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Introduccion

eclerciaadecarboxylatahatenidovariosnombres, primerocomo Escherichia adecarboxylata

debido a su parecido con E. coli en la prueba IMViC (indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer
y citrato) y luego como Enterobacter agglomerans porque produce un pigmento amarillo y no
utiliza lisina, ornitina o arginina. Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) se refirieron a estas cepas como grupo entérico 41 hasta que Tamura y colegas (1986)
basdndose en técnicas de biologia molecular del ADN bacteriano descubrieron que se trataba
de una especie distinta y propusieron su transferencia a un nuevo género bajo el nombre de
Leclercia adecarboxylata. 2

L. adecarboxylata es un bacilo flagelado peritrico, gramnegativo, facultativo-anaerdbico, que
se ha aislado de alimentos, agua y otras fuentes ambientales. Es un patégeno emergente
asociado con ambientes acudticos que, por lo general afecta a pacientes inmunosuprimidos,
aunque también se presenta como parte de infecciones polimicrobianas en pacientes
inmunocompetentes. Principalmente suele causar bacteriemias e infecciones de heridas. 3

L. adecarboxylata suele presentar un excelente perfil de susceptibilidad, pero en los ultimos
anos se han reportado cepas resistentes a multiples antibidticos, y de ahi radica parte de
su importancia clinica. Ademas, es probable que exista una subestimacion de las infecciones
por Leclercia debido a la identificacion errénea de ésta como Escherichia coli, ya que como
se mencionaba anteriormente, ambas especies comparten varias propiedades estructurales,
microbioldgicas y bioquimicas. > %>

Sumado a esto, a pesar de que podria decirse que L. adecarboxylata es un microorganismo
infeccioso poco comun, México no se ha librado de la presencia de esta bacteria y presento
un brote en el 2019 con mas de 60 casos en la zona metropolitana de Guadalajara y de dichos
casos, el Comité Estatal de Vigilancia Epidemioldgica dictaminé una defuncién derivada de la
infeccion por L. adecarboxylata. &7
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Por todo lo anterior, el presente libro sobre “Diagndstico microbiolégico de Leclercia
adecarboxylata” comprende los aspectos mas importantes relacionados con éste patdgeno,
desde su taxonomia, morfofisiologia, virulencia y epidemiologia hasta los diferentes métodos
de diagndstico y su tratamiento.
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1.1 HISTORIA TAXONOMICA

Leclercia adecarboxylata, es un bacilo gramnegativo, del Phylum Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae y género Leclercia.?

Fue aislada por primera vez de alimentos en 1962, por Lecler, un bacteriélogo francés, quien la
denomind Escherichia adecarboxylata debido a su semejanza fenotipica con E. coli. También fue
considerada por Ewing y Fife (1972) como Enterobacter agglomerans por producir un pigmento
amarillo y no utilizar lisina, ornitina o arginina. (Tabla 1) >89 1011

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC por las siglas de su nombre
en inglés), se refirieron a estas cepas como grupo entérico 41 hasta que Tamura y colaboradores,
en 1986, basandose en técnicas de biologia molecular del ADN bacteriano descubrieron que
E. adecarboxylata era una especie distinta y propusieron su transferencia a un nuevo género,
Leclercia, del cual L. adecarboxylata es la Unica especie conocida. Pudieron refutar claramente
cualquier asociacion con Enterobacter o Escherichia debido a las diferencias electroforéticas de
acidos nucleicos y proteinas, mediante un estudio extenso de 86 cepas (acumuladas durante un
periodo de 13 afios), utilizando pruebas bioquimicas convencionales y una matriz de probabilidad
asistida por computadora. La hibridacion de ADN — ADN mostroé que las cepas de Leclercia estaban
relacionadas entre si del 71 al 100% a 75 ° C, pero solo del 3,2 al 32% estaban relacionadas con
otras Enterobacterias. %1012

Por lo anterior, actualmente se encuentra registrada con el nimero 78-8356 en los Centros de

Control y Prevencién de Enfermedades (CDC), de Atlanta en los Estados Unidos de Norteamérica,
en la familia Enterobacteriaceae.®

TABLA 1. Revision taxondmica de Leclercia adecarboxylata.>®

. . L . Numero de Aislada de
Taxonomia Designacion | Numero na
actual previa ATCC* i NI H Animales Ambi 0
DA ) fumanos Animales Am iente Otros
Enteric group 41,
Leclercia Escherichia
adecarboxylata, | 23216 52-55 Si Si Si Si
adecarboxylata
Enterobacter
agglomerans.

*American Type Culture Collection.
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2.1 MORFOFISIOLOGIA

Leclercia adecarboxylata es un bacilo
gramnegativo (Figura 2.1), con un tamafio
de aproximadamente 1 a 3 um (Figura 2.2),
anaerobio facultativo movil con flagelos
peritrico de la familia Enterobacteriaceae.” * 3

Su caracteristica quizd mas importante in
vitro y que la distingue, es la presencia de
un pigmento amarillento no difusible, cuyas
principales propiedades bioquimicas son:
oxidasa negativo, indol y rojo de metilo
positivos, reduccion de nitratos positivo, Voges-

Proskauer negativo; no fermenta sorbitol y no

FIGURA 2.1. Leclercia adecarboxylata.

posee descarboxilasa ni betaglucuronidasa. ®

Ademds no utiliza lisina, ornitina o arginina. 2 La tincién de Gram, muestra bacilos

gramnegativos.*?

Es de suma relevancia mencionar que
L. adecarboxylata puede identificarse
erroneamente como Escherichia coli (E coli)
debido a sus propiedades bioquimicas
similares, por consiguiente es muy
importante identificar con  precision
L adecarboxylata en la muestra clinica para
guiar el diagndstico, el tratamiento y la
informacién epidemioldgica. *

FIGURA 2.2. Leclercia adecarboxylata
observada mediante espectroscopia de

rayos X de energia dispersiva (EDS). **
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CAPITULO 2. Caracteristicas microbioldgicas generales de Leclercia adecarboxylata

2.2 RESERVORIOS Y FUENTES DE INFECCION

L. adecarboxylata se ha aislado de una gran variedad de alimentos, de fuentes ambientales como
suelo (tratado con estiércol de ganado) y agua. Esta Ultima sirve como reservorio de numerosos
microorganismos y es la fuente de infeccion mds importante, ya que puede contaminar alimentos
y medio ambiente. También puede encontrarse en caracoles (Figura 2.3 a) y babosas, asi como en
la flora intestinal de algunos insectos que originan plagas que afectan cultivos. &% 1°

Se ha informado en la literatura que los animales de granja: ganado, huevos de gallina, flora
intestinal normal en cerdos (Figura 2.3 b) también pueden ser una posible fuente de infeccion.!
Incluso se ha aislado de la cavidad bucal de tiburones. ®

FIGURA 2.3. Organismos reservorios de Leclercia adecarboxylata.
a. Caracol comestible. (Helix pomatia). b. Cerdo. (Landrace breed). &

Otra via de contaminacion es de persona a persona, ya que este organismo pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, de la cual muchos miembros se han asociado con la flora bacteriana natural
de los seres humanos y dreas ambientales.®?

13
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En el caso de muestras clinicas humanas, este organismo puede ser aislado de heridas, varios
fluidos corporales como sangre, heces, esputo, orina, fluido peritoneal y pus. Puede presentarse
como un organismo aislado o como parte de una infeccién polimicrobiana. *?

2.3 PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA DE Leclercia adecarboxylata

Existe un conocimiento limitado sobre la via de transmision y patogenicidad de L. adecarboxylata,
sinembargo, se especula que el trauma de la piel y la posterior exposicion al agua o la contaminacion
de la flora bacteriana de la piel facilitan su entrada y promueve el riesgo de infeccion. ®

Algunos autores describen otras tres hipotesis de contaminacion:

@ Translocacién bacteriana a través de la barrera mucosa del tracto gastrointestinal,
@ Entrada de catéteres o heridas para infectar al huésped y

@ Translocacién a través del tracto genitourinario.*®

L. adecarboxylata tiende a causar infeccion monomicrobiana en pacientes inmunodeprimidos y
requiere otras bacterias coinfectantes para establecer infeccion en sujetos inmunocompetentes.
Sin embargo, se han descrito algunos casos de infeccion monomicrobiana en pacientes sin
afecciones subyacentes. ®

Analisis citoldgicos de la patogenicidad de L. adecarboxylata han mostrado un efecto citotdxico
in vitro sobre las células epiteliales humanas HeP-2, pero la bacteria no es capaz de adherirse o
invadir las células (Tabla 2), lo que respalda la suposicion de que requiere coinfeccién con otros
microorganismos para establecer infeccién. *>

TABLA 2. Resultados de ensayos citoldgicos. *

. Tincién con azul . .. e .. Prueba
Cepa Especie T R Citotoxicidad | Adhesion | Invasividad de FAS
Hp23 Leclercia Positiva Positiva Negativa Negativa Negativa
adecarboxylata

*Prueba realizada para determinar la cuantificacién de la viabilidad celular.
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3.1 POBLACION SUSCEPTIBLE Y FACTORES DE RIESGO

Hasta hace poco habia escasa informacién de infecciones humanas asociadas con Leclercia
adecarboxylata, en una investigacion realizada por Roed y col. que abarca desde el afio 1991
hasta el 2018 se reportan 74 casos clinicos de pacientes con L. adecarboxylata. La infeccidén por
L. adecarboxylata se notificd con mayor frecuencia en América del Norte (26 casos), Europa (22
casos) y Asia (21 casos), pero también se notificé en América del Sur (5 casos). La distribucién por
sexo fue predominante en hombres (44 hombres, 23 mujeres y 7 de sexo desconocido), y todos los
grupos de edad estuvieron representados (0-83 afios, mediana 48 afios).’

