. En esta especie no es
inducible la presencia de cefalosporinasas. En nuestro caso el resto
de los aislamientos de E. coli fueron sensibles a las cefalosporinas
de 22 y 32 generacién.

19- A pesar de esa escasa frecuencia, se ha
aislado una cepa de E. coli multirresistente en la que sélo se

identificaron cefalosporinasas (E. coli 2A), y en la que la

disminucién de la permeabilidad y el fenémeno de trapping

producido por el exceso de enzima, asf{ como por la afinidad de
éstas por las cefalosporinas, constituyen parte secundaria en la

causa de esta multirresistencia.
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20- Respecto al mutante desreprimidoe de

Citrobacter freundii de. procedencia hospitalaria, las beta—lactamasas

comparten su papel en la causa de sus resistencias con la

disminucién de la permea’bilidad de la membrana externa, aungue el

papel preponderénte lo téﬁgan las cefalosporinasas.
21- La resistencia en E. coli a cefalosporinas de

amplio espectro de forma espontinea puede ocurrir a nivel

hospitalario y tener su origen fundamentalmente en las

cefalosporinasas.

22- En esta cepa multirresistente a cefalosporinas
de amplio espectro, E. coli 2A, también fue muy sensible a
aminoglucésidosv' y a las nuevas quinolonas (CPX y FRX). Lo que

tiene su valor terapéutico.

23- El resto de las cepas aisladas en los géneros
Citrobacter y Morgahella fueron sensibles a las cefalosporinas de 33

generacién, con valores de CMI 90 inferiores a 2 y 1 pgr./ml.
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