Las infecciones por Leclercia adecarboxylata no suelen ser mortales debido a su baja virulencia
y buena susceptibilidad a los antibidticos. El factor de riesgo de infeccién mas identificable es
la inmunosupresion, aproximadamente el 60% de los casos reportados ocurren en individuos
inmunodeprimidos. %

En pacientes inmunodeprimidos, los factores predisponentes para el desarrollo de infecciones
graves (sepsis, peritonitis, endocarditis o bacteriemia) son la utilizacion de dispositivos invasivos
(canulas de dialisis peritoneal, catéteres venosos centrales), extremos de la vida, neoplasias o
patologias crénicas (diabetes, sindrome metabdlico), en los cuales se describen infecciones
monomicrobianas por L. adecarboxylata.?*

Cuando L. adecarboxylata se ha identificado en infecciones polimicrobianas en pacientes
inmunocompetentes suele ser en coinfecciones con Staphylococcus aureus y Enterobacter
cloacae, sin embargo, esto en raras ocasiones se ha informado que suceda y cuando ocurre por
lo general se presentan en tejidos blandos y se asocian con ambientes acudticos, como ejemplo:
por exposicion a piscinas, agua estancada y agua de mar. A pesar de esto, recientemente se ha
implicado en varios casos de bacteriemia en el inmunocompetente, de manera puntual, en el
2007, Davenport y Land reportaron el aislamiento de Leclercia adecarboxylata de la donacion de
sangre de un individuo aparentemente sano y podria representar una bacteriemia asintomatica
transitoria o mas probable contaminacion por flora epidérmica. 1018 19,20

También es importante tener en cuenta que, segun los datos disponibles, parece posible que las
infecciones atribuidas a L. adecarboxylata estén subestimadas y no se hayan informado durante
varias décadas, es por ello que los casos clinicos publicados son contados y la gran mayoria son de
pacientes adultos inmunolédgicamente suprimidos o con enfermedades subyacentes. > *2

16
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En gran parte de los casos reportados, se documentan infecciones polimicrobianas y se sefala
que coexiste sinergia bacteriana, lo que genera la hipdtesis de que la transferencia de material
genético entre bacterias facilita la virulencia de la L. adecarboxylata. &

3.2 Leclercia adecarboxylata EN MEXICO

El primer brote de Leclercia adecarboxylata identificado en México se presentd en el 2019, el
cual se describe a continuacion. La Secretaria de Salud del Estado de Jalisco confirmé 69 casos
de Infeccidon en el Torrente Sanguineo (ITS) originados a causa de la bacteria que afectaron a 15
hospitales; 13 de la Zona Metropolitana de Guadalajara y 2 en Tepatitlan. De dichos casos se
reportaron 2 defunciones, de las cuales sélo una fue asociada al brote de la bacteria por parte del
Comité Estatal de Vigilancia Epidemioldgica.®’

La defuncion ocurrid el 22 de mayo del mismo afio en el Hospital Civil Juan I. Menchaca, en un
recién nacido prematuro extremo. La causa basica de la muerte fue la infeccidn por la bacteria. ®

El total de afectados recibieron Nutricién Parenteral Total (NPT), por lo que se asocid a esta como
posible causa del brote, y se confirmé mediante un estudio realizado por Garza — Gonzalez y col.
en tres de los 15 hospitales afectados donde detectd la contaminacidn proveniente de las botellas
de NTP sin abrir y la cepa de la nueva botella se identific6 mediante métodos moleculares para
coincidir con la cepa aislada de los pacientes. &

Los pacientes afectados por el brote sufrian de antemano padecimientos graves como apendicitis
aguda con peritonitis generalizada, enfermedad de sistema digestivo no especificada, tumor
maligno de pancreas y gastroenteritis por C. difficile, en el caso de los adultos. ©

En tanto que los menores de un afio de edad presentaban enfermedades de base como atresia
y estenosis congénita de otras partes especificadas del intestino grueso, dificultad respiratoria,
sindrome de Down, cardiopatia congénita, gastrosquisis, hijo de madre toxicdmana, hipoxia
neonatal, invaginacion intestinal, hemorragia intraventricular, anemia del prematuro, sepsis
temprana, miocarditis, persistencia conducto arterioso y sepsis abdominal. ® Es decir, que en todos
los casos L. adecarboxylata se presenté como un organismo oportunista.

En su momento las acciones que realizd el Sector Salud en su conjunto ante la presencia de la
bacteria fueron: suspension de la NPT en los hospitales, aislamiento de los casos, soporte hidrico,

17



Diagnéstico microbiolégico de Leclercia adecarboxylata

caldrico y de electrolitos a los pacientes; cultivos de control para vigilancia de los patrones de
sensibilidad y resistencia, tratamiento con un nimero importante de antibidticos entre los que
se encontraban levofloxacina y amikacina, manejo integral con interconsulta diaria al servicio de
infectologia en cada caso y reporte diario de la evolucion de los casos. &7

Asi mismo, Garza — Gonzalez y col. refieren que todos los pacientes, la mayoria de los cuales eran
nifios (edad media, 78 meses 0 6.4 afios), se les habia administrado NPT a través de la via central.
Un paciente fallecié (Tabla 3). La poblacion afectada incluye 23 nifios y dos adultos de uno de los
hospitales. La estancia media después de un cultivo positivo fue de 31.2 dias, con un rango de 3 a
135 dias. Antes de un cultivo positivo, un antibiotico inicial que se usa con mas frecuencia incluye

carbapenémicos, cefalosporinas y aminoglucdsidos.

La finalizacion de la NPT y el uso de tigeciclina fue eficaz en 24/25 pacientes. 2

TABLA 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes afectados por el

brote de NPT contaminado en el occidente de México. ??

L. No. (% de pacientes)?
Caracteristica
Total HC-FAA | HP-CMNO | HGZ-21

No. de pacientes 25 11 1 13
Edad media, meses (rango) 78 (1-996) | 152 (1-996) 4 21 (2-168)
Hombres 16 (64) 5(45.5) 1(100) 10 (76.9)
Sala de hospital

UCI Neonatal 19 (76) 8(72.7) 1(100) 10 (76.9)

Cirugia pediatrica 4 (16) 1(9.1) 0(0) 3(23.1)

Cirugia general 1(4) 1(9.1) 0(0) 0(0)

Medicina interna 1(4) 1(9.1) 0(0) 0(0)
Hospitalizaciones previas 8(32) 2 (18.2) 0(0) 6 (46.1)
TDE promedio (dias) 53285(21)5 4?'1138)5 32 52;;(23;0
TDE promedio previo a cultivo positivo 22.5(1 104 (1- 14 33.5(1
(dias) -249) 22) -249)
TDE. . promedio después de cultivo 31.2 (3 39.6 (5 18 25.1(3
positivo (dias) -135) -135) -31)
Estancia en UCI 20 (80) 7 (63.6) 1 (100) 12 (92.3)

18
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TABLA 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes afectados por el
brote de NPT contaminado en el occidente de México (continuacion).*

. No. (% de pacientes)?
Caracteristica
Total HC-FAA | HP-CMNO | HGZ-21
Cirugias previas 10 (40) 1(9.1) 0(0) 9 (69.2)
Numero de antibidticos usados antes
del cultivo positivo
=g 15 (60) 6 (54.5) 1 (100) 8 (61.5)
4 0 mas 10 (40) 5(45.5) 0(0) 5(38.5)
Antibiodticos usados después de cultivo
positivo, n (%)
Carbapenémicos 18 (72) 5(45.5) 0(0) 13 (100)
Cefalosporinas 15 (60) 11 (100) 1(100) 3(23.1)
Aminoglucésidos 13 (52) 8(72.7) 1(100) 4 (30.8)
Glucopéptidos 7 (28) 3(27.3) 0(0) 4 (30.8)
Fluoroquinas 6 (24) 0(0) 0(0) 6(46.1)
Penicilina 5 (20) 4 (36.4) 0(0) 1(7.7)
Colistina 4 (16) 1(9.1) 0(0) 3(23.1)
Metronidazol 3(12) 2 (18.2) 0(0) 1(7.7)
Otros 7 (28) 1(9.1) 0 (0) 6 (46.1)
Mortalidad 1(4) 1(9.1) 0(0) 0 (0)

Abreviaturas: HC-FAA Hospital Civil Fray Antonio Alcalde, HP-CMNO Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional de Occidente, HGZ-21 Hospital General de Zona 21. UCI Unidad de Cuidados Intensivos, TDE Tiempo De
Estancia, NPT Nutricion Parental Total.

Como ya se hamencionado y seglin lo comentado por el Dr. Jaime Andrade Villanueva (ex rector del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara), el brote se convirtid
en un problema grave debido a que no se conocia el comportamiento epidemioldgico que pudiera
tener esta bacteria ni otras caracteristicas en especial, solamente algunos casos aislados que se
habian reportado en la literatura; después de 57 afios de ser descrita por primera vez. ’
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3.3 Infecciones por Leclercia adecarboxylata

Como ya se ha descrito anteriormente, los casos clinicos por L. adecarboxylata publicados son
contados; en la gran mayoria se documentan infecciones polimicrobianas en pacientes adultos
inmunodeprimidos o con enfermedades subyacentes.? 2

L. adecarboxylata puede causar bacteriemia, infeccion de heridas, colecistitis y endocarditis,
especialmente en pacientes con enfermedades primarias como céncer, leucemia, insuficiencia
renal y cirrosis. Los informes en padecimientos clinicos generalmente son sobre adultos con
ulceras infectadas, infeccidn de vias urinarias y afecciones asociadas con la disfunciéon de la barrera
cutanea, que incluyen traumatismos, quemaduras, dialisis peritoneal y celulitis. ¥ 12

En el estudio realizado por Tamura et al. los casos en los que se aislé Leclercia en cultivo puro,
generalmente de sangre, incluyen pacientes con gastrosquisis y atresia intestinal, leucemia no
linfocitica aguda después de un trasplante de médula dsea, cirrosis alcohdlica, enfermedad renal
en etapa terminal con peritonitis relacionada con el catéter (aislada solo del liquido peritoneal) y
leucemia mieloide aguda. 2

La mayoria de las infecciones polimicrobianas se produjeron en pacientes inmunodeprimidos.
Estas incluyeron un paciente con una vesicula biliar cronicamente inflamada de tejido mezclado
con Enterococcus spp. , y un paciente con enfermedad de Still que desarrollé neumonia y
sepsis después de una cirugia de hernia; el aislado de esputo se mezclé con E. coli, K. oxytoca y
Haemophilus influenzae. Ocurrieron otras infecciones mixtas en un paciente con leiomiosarcoma
(de una muestra de sangre y de la punta del catéter se aislé el microorganismo mezclado con
Escherichia hermannii), un paciente de bypass coronario (muestra de sangre, mezclado con
Enterococcus faecalis y E. hermannii) y un paciente con leucemia linfoblastica aguda (muestra de
sangre, mezclado con Staphylococcus aureus). Finalmente, tres individuos sanos tenian infecciones
polimicrobianas de heridas en las extremidades inferiores. 2

A continuacién se describen los padecimientos que mas frecuentemente se reportan asociados a
Leclercia adecarboxylata:
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3.3.1 Bacteriemias

Se define bacteriemia como la invasion del torrente circulatorio por microorganismos,
diagnosticindose mediante la realizacién de hemocultivos. 2

En el caso especifico de Leclercia adecarboxylata, las bacteriemias son relevantes debido a que,
junto con las infecciones de heridas, son el tipo de infecciones que mas frecuentemente se
reportan. **La mayoria (> 67 %) de los casos de bacteriemia por Leclercia adecarboxylata ocurre
en pacientes inmunodeprimidos.?

3.3.2 Infecciones cardiovasculares y asociadas a dispositivos
Endocarditis infecciosa

La endocarditis infecciosa se define, como lo dice su nombre, por la infeccién de una valvula
cardiaca, de la superficie endocardica o de un dispositivo cardiaco permanente, se caracteriza
por presentar una lesién conocida como vegetacion, compuesta por una coleccién de plaquetas,
fibrina, microorganismos y células inflamatorias. 2> %

Las causas y la epidemiologia de la enfermedad han evolucionado en las ultimas décadas con
una duplicacion de la edad promedio de los pacientes y una mayor prevalencia en pacientes con
dispositivos cardiacos permanentes. 2

Actualmente, enlaliteraturasolo hanreportadotresinformesde endocarditis por L. adecarboxylata,
de los casos mencionados, sélo uno se presentd en vélvula nativa. &2

Infeccidn asociada a catéter

Como se ha descrito anteriormente no esta claro el mecanismo por el que L. adecarboxylata alcanza
el torrente sanguineo,® sin embargo merecen especial atencién aquellos casos de bacteriemias
secundarias a infecciones por catéteres, tanto aquellos utilizados para hemodialisis, asi como
también para accesos vasculares centrales empleados para el pasaje de nutricidon parenteral y
quimioterapia, ya que una de las hipdtesis es la entrada del microorganismo a través de las zonas
por donde se introducen dichos dispositivos.?
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3.3.3 Tracto respiratorio
Neumonia

La neumonia es una infeccion respiratoria aguda comun que afecta los alvéolos y el arbol bronquial
distal de los pulmones. La enfermedad se divide en términos generales en neumonia adquirida en
la comunidad (NAC) o neumonia adquirida en el hospital (NAH), que incluye la neumonia asociada
a la ventilacion (NAVM).

La primera vez que Leclercia adecarboxylata fue aislada de un caso de neumonia fue en 1996
por Temesgen et al., se aislé Leclercia adecarboxylata junto Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y
Haemophilus influenzae de un cultivo de esputo. La neumonia se clasificé como nosocomial, debido
a que se presentd mientras el paciente se encontraba en el hospital después de la reparacion de
una hernia inguinal.?® Otro caso de neumonia por L. adecarboxylata multirresistente fue descrito
por Eiland et al. en el 2013.%°

Finalmente, el reporte mas reciente que se tiene es una serie de casos, que incluye huéspedes
inmunocompetentes e inmunocomprometidos. Segun la definicién del Centro para el control y la
prevencion de enfermedades (CDC), la neumonia contraida por un paciente en un hospital entre
48y 72 horas después de la admisidn se considera neumonia nosocomial. Los tres casos cumplian
los criterios. Los pacientes habian recibido ventilacion mecanica y los organismos se aislaron
de muestras recolectadas varios dias después de la admisién, lo que sugiere que se trataba de
infecciones nosocomiales.!

3.3.4 Infecciones intraabdominales
Peritonitis

La Leclercia adecarboxylata causante de peritonitis ha sido descrita en la literatura, sin embargo,
los casos reportados han sido escasos, entre ellos pacientes sometidos a hemodialisis con catéter
tunelizado, lo que destaca la prevalencia de bacterias en pacientes con enfermedad renal en etapa
terminal. También se sabe que infecta catéteres temporales en pacientes inmunodeprimidos. ?

El caso mas reciente del que se tiene informe es del afio 2019, una mujer de 48 afos de edad con
antecedentes de enfermedad renal en etapa terminal, secundaria a nefropatia diabética, y que
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habia estado en dialisis peritoneal automatizada durante 2 afios. Se cree que la probable fuente
de infeccion fue por contacto con animales ya que la paciente convive con ganado. Se le tratd con
Cefazolina durante 3 semanas, obteniendo resultados favorables. *

Colecistitis

La inflamacién de las vias biliares supone una de las principales causas de ingreso hospitalario. Se
diferencian dos formas clinicas: la colecistitis, relacionada con la inflamacién de la vesicula biliar, y
la colangitis, que afecta a los conductos biliares. *

La colecistitis aguda aparece, en el 90-95% de los casos, tras la obstruccion completa y prolongada
del cuello de la vesicula o del conducto cistico por calculos (colelitiasis), pero también tras isquemia,
trastornos de la motilidad, infecciones o colagenopatias. *

Desde 1991 se han informado al menos 3 casos de pacientes con colecistitis por Leclercia
adecarboxylata; un caso cronico y dos agudos. De estos casos destaca el reportado por Merza y
col. en el 2019, que resulta singular por causar shock séptico en un paciente inmunocompetente.
Llama la atencidn, puesto que, como ya se ha recapitulado, los casos de L. adecarboxylata en
pacientes inmunocompetentes estan asociados con infecciones de heridas expuestas y contacto
con ambientes acuaticos, mientras que el paciente de dicho caso no tenia ninguna herida abierta
y vivia en un drea seca y plana sin fuentes de agua abiertas. 3

3.3.5 Tracto urinario
Infeccién urinaria

En un estudio realizado por Stock et al. se investigaron 101 cepas de Leclercia aisladas
predominantemente de especimenes clinicos en el sur de Alemania, curiosamente, de estos,
diecinueve eran de pacientes que sufrian infecciones del tracto urinario. *

Aunque no hay informacion sobre la importancia clinica de estas cepas, el aislamiento frecuente
de las muestras de orina indica una asociacion con la infeccion del tracto urinario para al menos
algunas cepas, aunque el tracto urinario no se cita en la literatura como un sitio de infeccidn por
Leclercia.*
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En 1989, Richard reviso el origen de Leclercia y describio aislados de orina de esta especie, pero sin
anotaciones sobre su importancia clinica. *

Finalmente, en el 2021 se informd una Infeccién del Tracto Urinario (ITU) por Leclercia
adecarboxylata, sin embargo, el paciente tenia una sonda de Foley permanente, que
probablemente contribuyé a la ITU. Como parte de la familia Enterobacteriaceae de la flora
intestinal, se teoriza que el riesgo de ITU es secundario a la proximidad y la higiene (hisopos
vaginales, absceso gluteo),* en pocas palabras, como tal no se tiene certeza de la importancia
clinica de L. adecarboxylata asociada a ITU.

3.3.6 Piel y tejidos blancos
Celulitis

La celulitis es una infeccién de la dermis y el tejido subcutdneo, que ocurre cuando los patégenos
ingresan a través de roturas en la piel. La interrupcidn de la barrera cutanea puede ser causada por
bacterias del espacio interdigital del dedo del pie, infecciones flungicas del pie (p. ej. tinea pedis,
onicomicosis), Ulceras por presion y Ulceras venosas de la pierna. %

FIGURA 3.1 Tincion con hematoxilina y eosina a un aumento de 60X, muestra numerosas
bacterias de Leclercia adecarboxylata dentro de la dermis profunda y el tejido subcutaneo. 3
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La celulitis generalmente se presenta como un area de eritema mal delimitada, aguda y extendida.
Los hallazgos cutaneos en la celulitis siguen los signos cldsicos de la inflamacidn: dolor, calor, rubor
(eritema), y tumor (hinchazoén). Las caracteristicas histoldgicas de la celulitis son inespecificas e
incluyen, edema dérmico, dilatacion linfatica e infiltracidn intensa y difusa de neutroéfilos alrededor
de los vasos sanguineos. Las etapas posteriores también pueden presentar linfocitos e histiocitos,
junto con tejido de granulacion. *

La celulitis por bacterias Gram - negativas es una complicacién bien conocida en pacientes
inmunodeprimidos. Aunque Leclercia adecarboxylata es una causa poco comun de celulitis, se
han presentado un par de casos en pacientes pediatricos (Figura 3.1), por ello, los médicos deben
tener en cuenta este organismo como causa de enfermedad cutdnea, especialmente al evaluar a
pacientes inmunodeprimidos, en particular aquellos con trastornos hematoldégicos y oncolégicos
subyacentes.3® 37

Ulceras pépticas

Aunque las Ulceras pépticas no han sido reportadas como una puerta de entrada al torrente
sanguineo para organismos patdgenos, Leclercia adecarboxylata, que generalmente se considera
un transeunte benigno en humanos, puede tener una propension a invadir el torrente sanguineo
de pacientes con estrés abdominal especifico, como la tlcera duodenal.*

En un caso particular de un paciente con enfermedad de Ulcera péptica secundaria al uso crénico
de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), Jean S.S. y colaboradores concluyeron
que la Ulcera péptica cred un portal de entrada para la bacteria.?*

Heridas y quemaduras

Una gran cantidad de casos de infecciones por Leclercia adecarboxylata estan asociados a heridas
de individuos inmunocompetentes. Varios pacientes con infeccidn de tejidos blandos presentan
heridas que podrian actuar como entrada directa al tejido, favoreciendo asi la patogenicidad. ®

En el caso de quemaduras, actualmente sélo se tiene reporte de un caso de infeccién por
Leclercia adecarboxylata, sin embargo es importante estar alerta a futuros casos que se puedan
presentar dado el amplio espectro de infecciones que el microorganismo puede causar, también
por los posibles medios de transmisién bacteriana en pacientes que sufren quemaduras, que
son la infeccién cruzada y el contacto de las areas quemadas (entrada principal de bacterias) con
ambiente acuoso contaminado y objetos inanimados. 3
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3.3.7 Hueso y articulaciones
Artritis séptica

La artritis séptica se define como la presencia de microorganismos en la articulacion. La invasidn
de la articulacién ocurre habitualmente por via hematdgena desde un foco primario a distancia
y, con mucha menor frecuencia, por diseminacion de un foco contiguo o por inoculacién directa
debida a traumatismos y cirugia ortopédica o bien a procedimientos diagndsticos o terapéuticos,
como artrocentesis (puncion de la cavidad articular), artroscopia (tipo de endoscopia que consiste
en la visualizacién de una articulacidn) e infiltraciones intraarticulares. 3

El primer caso descrito de artritis séptica producida por Leclercia adecarboxylata fue en un
paciente después de que se le practicara una artrocentesis, por lo tanto, se cree que la infeccién
fue de origen presumiblemente iatrogénico, es decir, el microorganismo pudo contaminar el
material empleado en alguna de las maniobras terapéuticas o diagndsticas a las que fue sometido
el paciente y provocarle una artritis séptica al ser inoculado directamente en la articulacion. *®

La mayoria de los casos reportados de artritis séptica asociada a Leclercia adecarboxylata se
han presentado en pacientes inmunocomprometidos y en presencia de otros microrganismos
patégenos. > Sin embargo, un caso particularmente singular se reporté en el 2014, caracterizado
por aislarse Unicamente L. adecarboxylata como causa de artritis séptica en un paciente
inmunocompetente. *°
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Diagnéstico microbiolégico de Leclercia adecarboxylata

Leclercia adecarboxylata tiende a causar infeccion monomicrobiana en pacientes
inmunodeprimidos y requiere de otras bacterias coinfectantes para establecer infeccidn en
sujetos inmunocompetentes. Sin embargo, en los ultimos afos se han descrito casos de infeccidn
monomicrobiana en pacientes sin afecciones subyacentes. &%

Ademas, aunque L. adecarboxylata usualmente es sensible a la mayoria de los antibidticos, hay
informes de cepas resistentes, de las mas preocupantes son aquellas que exhiben produccion de
B - lactamasa de SHV-12; y que, por lo tanto, se comportan como un organismo B-lactamasa de
espectro extendido. &

Sumado a lo anterior, es probable que exista una subestimacion de las infecciones por Leclercia
debido a la identificacion errénea de éstas como Escherichia coli, ya que ambas especies comparten
varias propiedades estructurales, microbiolégicas y bioquimicas. #°

Por todo lo mencionado, resulta de suma importancia contar con un protocolo integral para el
correcto diagndstico de Leclercia adecarboxylata.

En casi todos los casos de enfermedad infecciosa bacteriana debe confirmarse el diagndstico
bacterioldgico con el estudio de laboratorio. Al solicitar el estudio bacterioscopico y el cultivo, es
de mucha utilidad comunicar los datos clinicos sobresalientes para seleccionar la metodologia que
pueda ser de mayor utilidad. 4

El estudio se inicia tomando la muestra del sitio afectado; después se traslada al laboratorio, donde
se realiza el estudio bacterioscopico (examen directo), que consiste en un examen macroscopico,
frotis y tinciones (generalmente Gram) e inoculacién en medios de cultivo; una vez obtenido el
cultivo, se realizan pruebas metabdlicas, inmunoldgicas, entre otras, y también se lleva a cabo
pruebas de resistencia a diversos antibidticos; finalmente, se emite un informe. #°

En todos los casos, debe hacerse un estudio bacterioscépico de la muestra tomada y aprovechar la

utilidad de este estudio para orientar la terapia antimicrobiana unos minutos después de haberla
tomado. %

4.1 RECOLECCION, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

La toma de muestra es la parte mas importante de los exdmenes preanaliticos, ya que toda la
informaciéon diagnéstica que puede generar el laboratorio de microbiologia depende en gran
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medida de la muestra enviada. Esta no sélo tiene que ser la adecuada, sino que ademas debe
cumplir unos requisitos que aseguren su idoneidad y en consecuencia la calidad de nuestro trabajo.
La idoneidad de las muestras enviadas depende del cumplimiento de una serie de medidas o
reglas referentes a: procedimiento de obtencidn, cantidad enviada y transporte rapido y adecuado
al laboratorio. 4%

Las consecuencias de una muestra mal tomada y/o mal enviada pueden suponer un fracaso en
el aislamiento del agente etioldgico o el aislamiento de posibles microorganismos contaminantes
que pueden generar tratamientos innecesarios o inadecuados. *

Leclercia adecarboxylata ha sido aislada de una gran variedad de muestras clinicas humanas, en el
presente apartado se describe el procedimiento para la toma de distintas muestras dependiendo
del tipo de infeccion que se sospecha.

4.1.1 Bacteriemias
Hemocultivo de sangre periférica

Como se ha repetido hasta ahora, Leclercia adecarboxylata se caracteriza por causar bacteriemias,
y estas suelen diagnosticarse a través de la interpretacion de hemocultivos. A continuacion, se
presentan las recomendaciones que deben seguirse para una adecuada toma de muestra.

Material

Frascos de hemocultivo
Ligadura de latex o de goma
Jeringas y agujas de puncién
Gasas estériles

Guantes estériles

Mascarilla

Alcohol etilico o isopropilico al 70%

Solucién Yodada. #
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Obtencidn de la muestra.

La metodologia para seguir en la extraccién de un hemocultivo se menciona a continuacion:

1. Utilizacion de guantes y mascarilla.

2. Limpieza con clorhexidina de los tapones de los viales.

3. seleccion del lugar de la extraccion.

4. Desinfectar la piel con clorhexidina y dejar actuar.

5. Realizar la puncioén sin tocar la piel del paciente con la mano.
6. No poner en contacto la aguja con el algoddn.

7. Extraer la sangre necesaria para que se puedan afadir 12 mL de sangre en cada frasco en
el caso de los adultos y entre 1 a 5 mL en el frasco pediatrico.

8. Inocular primero el frasco anaerobio; no es necesario afiadir aire.
9. Inocular después el frasco aerobio; no es necesario afiadir aire.
10. Inocular el resto de los tubos si los hubiere (bioquimica, etc)

11. Agitar suavemente los frascos.

12. Llevar de forma urgente al darea de microbiologia.

13. Si no fuera posible, mantener a temperatura ambiente **

Venopuncion: La muestra de sangre para hemocultivo debe extraerse de una vena, utilizando
generalmente las del antebrazo. La utilizacién de sangre arterial no ha demostrado ventajas sobre
la venosa. La extraccidon no debe realizarse a través de catéteres intravenosos o intaarteriales, salvo
en los casos de sospecha de bacteriemia asociada a catéter (Ver apartado 4.1.2). Cada muestra de
sangre se obtendra de lugares de venopuncién diferentes. *

Asepsia de la piel
® Despuésde lapalpacién de lavena elegida para la puncién, se limpiara la zona seleccionada

con alcohol isopropilico o etilico de 70 %, en forma concéntrica de adentro hacia afuera,
en un area de 5 cm de didmetro, durante 30 segundos.
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Una vez seco el alcohol, se aplicara una solucién yodada (tintura de yodo al 1-2% durante
30 segundos o povidona yodada al 10% durante 1 minuto) cubriendo un area circular de
2- 4 cm de didmetro. Es importante dejar secar el compuesto yodado para que ejerza su
accion oxidante y evitar tocar con los dedos el lugar de la venopuncidn, asi como hablar o
toser mientras se realiza la extraccién.

En pacientes alérgicos a los compuestos yodados se deben realizar dos limpiezas con
alcohol isopropilico. #

Con una técnica aséptica correcta, el nimero de hemocultivos contaminados no debe exceder
del 3%.*

Extraccion de la muestra de sangre.

Antes de proceder a la extraccién limpiar los tapones de goma con alcohol iodado o con
ioddforo, dejandolo secar al menos un minuto.

A continuacidn se insertara la aguja en la vena elegida y se extraerd el volumen de sangre
necesario sin utilizar anticoagulante. No debe ponerse algoddn u otro material no estéril
sobre la aguja en el momento de sacarla de la vena.

Los frascos de hemocultivo deben inocularse rapidamente para evitar la coagulaciéon de la
sangre en la jeringa, atravesandolos con la aguja en posicidn vertical.

Se inoculara en primer lugar el frasco anaerobio, evitando la entrada de aire, seguido del
aerobio, invirtiéndolos varias veces para mezclar la sangre y el medio de cultivo.

Mantener los frascos a una temperatura de 372C. #*4

Volumen de la muestra

La cantidad de sangre a introducir en cada frasco viene determinada por el protocolo de cada

hospital, entre 15-20 mL por toma en adultos y 1-3 mL en nifios. Como norma general es adecuado

que la sangre mantenga una proporcion 1:10 con el medio de cultivo. Es decir, para un frasco de

100 mL, introducir 10 mL. de sangre. En caso de neonatos y nifios pequefios en que no se pueden

obtener volimenes grandes de sangre es suficiente una cantidad de 1-5 mL, que se introduce en

un solo frasco.*
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Numero de muestras

Tres hemocultivos por paciente, previos al tratamiento antimicrobiano. El intervalo entre las
extracciones debe ser superior a una hora cuando sea posible, pero cuando exista una gran
urgencia en iniciar el tratamiento, este intervalo puede acortarse hasta 15 minutos. En caso de
sepsis y endocarditis subaguda las extracciones se reparten en 24 horas y en caso de que sean los
hemocultivos negativos, obtener tres muestras mas al dia siguiente. **

La probabilidad de recuperar el agente causal se incrementa en relacién con el nimero de
hemocultivos extraidos al paciente. Es cercana al 60-80% en el primer hemocultivo, del 80-90%
cuando se realizan dos hemocultivos y del 90-95% con el tercer hemocultivo *

Transporte

Los hemocultivos deben enviarse al laboratorio lo mas rapidamente posible, cuando esto no
sea posible, mantener a temperatura ambiente hasta su envio. Nunca refrigerar ni congelar. El
tiempo maximo que pueden permanecer a temperatura ambiente antes de introducirlos en el
sistema no ha sido definido con exactitud, pero nunca debe superar las 18 h. 44

Observaciones

Cuando no haya venas accesibles puede realizarse la extraccion de sangre arterial. No son adecuadas
las muestras procedentes de catéter, solamente en caso de que se sospeche contaminacion del
propio catéter y se complica su retirada; se recomienda tomas del brazo opuesto y otras del brazo
del catéter, para saber si es intra o extraluminal.

4.1.2 Infecciones cardiovasculares
Endocarditis

El diagndstico de endocarditis infecciosa tanto para Leclercia adecarboxylata como para
cualquier otro microorganismo, requiere la valoracion de datos clinicos, analisis microbioldgicos y
ecocardiograficos. Los criterios de diagndstico clinico de Duke modificados incorporan estos tres
dominios y clasifica los hallazgos como criterios patoldgicos, mayores o menores (Tabla 4). Tienen
una especificidad del 99% y un valor predictivo negativo mayor del 92%.
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Tabla 4. Criterios de Duke modificados para el diagnéstico de endocarditis infecciosa. 2> 2

CRITERIOS PATOLOGICOS:

e Microorganismos en histologia o cultivo de una vegetacion o absceso intracardiaco.

¢ Evidencia de lesiones: vegetacion o absceso intracardiaco que muestra endocarditis activa en
la histologia.

CRITERIOS MAYORES:

A.- Microbioldgico:

a.-Microorganismos tipicos aislados de 2 hemocultivos separados:

e Streptococcus viridans

e Streptococcus bovis

e Grupo HACEK (Grupo de bacterias Gram negativas de lento crecimiento que incluyen:
Haemophilus aphrophilus, Actinobacillus actinomy-cetencomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens, Kingella kingae)

e Staphylococcus aureus

¢ Enterococcus adquirido en la comunidad

b.- Microorganismos compatibles con endocarditis infecciosa aislados de hemocultivos

persistentemente positivos: Hemocultivos separados mas de 12 horas. Tres o una mayoria de

cuatro o mas, de los que el primero y el Ultimo estén tomados con, al menos, una hora de

diferencia.

c.- Hemocultivo Unico positivo a Coxiella burnetti o titulo de anticuerpo 1gG fase | a Coxiella

burnetti > 1:800.

B.- Evidencia de afectacién endocardica:

a.- Nueva regurgitacion valvular (El aumento o cambio en un soplo preexistente no es suficiente).

b.- Ecocardiograma positivo:

e Masa intracardiaca oscilante

e Absceso perianular

¢ Nueva dehiscencia de una valvula protésica.

CRITERIOS MENORES:

¢ Enfermedad cardiaca predisponente o uso de drogas por via intravenosa.

e Fiebre

e Fendmenos vasculares: Embolias, infarto pulmonar séptico, aneurisma micético, hemorragia
intracraneal, hemorragia conjuntival, lesiones de Janeway.

e Fendmenos inmunoldgicos: Factor reumatoide, glomerulonefritis, nédulos de Osler y manchas
de Roth.

e Evidencia microbioldgica: Hemocultivos positivos que no cumplen criterios mayores vy
manchas de Roth.

¢ Evidencia microbioldgica: Hemocultivos positivos que no cumplen criterios mayores

¢ Evidencia seroldgica de infeccidn activa con un germen compatible con endocarditis infecciosa.
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DEFINICION DE CASO

I. Endocarditis infecciosa definitiva:

Un criterio patologico
2 criterios mayores
Un criterio mayor y 3 menores

5 criterios menores.

Il. Posible endocarditis infecciosa:

1 criterio mayor y 1 criterio menor.

Criterios menores.

Ill. Endocarditis infecciosa descartada:

Diagnéstico alternativo firme.
Resolucidn de las manifestaciones con tratamiento antibidtico en cuatro dias o menos.

No evidencia patoldgica de endocarditis en la cirugia ni en la autopsia después de cuatro
dias o menos de tratamiento antibiotico.

No cumplir criterios para posible endocarditis infecciosa. 2>%

Ahora bien, cuando se sospecha una endocarditis infecciosa, la toma de muestra para hemocultivos

es la misma que la indicada para bacteriemias (Ver apartado 4.1.1), con algunas distinciones; es

aconsejable realizar tres hemocultivos con un volumen de sangre por extraccidon no inferior a 10

mL. Su finalidad es detectar la bacteriemia continua y descartar agentes etioldgicos contaminantes

como estafilococo coagulasa negativa o corinebacterias.

Ademas, en endocarditis, infecciones intravasculares y otros casos de bacteriemia continua,

pueden extraerse un maximo de 3 hemocultivos repartidos en 24 h con el volumen maximo.*
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Infeccidn asociada a catéter.

Material

Guantes de latex estériles.

Gasas estériles.

Pinzas y tijeras estériles.

Recipiente estéril con tapa de rosca y cierre hermético.

Alcohol etilico o isopropilico al 70%.

Alcochol yodado al 1-2 % o un yodéforo al 10%. *
Obtencidén de la muestra

® Desinfectar con alcohol una zona de piel de unos 10 cm correspondientes a la zona
de entrada del catéter. Hacerlo en forma de circulos concéntricos comenzando por el
centro. 4

@ Repetir la misma operacion, pero con el alcohol yodado o el iodéforo, dejando que se
seque durante 1 minuto.

@ Retirar el catéter con la maxima asepsia.

® Conayudade pinzasy tijeras estériles, cortar los 5 cm distales del catéter que corresponden
a la porcién intravascular.

@ Introducir el segmento de catéter en un recipiente estéril e identificarlo correctamente. %
Cantidad de muestra

@ Enviar 5 cm de la porcién mas distal.
Transporte y conservacion

® Envio inmediato al laboratorio: en < 15 minutos.

@ Cuando esto no sea posible: < 24 horas y debera conservarse la muestra refrigerada a
49C, 4
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Procedimientos diagndsticos sobre catéteres retirados:

Cultivo cualitativo de la punta del catéter. Esta técnica consiste en cortar asépticamente el
extremo distal del catéter e introducirlo en un tubo con medio liquido. Es sencilla y sensible,
aunque no permite cuantificar el nUmero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), por lo que
no se recomienda en la actualidad. *

@ Cultivo semicuantitativo de la punta del catéter. Descrita por Maki, se cultiva la superficie
externa de la punta del catéter. Para ello se rueda la punta distal del catéter intravascular
(CIV) en una placa de agar sangre con la ayuda de pinzas estériles. Es la técnica de
referencia. *

@ Cultivo cuantitativo de la punta del catéter. Técnicas mas complejas descritas por Cleri,
Brun-Buisson, Sheretz y Lifiares. **

Procedimientos diagndsticos manteniendo el catéter:

Mas del 70% de los catéteres retirados por sospecha de infeccion son estériles, por lo que son
necesarios procedimientos diagndsticos que no obliguen a disponer del catéter. Los cultivos
de la piel en el punto de insercién y de la conexion, el cepillado endoluminal del catéter y los
métodos que comparan los resultados obtenidos de los hemocultivos de sangre extraida de una
vena periférica y los realizados a través del catéter son los procedimientos mas utilizados. En
cuanto a estos ultimos, concretamente, se ha propuesto comparar el tiempo de crecimiento de los
hemocultivos extraidos de una vena periférica y de los extraidos a través del catéter: *

Método de “Diferencia de tiempos para positividad” (DTP):

Los hemocultivos obtenidos a través de catéter se contaminan mas que los obtenidos por
venopuncién a través de piel correctamente desinfectada. Este método de obtencion de
hemocultivos deberia utilizarse sélo en caso de sospecha de bacteriemia relacionada con el catéter
para aplicacion en el laboratorio del método de DTP. Las condiciones de aplicacion del método son
las siguientes:

® Seextraeran al menos dos hemocultivos: uno a través del catéter (uno por cada luz) y otro
de sangre periférica mediante venopuncidn.

® Los hemocultivos deben ser extraidos al mismo tiempo, inoculados con el mismo volumen de
sangre y enviados inmediatamente al laboratorio, donde seran incubados al mismo tiempo.
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@ Elvolante de peticidén debe reflejar de forma clara el modo de obtencion de cada muestra
(catéter o sangre periférica, tipo de luz).

® Se debe indicar claramente en la peticidn si se sospecha de endocarditis.*

4.1.3 Tracto respiratorio
Esputo o esputo inducido.

En las condiciones habituales de la clinica diaria, no es una muestra representativa de la situacion
existente en el tracto respiratorio inferior por su mezcla con secreciones procedentes de todo
el arbol traqueo - bronquial y con la flora saproéfita de la orofaringe. No obstante, tomando
en cuenta que en la literatura se ha reportado la presencia de Leclercia adecarboxylata en
muestras de esputo, se incluye en el presente capitulo el procedimiento para su toma de
muestra. Ademds, considerando que es un método facil y rapido cuya utilidad o relacion entre
resultado obtenido y verdadera etiologia depende en gran medida de su correcta obtencidn,
control de calidad antes de iniciar su procesamiento, tipo de agente que se pretenda detectary
valoracién adecuada del resultado. >#

Material

@ Frasco estéril de boca ancha y hermético.
@ Suero fisiolégico estéril y nebulizador.

® Agua destilada o solucion salina.
Técnica o metodologia de la obtencion del producto

@ Enjuagar la boca con agua destilada estéril o solucidn salina.
@ Obtener el esputo tras una expectoracion profunda, preferentemente matinal.

® Deno producirse expectoracidon espontanea, puede inducirse el esputo con nebulizaciones
de suero fisioldgico estéril (15 mL durante 10 minutos), siendo Util ademds realizar un
drenaje postural o fisioterapia respiratoria. *
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Volumen minimo
® De2al10mlL,sies posible. *
Transporte y conservacion

@ Envio inmediato al laboratorio (no superior a 2 horas). Si no es posible, conservar en
refrigeracion a 42C. #

Observaciones

@ Es preferible realizar la toma antes de instaurar el tratamiento antibiético.

@ No es Util para anaerobios.
No son inoculables las secreciones de sospechosa procedencia.

@ La expectoracién debe rechazarse hasta obtener un esputo de calidad suficiente (mds de
25 leucocitos polimorfonucleares por campo 100x, y menos de 10 células epiteliales por
campo 100x). 4

Aspirado traqueobronquial simple.

Obtencidn con sonda de aspiracion. De valor analogo al esputo por su contaminacion con la flora
orofaringea. No emplear anestésicos en su obtencion por su poder bactericida. *

Puncién transtraqueal.

Material
@ Guantes, pafios, gasa estériles.
® Alcohol etilico o isopropilico al 70%.
® Alcohol yodado al 1 6 2% o un iodéforo al 10% como Povidona iodada.
@® Solucidn salina.
@ Jeringas estériles.
® Agujay catéter n2 14-16 (de subclavia).
@ Anestésico local / lidocaina al 1-2% con adrenalina. #
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Técnica o metodologia de obtencidn del producto.

@ Desinfeccién de la piel con alcohol yodado o Povidona yodada.

® Introduccién del catéter por puncion a través de la membrana cricotiroidea, inyectar
solucién salina y aspirar. (Este procedimiento tiene que ser realizado por personal de
salud capacitado).

® Volumen de la muestra.

® La maxima cantidad de aspirado posible.*
Transporte y conservacion.

@ Depositar la muestra en un medio de transporte para anaerobios y enviar inmediatamente
allaboratorio, de no ser posible mantener atemperatura ambiente hasta su procesamiento
(no superior a dos horas). %

Observaciones

® Util en el diagndstico de anaerobios.

® Util en enfermos graves que no expectoran o lo hacen con esputos de calidad
insuficiente.

® Indicado ante neumonias que responden mal al tratamiento empirico y neumonia

nosocomial.

@ No aconsejable en enfermedad obstructiva crénica ni en enfermos hospitalizados durante
largo tiempo ya que pueden encontrarse muy colonizados. Contraindicado en hipoxia
severa y trastornos de coagulacién. Posibles complicaciones como enfisema subcutaneo
o hemoptisis. **

Muestras obtenidas a través de fibrobroncoscopia.

En términos generales las muestras obtenidas por fibrobroncoscopia salvo el cepillado bronquial
por catéter telescopado (CBCT), son muestras contaminadas en mayor o menor grado con flora
orofaringea.*
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Material especifico para broncoscopia.
Recipiente estéril hermético.
Tubo estéril con 1 mL de solucién Ringer.

Material de corte estéril.

Transporte y conservacion.

Enviar inmediatamente al laboratorio. Cuando no sea posible, conservar en refrigeracion
adeC.

Observaciones

Es aconsejable recoger tres esputos en dias consecutivos tras la broncoscopia. *

Técnica o metodologia de obtencidn del producto.

Pueden emplearse las siguientes:

BRONCOASPIRADO (BAS). Recogida de secreciones respiratorias a través de
fibrobroncoscopio, pudiendo introducirse de 3 a 5 mL de suero fisioldgico previo a la
aspiracion. Con menor grado de contaminacion que el esputo.

CEPILLADO BRONQUIAL POR CATETER TELESCOPADO (CBCT). Cepillado de la mucosa
bronquial del I6bulo afectado a través de un fibrobroncoscopio mediante un cepillo
telescopado protegido por un doble catéter ocluido distalmente para evitar la
contaminacion de vias altas.

LAVADO BRONCOALVEOLAR LAB. Lavado de un segmento pulmonar (Iébulo medio o
lingula) previo anclado del broncoscopio, introduciendo de 20 a 50 mL de suero fisiolégico.
Indicado especialmente en procesos pulmonares intersticiales. De escasas complicaciones,
pero no obvia la contaminacién orofaringea cuyo problema puede disminuirse si se inserta
un tubo endotraqueal para pasar el broncoscopio.

BIOPSIA TRANSBRONQUIAL BTB. Obtencién de tejido pulmonar mediante técnica
broncoscépica. Posible contaminacién de la pinza de biopsia.**

Complicaciones: neumotorax, hemorragia.**
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Muestras obtenidas por abordaje percutaneo.

Dentro de las técnicas invasivas son las que permiten la obtencién de muestras mas representativas
del parénquima pulmonar, no obstante, sdlo deben emplearse cuando fracasen otros métodos menos
invasivos o cuando la situacion del enfermo haga imprescindible conocer el diagnéstico etioldgico.

Material
@ Material quirdrgico especifico para puncion.
@ Recipiente estéril y hermético.
® Formol al 10%.
@ Suero fisiolégico.*

Volumen minimo

@ Siesun producto de aspiracion, la mayor cantidad posible. Si es una pieza de biopsia, una
cufia de 3mL, cuando sea posible. 4

Transporte y conservacion

@ Siesun producto de aspiracion, depositar en tubo estéril.

® Siesuna pieza de biopsia se divide en dos fragmentos: uno se coloca en suero fisioldgico
o formol al 10% y se envia para estudio anatomo-patoldgico, y el otro, destinado a ser
cultivado en Microbiologia, se introduce en un tubo estéril con suero fisioldgico. Debe
enviarse inmediatamente al laboratorio. *

Técnica o metodologia de obtencidn del producto
Pueden emplearse las siguientes:

FUNCION PULMONAR ASPIRATIVA (PPA) TRANSTORACICA. Obtencién del exudado de las lesiones
pulmonares a través de una puncidn transtoracica con aguja ultrafina con control radioscdpico
o ecografico. Debe aplicarse ante infiltraciones densas (no intersticiales) y sobre todo si son
periféricas. Contraindicado en pacientes con bullas, trastornos de coagulacidon y sospecha de
hidatiadosis. Posibles complicaciones, como neumotdrax y hemoptisis. Es una muestra ideal para
estudio en infeccion anaerobia grave en nifios, especialmente en edades tempranas.
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PUNCION BIOPSICA PULMONAR. Biopsia transtoracica con trocar. S6lo en casos
excepcionales y en caso de lesiones muy periféricas debido al alto riesgo de neumotdrax.

BIOPSIA PULMONAR CON TORACOSCOPIO. Permite Evaluar un paciente con enfermedad
pulmonar intersticial

BIOPSIA PULMONAR POR TORACOTOMIA BPT. Permite la seleccion visual del aerea
neumonica a cielo abierto.*

4.1.4 Tracto urinario

Urocultivos

ORINA OBTENIDA POR MICCION MEDIA

Material

Gasas estériles.
Jabon neutro.
Recipiente de boca ancha con tapa de rosca hermético y estéril.

Bolsas de plastico o colectores estériles para nifios. **

Obtencién del producto

La muestra idénea es la primera miccién de la mafiana, ya que permite la multiplicacidon de

bacterias durante la noche.*

Técnicas para mujeres.

La paciente debe quitarse la ropa interior.

Se lavard las manos cuidadosamente con agua y jabon, las enjuagara con agua y las secara
con una toalla limpia.

Con una gasa enjabonada se lava bien la vulva pasandola de delante hacia atras, se
repetira el proceso un total de 4 veces.
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Enjuagar cuidadosamente con agua hervida para eliminar los restos de jabon.

Se separaran los labios mayores y menores, y los mantendra separados en todo momento
hasta que se haya recogido la orina.

Se indicara a la paciente que orine desechando los 20-25 primeros mililitros, tras lo cual y
sin interrumpir la miccidn, se recogera el resto de la orina en el recipiente.

El frasco debe sujetarse para que no tome contacto con pierna, vulva o ropa del paciente.
Los dedos no deben tocar el borde del frasco o su superficie interior. *

Técnica para hombres.

Lavarse las manos con agua y jabdn.
Retraer completamente el prepucio y limpiar el glande con jabdn neutro.
Eliminar los restos de jabdn enjuagandolo con agua.

Desechar los primeros 20 — 25 mililitros de orina y posteriormente, sin interrumpir la
miccion, recolectar la muestra de orina en el recipiente estéril.

Cerrar el recipiente. Al igual que en el caso de las mujeres, los dedos no deben tocar el
borde del frasco o su superficie interior. !

Técnica para nifios.

En nifios y nifias mayores la orina se recoge de forma similar a los adultos.

En nifios y nifias mas pequefios, la orina se recogerd en colectores o bolsas estériles
especialmente disefiadas para ellos de la siguiente forma:

® Llavado cuidadoso de los genitales y drea perineal igual que en los adultos.
@ Colocar la bolsa de plastico o el colector.

® Vigilar la bolsa cada 30 minutos y tan pronto como el nifio haya orinado, deben
retirarse y enviarse al laboratorio para su procesamiento.

@ Sila miccion no se ha realizado en una hora, se repite la operacion colocando una
nueva bolsa.
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Volumen minimo de la muestra

® Essuficiente un volumen de orina de 5-10 mL. **

Transporte

® La orina debe llegar al laboratorio en el plazo de una hora. Cuando esto no sea posible
debe refrigerarse a 42C durante un tiempo maximo de 24 horas. El laboratorio debe
controlar el transporte, garantizandose el que las muestras han sido refrigeradas desde el
momento de su toma, siendo admisible, si no puede garantizarse el transporte correcto,
la utilizacién de algun conservante (acido bérico al 2% o el sistema comercial con bérico-
formiato).

Observaciones

@ Enpacientesingresados conimposibilidad de recoger la muestra por si mismos, se realizara
sondaje vesical por personal sanitario experto con las medidas asépticas oportunas. #

ORINA VESICAL.

Es la orina obtenida por puncién suprapubica o por citoscopia. La puncion suprapubica requiere un
buen conocimiento de la técnica y de las precauciones que hay que adoptar, con rigurosa asepsia,
descartando problemas de hemostasia y con la vejiga palpable y previa desinfeccién y anestesia
local.*

Obtencion del producto

® Sepunciona la vejiga a 1,5 cm de la sinfisis pubiana, en la linea media, estando el paciente
en decubito supino, con una jeringa de 10 mL y con aguja larga (calibre 19) se aspira el
contenido vesical (Figura 4.1). 4

Transporte

En caso de orina obtenida por puncion suprapubica se enviara al laboratorio lo antes posible en
la misma jeringa de la extraccion, tras expulsar el aire de su interior y con la aguja pinchada en un
tapdn de goma estéril, indicando procedencia de la muestra o técnica empleada para su recogida
(dato importante a la hora de valorar el recuento de colonias).*
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Indicaciones.
@ Evidencia clinica del cuadro urinario con recuentos bajos o nulos, neonatos y lactantes,

cateterizacion contraindicada o dificultosa, busqueda de anaerobios y urocultivos
repetidos con dos o mas bacterias. %

s

FIGURA 4.1. Obtencién de orina vesical mediante técnica de puncién suprapubica. *

4.1.5 Piel y tejido blando

Limpieza y desinfeccion de la piel

En biopsias y heridas cerradas, se recomienda desinfectar la piel con clorhexidina al 2% o etanol
de 70°, seguidamente desinfectar con povidona iodada al 10%, dejar secar y eliminar el iodo con
etanol antes de tomar la muestra.

@® En heridas abiertas, se recomienda eliminar el material necrdtico y los tejidos
desvitalizados y lavar a chorro con suero salino estéril. 46

Obtencién de la muestra
® Abscesos cerrados: se recomienda aspirar el pus con jeringa y aguja, preferiblemente a

través de una zona de piel sana. Si asi no se obtuviera una muestra, se puede inyectar
suero salino estéril subcutaneo, y volver a aspirar. Una vez realizada la aspiracion se
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debe expulsar el aire, tapando la aguja con una gasa estéril impregnada en alcohol para
eliminar el riesgo de aerosoles. A continuacion, se debe cambiar la aguja por otra estéril
e inocular el contenido, previa desinfeccién del tapdn de goma, en un vial de transporte
para anaerobios. Alternativamente, se puede tapar el cono de la jeringa con un tapon,
asegurarlo bien y enviar asi la muestra al laboratorio. %

Heridas abiertas: con una torunda se debe muestrear un drea de aproximadamente 1
cm? del tejido celular subcutaneo de los bordes de la herida o de la base de la lesidn.
No se debe frotar con fuerza para evitar el sangrado. En el caso de heridas muy secas,
se recomienda impregnar la torunda con suero salino estéril antes de realizar la toma.
Se recomienda que la torunda sea de lagunato. Se enviard en un medio de transporte
especifico (por ejemplo, Amies/Stuart/medio de transporte para anaerobios). 4

Pus: se recomienda aspirar el pus de la zona mas profunda de la herida con jeringa y
aguja. La muestra se inoculara en un vial de transporte para anaerobios, como en el caso
de los abscesos cerrados. %

Tejidos obtenidos mediante curetaje y biopsias: se recomienda obtener suficiente
muestra, evitando las zonas necrdticas. Estas muestras pueden obtenerse mediante
puncién — aspiracién con aguja fina o con cualquier dispositivo al efecto (por ejemplo,
biopsia con sacabocados también llamada “punch”), o mediante procedimiento quirurgico
abierto. %

Quemaduras: se recomienda realizar dos incisiones paralelas de 1-2 cm de longitud
separadas 1,5 cm; luego, con un bisturi y pinzas estériles, se obtendra- una muestra lo
suficientemente profunda como para llegar hasta el tejido viable. En determinadas
heridas (como las quemaduras o las heridas crénicas) se recomienda recoger mas de una
muestra, de diferentes zonas de la herida, porque una Unica muestra puede no reflejar
todos los microorganismos productores de la infeccidn. Silos fragmentos son pequefios se
inoculan en un sistema de transporte para anaerobios. Si son mas grandes, se introducen
en contenedores estériles sobre una gasa estéril humedecida en suero salino estéril para
evitar su desecacion. Las biopsias se deben fraccionar en dos mitades, una se enviara para
estudios microbioldgicos y la otra para estudio histolégico. %

Celulitis: en caso de celulitis, se puede inyectar suero salino estéril subcutdneo en el borde
activo de la lesidn, y luego intentar aspirarlo (Ver apartado 4.1.6), aunque la sensibilidad
diagnodstica de esta técnica es baja (aproximadamente, 30%). Las muestras de tejido se
obtienen mediante biopsia (con sacabocados o procedimiento quirdrgico abierto), del
borde activo de la lesion. ¢
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4.1.6 Liquidos biolégicos

Leclercia adecarboxylata se caracteriza por causar infecciones intraabdominales como colecistitis

y peritonitis, para el diagndstico de dichos padecimientos se requiere de liquido biliar y liquido

peritoneal respectivamente. Por otro lado, para el diagndstico de padecimientos relacionados con

los huesos y articulaciones, por ejemplo la artritis infecciosa, la muestra de liquido sinovial suele

ser determinante.

Por lo ya mencionado, resulta relevante tener conocimiento de cémo llevar a cabo la toma de

muestra de liquidos bioldgicos que engloba los liquidos organicos normalmente estériles. >

Material

Pafios estériles.
Gasas estériles.
Guantes estériles.

Jeringuillas y agujas estériles. No se deben utilizar jeringuillas heparinizadas, pues
heparina lleva conservantes que pueden interferir la viabilidad de los microorganismos.

Alcohol etilico o isopropilico al 70%.

Povidona yodada.

Tubos estériles con tapdn de rosca.

Recipientes estériles de boca ancha (ej. urocultivo).

Sistemas de transporte de liquidos para estudio de anaerobios.
Frascos de hemocultivos.

Hisopos. %

Obtencidn de la muestra

Desinfectar la piel con alcohol, haciendo circulos concéntricos desde el centro hacia la
periferia en una zona de unos 10 cm de didmetro.

Repetir el paso anterior con povidona yodada, dejando secar durante un minuto. En pacientes
con hipersensibilidad al iodo, realizar la desinfeccién con alcohol dos veces consecutivas.
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Latoma se hace por puncion percutdnea (toracocentesis, paracentesis, puncién pericardica
0 puncidn articular) de forma aséptica para evitar la contaminacion por la flora cutdnea o
ambiental.

La puncion pericardica se realiza con control electrocardiogréfico.

Una vez realizada la toma percutdnea se retira la povidona yodada de la piel con un
aposito impregnado en etanol al 70%.

Se pueden realizar tomas de liquidos bioldgicos en el transcurso de intervenciones
quiruargicas, pero hay que evitar la contaminacion por la flora de localizaciones préximas.
En estas circunstancias debe desaconsejarse el uso de hisopos, siendo preferible también
la aspiracion; se utilizaran si el contenido no puede ser aspirado.

La muestra del liquido de didlisis peritoneal ambulatoria crénica puede ser la propia bolsa
que lo contiene.

La aspiracion de pus y otros fluidos (bilis, liquido peritoneal, etc.), se puede hacer en
el curso de un acto quirurgico, pero hay que evitar la contaminacién por la flora de
localizaciones préximas. 4

Volumen minimo

@ Para el estudio bacteriano rutinario es suficiente de 1 a 10 mL. #
Transporte.
® Exclusivamente si es necesario evitar la coagulacion de algunos de estos liquidos se usara

heparina sin conservantes; otros anticoagulantes pueden tener accién bacteriana.

No usar la jeringuilla utilizada para la recogida.

Si se emplea es imprescindible sustituir la aguja por una estéril tapada con su
correspondiente protector.

Los recipientes idoneos son tubos estériles de tapdn de rosca o de presidn negativa sin
conservantes. Se llenaran hasta cerca del tapon, de esta forma pueden ser utiles para el
estudio de anaerobios, especialmente si la muestra es purulenta.

Hemocultivos, se inocularan 10 mL. Este es un sistema adicional a los anteriores. Esta
particularmente indicado cuando el envio se puede retrasar o en los liquidos que pueden
coagularse. Si se sospecha anaerobios emplear uno adecuado para estas bacterias.
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® Loshemocultivos se mantendran entre 352Cy 372C, o en su defecto a temperatura ambiente.
@ Las muestras deben ser enviadas inmediatamente al laboratorio y hasta su procesamiento
se mantendran a temperatura ambiente. %

Observaciones.

@ Cuando se utilice una anestesia local, hay que cambiar de jeringuilla y aguja para hacer la
extraccion de la muestra, ya que los anestésicos pueden inhibir el crecimiento bacteriano.

4.2 EXAMEN MICROSCOPICO
4.2.1 Tincion de Gram

La visualizacion de Leclercia adecarboxylata se logra mediante tincion de Gram (Ver técnica en
Anexo 1). Se observaran bacilos gramnegativos, con un tamafio de aproximadamente 1 a 3 um
(Figura 4.2), este resultado Unicamente representa una guia para posteriormente seleccionar los
medios de cultivo.®>**

Tomandoencuentaque L. adecarboxylata suele encontrarse como parte deinfecciones polimicrobianas,
es importante prestar especial atencion en busca de microflora mixta, ya que la bacteria que se
encuentre proporcionalmente en mayor cantidad sera el agente etiolégico mas probable. #°

FIGURA 4.2. Tincién de Gram. Bacilos gramnegativos*’
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4.3 MEDIOS DE CULTIVO (Ver Anexo 2 para composicion y
fundamentos)

Leclercia adecarboxylata se caracteriza por crecer bien en medios de cultivo comunes para
enterobacterias como agar sangre de oveja (SBA) y agar MacConkey (MCA). ¢° Al tratarse de un
microorganismo mesofilo los cultivos suelen incubarse a una temperatura éptima de 35-37°C
durante 24 h. %

Es de suma importancia mencionar que L. adecarboxylata en los medios MacConkey, desoxicolato-
lactosa, y eosina-azul de metileno, forma colonias que se asemejan a las de E. coliy da los mismos
resultados que ésta en las pruebas bioquimicas de Indol, Rojo de metilo, Voges — Proskauer y Citrato
(conocidas como sistema IMViC), por lo que se pueden confundir facilmente en el laboratorio de
rutina si no se investiga mas. # 1

Morfologia macroscopica de Leclercia adecarboxylata en diferentes medios de cultivo:
4.3.1 Agar sangre de carnero al 5% (SBA)

En agar sangre de carnero al 5% (Figura 4.3), tras 24 horas de incubacion a 37 ° C en una atmdsfera
aerdbica suelen presentarse colonias no hemoliticas, grandes, planas y brillantes, ademas las
colonias pueden presentar una pigmentacion amarilla. (Figura 4.4) 48 13,49

[\
FIGURA 4.3. Agar sangre de FIGURA 4.4. Colonias de Leclercia
carnero al 5%, sin inocular.*° adecarboxylata en agar sangre después

de 24 horas de incubacién.”*
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4.3.2 Agar chocolate

En agar chocolate (Fig. 4.5) suelen observarse colonias mucoides grandes y grises. (Figura 4.6) *’

FIGURA 4.5. Agar chocolate, sin inocular.>? FIGURA 4.6. Colonias de Leclercia
adecarboxylata en agar chocolate.

4.3.3 Agar MacConkey (MCA)

El crecimiento en agar MacConkey (Figura 4.7) da lugar a colonias pigmentadas, mucoides y
fermentadoras de lactosa. (Figura 4.8). 24

FIGURA 4.7. Agar MacConkey, FIGURA 4.8. Leclercia adecarboxylata
sin inocular. = en agar MacConkey **
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4.3.4 Agar lactosa azul de bromotimol (BTB)

En placas de agar lactosa azul de bromotimol (Figura 4.9), predomina la morfologia de una colonia
que se asemeja al crecimiento de la familia Enterobacteriaceae. (Figura 4.10). °

FIGURA 4.9. Agar lactosa azul de FIGURA 4.10. Colonias de Leclercia
bromotimol (BTB), sin inocular. adecarboxylata en agar BTB lactosa después
de 24 horas de incubacién.”?

4.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA

EsimportantesepararL.adecarboxylatadeotrosmiembrossimilaresdelafamiliaEnterobacteriaceae.
Por ejemplo, las pruebas positivas de ureay acido fenilpirtvico para Providencia y la mayoria de las
especies de Proteus, nos sirven para descartar dichos microorganismos. Mientras que las pruebas
positivas de Voges Proskauer y citrato, para las cudles Leclercia es negativo, pueden ser Utiles para
diferenciarla de Pantoea agglomerans.?

Sin embargo, la identificacion tradicional basada en propiedades morfoldgicas y metabdlicas
es insuficiente para diferenciar correctamente Escherichia spp. de L. adecarboxylata ya que
ambas especies comparten varias propiedades estructurales, microbioldgicas y bioquimicas;
L. adecarboxylata da los mismos resultados que E. coli en el sistema IMViC; sus propiedades
metabdlicas son idénticas en las pruebas de indol, rojo de metilo, citrato, fenilalanina desaminasa,
conversiodn de nitrato a nitrito, acido mucico, D-glucosa, fermentacién de L-arabinosa, fermentacion
de maltosa, fermentacion de L-ramnosa, fermentacion de dulcitol, fermentacion de eritritol y D
-fermentacién del manitol. Debido a las similitudes, estas propiedades metabdlicas no pueden
utilizarse con certeza para distinguirlas. (Tabla 4.1)4®
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TABLA 4.1. Propiedades bioquimicas de las cepas de Leclercia adecarboxylata.*

Reaccion positiva (%)
Leclercia adecarboxylata Escherl'c hia . £ Co.h
coli (inactiva)
DL Tamura
Prueba Bioquimica Método Burak & Farmer Farmer Farmer
. etal.
Wiedemann
Desaminacion de MCN-E, 0 0 0 0 0
aminodcidos API20E
Arginina dihidrolasa MCN-E, 0 0 0 17 3
API20E
B - galactosidasa (ONPG)® MCN-E, 99 100 100 95 45
API20E
Gelatinasa API20E 12 0 0 0
B — glucosidasa (hidrdlisis MCN-E, 100 100 100 35
de esculina) API20E
B — glucuronidasa (PGUR)® MCN-E, 0 0 NT NT NT
Produccién de H2S MCN-E, 0 0 0 1 1
API20E
Lisina descarboxilasa MCN-E, 0 0 0 90 40
API20E
Ornitina descarboxilasa MCN-E, 0 0 0 65 20
API20E
Triptofanasa (produccion MCN-E, 100 100 100 98 80
de indol) API20E
Ureasa MCN-E, 12 10 48 1 1
API20E
Prueba de Voges - MCN-E, 0 0 0 0 0
Proskauer API20E
Xilosidasa (ONPX)¢ MCN-E 94 100 NT NT NT
Pigmento amarillo Prueba de 19 14 37 0 0
placa (48 h)
Asimilacion de:
Citrato MCN-E, 0 0 0 1 1
API20E
Malonato MCN-E 100 100 93 0 0
Fermentacion de:
Adonitol MCN-E, 73 98 93 5 g
Prueba de
placa (48 h)
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TABLA 4.1. Propiedades bioquimicas de las cepas de Leclercia adecarboxylata (continuacion).*

Reaccion positiva (%)
Leclercia adecarboxylata Escherl'c hia . £ “?I’
coli (inactiva)
S Tamura
Prueba Bioquimica Método Burak & Farmer Farmer Farmer
. etal.
Wiedemann
L - arabinosa API20E 100 NT (99°) | NT (99°) NT (20°) NT (12°)
D — arabitol Prueba de 100 100 100 99 85
placa (48 h)
D — celobiosa Prueba de 91 96 96 5 5
placa (48 h)
Dulcitol Prueba de 100 100 100 2 2
placa (48 h)
Glucosa MCN-E 100 100 100 100 100
myo — Inositol MCN-E 3 0 0 1 1
D —lactosa Prueba de 90 100 93 95 20
placa (48 h)
D — Manitol API20E 100 100 100 98 93
D — Melibiosa API20E, 100 100 100 75 40
Prueba de
placa (48 h)
Rafinosa API20E 68 59 66 50 15
L—Ramnosa MCN-E, 99 100 100 80 65
API20E
D — Sorbitol MCN-E, 25 9 0 94 75
API20E
Sucrosa MCN-E, 42 52 66 50 15
API20E
D — Xilosa MCN-E 100 100 100 95 70

*La identificacion se llevo a cabo con dos sistemas de identificacion comercial para Enterobacterias y bacterias
relacionadas, conocidos como: Micronaut-E (MCN — E), API 20E y siete pruebas convencionales.

*Los resultados obtenidos del estudio realizado por Stock, Burak & Wiedemann se contrastan con los datos de
Tamura et al. y Farmer. Las caracteristicas discriminatorias se muestran en las dreas sombreadas. Cabe sefialar
que los resultados de Farmer se obtuvieron después de 48 h de incubacién.

® Abreviatura de o-nitrofenil-B-galactopirandsido, ¢ p-nitrofenil-8 glucurénido, ¢ o-nitrofenil-B-xilosido, € segun
la base de datos API20E.

NT, no probado o sin informacion disponible.*
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A pesar de que L. adecarboxylata comparte muchas propiedades estructurales y microbioldgicas
con el género Escherichia, existen algunas diferencias; acidifican el adonitol, fermentan el
malonato y son tolerantes al KCN, ademas de que no forman lisina descarboxilasa ni producen
alcali cuando se cultivan en un medio de citrato de Christensen (Tabla 4.2). Asimismo, algunas
cepas de L. adecarboxylata producen un pigmento amarillo. Estas caracteristicas podrian suponer
la separacion definitiva de L. adecarboxylata de E. coli, sin embargo, se debe prestar especial
atencidn a las leclercias bioquimicamente aberrantes, por ejemplo, varias leclercias no pueden
producir 4cido a partir del adonitol, pero pueden fermentar sorbitol, que es un patrén bioquimico
caracteristico de E. coli. %> 114855

Tabla 4.2. Comparacién de diferencias en pruebas metabdlicas entre L. adecarboxylata y E. coli. ®

Prueba y:s:z::zz}g;z;' % positivo para E. Coli
Lisina descarboxilasa 0 90
Arginina descarboxilasa 0 17
Ornitina descarboxilasa 0 65
Malonato 93 0
Crecimiento en KCN 97 3
Fermentacion de celobiosa 100 2
Fermentacidén de adonitol 94 5
Fermentacién de D — arabitol 96 5
Fermentacién de D — sorbitol 0 94
Hidrolisis de urea 48 1
Hidrolisis de esculina 100 35
Glicerol 3 75
Salicina 100 40
Se probaron varias cepas y se observa qué porcentaje fueron positivas a la prueba metabdlica.’

Ademas de las caracteristicas bioquimicas, L. adecarboxylata presenta resistencia natural a la
fosfomicina, dicha caracteristica es distintiva para diferenciarla de E. coli.*

Finalmente, los medios cromogénicos CPSE (agar translicido) (Figura 4.11) se utilizan para
diferenciar E. coli de L. adecarboxylata en laboratorios pequefios donde no se dispone de técnicas
automatizadas costosas, en dichos medios L. adecarboxylata suele presentar colonias verde
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turquesa, mientras que E. coli generalmente produce colonias de color rosa (Figura 4.12) > Por
otro lado muchas cepas producen un pigmento amarillo no difusible que puede ser débil y puede
perderse con el almacenamiento y el subcultivo.>®

W, 7

- -’ /;‘\
y/ 4 2
.
Translucent B “ ’.f {
chromID® CPS® Elite agar ,R
Ref. 418284 / 20 plates N

Figura 4.11. Medio de cultivo FIGURA 4.12. Medios de cultivo cromogénicos
cromogénico translucido. (chromID® chromID® CPS® agar, inoculados con diferentes
CPS® Elite agar). Sin inocular. 7 bacterias.>®

4.5 OTROS METODOS DE DIAGNOSTICO

Como ya se ha mencionado, L. adecarboxylata comparte muchas propiedades estructurales y
microbioldgicas con el género Escherichia, y los casos clinicos pueden confundirse con unainfeccién
por Escherichia spp cuando la identificacidon se basa puramente en determinadas propiedades
morfoldgicas y metabdlicas. °

Los sistemas de identificacién automatizados y la espectrometria de masas en los laboratorios de
microbiologia clinica juegan un papel muy critico en el aislamiento de organismos atipicos como L.
adecarboxylata, y garantizan un diagndstico correcto del organismo infectante de manera rapida
y precisa. **

4.5.1 Sistemas automatizados

La seguridad y rapidez en la identificacidn bacteriana y estudios de sensibilidad antimicrobiana son
esenciales en el manejo de los pacientes con enfermedades infecciosas.>®
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Durante la ultima década se han desarrollado aparatos automatizados y semiautomatizados que
permiten obtener resultados de identificacion bacteriana y de sensibilidad en un periodo que oscila
entre 2y 7 h comparado a las 15-24 h que habitualmente demoran los métodos tradicionales. *°

Existen diferentes tipos de aparatos. La diferencia entre éstos radica en varios factores: la rapidez
y confiabilidad en los resultados de identificacion y sensibilidad antimicrobiana, el espectro de
microorganismos abarcado, los costos de mantenimiento, control de calidad y la presencia de un
software anexo con capacidad de controlar los mecanismos intrinsecos y adquiridos de resistencia
antimicrobiana.*®

El sistema VITEK (Laboratorio bioMérieux, Argentina) (Figura 4.13) es un sistema automatizado
de identificacion bacteriana y estudio de sensibilidad antimicrobiana. La identificacion de
las bacterias se basa en la inoculacién de una suspension de microorganismos en tarjetas con
determinados paneles de reacciones bioquimicas. La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en
forma similar a través de tarjetas que contienen diluciones estandarizadas de distintos antibidticos
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por el National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) del CDC de Atlanta EE.UU.>®

FIGURA 4.13. Sistema de identificacién microbiana
completamente automatizado VITEK ® 2 Compact.®°

Para la identificacion de Leclercia adecarboxylata con el Sistema automatizado Vitek 2, (BioMérieux
Inc.), se utiliza la tarjeta de identificacion GN-VITEK - 2 ref. 21341 indicada para organismos Gram
negativos, basado en los estandares del National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) del CDC de Atlanta EE.UU.8
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Distintos estudios han evaluado el rendimiento del sistema VITEK en la identificacién bacteriana
y sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos clinicos. Robinson y cols. obtuvieron una
concordancia del 95,5% en la identificacion a nivel de especie bacteriana en bacilos gramnegativos,
a la cual pertenece Leclercia adecarboxylata. *°

Porotrolado, enunestudiorealizado porJordaV.ycol, paraelanalisis de sensibilidad antimicrobiana
el sistema VITEK demostro tener una buena confiabilidad en la deteccidon de distintos mecanismos
de resistencia antimicrobiana, como la resistencia a B — lactdmicos y fluoroquinolonas en
enterobacterias. En este estudio la concordancia global de sensibilidad antimicrobiana entre VITEK
y método de difusién por disco fue del 99,5%.%°

Las tarjetas de sensibilidad del sistema VITEK poseen paneles fijos de antibidticos. Esto constituye
una desventaja, debido a que no es posible seleccionar los antibidticos a ensayar. La combinacién
de varias tarjetas podria obviar este inconveniente, aunque aumentaria notablemente los costos
del analisis. *°

4.5.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (EM) es una técnica poderosa para caracterizar a las proteinas, en
especial para determinar la masa de una proteina o fragmentos de ella. Con informacién de este
tipo en mano, también es posible determinar parte de la secuencia de una proteina o toda ella.
Este método permite una determinacién directa muy precisa del cociente de masa (m) de una
molécula cargada (ion molecular) con relacion a su carga (z) o m/z. La espectrometria de masas fue
utilizada histéricamente como una técnica analitica de la quimica clinica, pero no fue hasta hace
tres décadas con la aparicién de las técnicas de “ionizacidn suave” cuando se consiguid analizar
biomoléculas de gran tamafio utilizando un laser como fuente de ionizacién y una matriz orgénica
para facilitar el proceso. De ahi el nombre MALDI-TOF, que obedece a las siglas Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight (MALDI — TOF) o ionizacién-desorcidn asistida por
matriz con tiempo de vuelo. 5% 2

La espectrometria de masas (EM) ha irrumpido en el laboratorio de microbiologia ofreciendo
una alternativa rdpida y fiable para la identificacion de microorganismos. A pesar de que esta
tecnologia se ha aplicado en diferentes campos durante los ultimos afios, la reciente creacién de
plataformas simples y faciles de utilizar dirigidas al diagndstico microbiolégico ha conllevado su
creciente incorporacion a los laboratorios de microbiologia. Las plataformas comercializadas hasta
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el momento utilizan la EM para la identificacion de microorganismos mediante dos aproximaciones
diferentes: la identificacion basada en el perfil proteico especifico de cada microorganismo
(aproximacién protedmica) o el andlisis de sus acidos nucleicos (aproximacion gendmica). %

La fiabilidad del MALDI-TOF no es la misma para la identificacion de los distintos grupos de bacterias,
sin embargo para Leclercia adecarboxylata la espectrometria de masas ayuda a identificar las
especies mejor que los sistemas bioquimicos convencionales (92,2% frente a 83,1%) y también da
lugar a una mejor identificacién del género. La espectrometria de masas MALDI - TOF identifica
hasta el 97,7% de las enterobacterias. %2

Por otro lado, durante el analisis de hemocultivos la identificacion de bacterias mediante MALDI-
TOF directamente a partir de un hemocultivo positivo permite reducir el tiempo de obtencién del
resultado en comparacién con los métodos convencionales, ofreciendo la posibilidad de mejorar
el manejo de los pacientes con sepsis. &

Otra ventaja de la tecnologia MALDI - TOF es que durante el analisis de hemocultivos
generalmente identifica la bacteria mas abundante, aunque se ha visto que, si se observan
manualmente los espectros y el listado de diferentes identificaciones con valores de fiabilidad
mas bajos, es posible identificar mas de un microorganismo. Esto es de gran valor durante el
diagndstico de Leclercia adecarboxylata visto que es usual que se encuentre como parte de
infecciones polimicrobianas.

4.5.3 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) se
basa en la replicacion celular en la que acttan varias proteinas para sintetizar dos nuevas hebras
de ADN a partir de otra que funciona como molde y permite obtener in vitro millones de copias de
un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula. %

Para la biotipificacion de Leclercia adecarboxylata se utiliza tecnologia basada en la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), con secuenciacion del marcador molecular 16S rRNA y electroforesis
de proteinas de acidos nucleicos.?

Un marcador molecular es un segmento de ADN que corresponde a un gen o regiones no
codificantes del genoma, estos segmentos de ADN permiten identificar diferentes variantes (alelos)
y se localizan en un sitio determinado en los cromosomas (locus). Las diferencias que se obtienen
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en estos fragmentos de ADN se conocen como polimorfismos y se pueden detectar por hibridacion
de secuencias de dacidos nucleicos, secuenciacion de nucledtidos, comparacion de la longitud de
los fragmentos producidos por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y a través de sitios
reconocidos por enzimas de restriccion. Los marcadores moleculares se pueden utilizar para clasificar
grupos taxonémicos, poblaciones, familias o individuos, tanto en eucariotas como en procariotas. %

El gen ribosomal 16S rRNA (establecido asi por la American Society for Microbiology, ASM) se
ha utilizado como marcador molecular, ya que permite clasificar a las bacterias y arqueas
en grupos taxondémicos de acuerdo con las familias o géneros. Este gen tiene una secuencia
aproximada de 1.550 pb de longitud y contiene regiones variables y conservadas con secuencias
de oligonucledétidos Unicas para cada grupo filogenético. La comparacion de las secuencias del gen
16S rRNA de bacterias desconocidas con secuencias conocidas en las bases de datos es de gran
ayuda para clasificar a las bacterias a nivel de género e incluso se ha llegado a identificar especies
en algunos casos. &

Los ARNr 16S pueden caracterizarse en términos de secuencia parcial, mediante el método de
catalogacion de oligonucledtidos, utilizado en los estudios pioneros de Woese. Siguiendo esta
técnica, el ARNr 16S marcado in vivo, y purificado, se trata con la enzima ribonucleasa T1. Los
fragmentos generados se separan, determindndose posteriormente la secuencia de todos
aquellos que incluyan al menos seis nucledtidos. A continuacion, las secuencias de la coleccion de
fragmentos correspondientes a diferentes bacterias se alinean y comparan, utilizando programas
informaticos, para calcular finalmente los coeficientes de asociacién.®®

En microbiologia clinica, la identificacion rapida y correcta de los agentes patdgenos es un
requisito esencial para el diagndstico y la aplicacion posterior de un tratamiento adecuado. En
la actualidad, la mayor parte de las bacterias de interés clinico pueden identificarse facilmente
mediante técnicas microbioldgicas convencionales, que requieren el aislado previo del agente
patdgeno y se basan en caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, existen situaciones en las cuales
la identificacidn fenotipica necesita mucho tiempo o resulta dificil, como es el caso de Leclercia
adecarboxylata, en estas circunstancias, la identificacién molecular basada en el andlisis del ARNr
16S (o del gen que lo codifica) puede representar una ventaja tanto en tiempo como en precision,
aunque cabe mencionar que para L. adecarboxylata esta técnica se ha utilizado escasamente para
confirmar el microorganismo. % ¢’

Para la identificacion mediante PCR, la amplificacién del gen, para su posterior secuenciacion,

parte preferentemente de ADN extraido de un cultivo puro de la bacteria, pero también puede
conseguirse directamente de una muestra clinica.
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No existen pautas de tratamiento para la infeccidn por Leclercia adecarboxylata, sin embargo, se ha
demostrado que este agente causa diferentes tipos de bacteriemias seglin su lugar de adquisicion
y para las cuales los regimenes de antibioticos resultan eficaces.’®* En tal sentido, a continuacion,
se describe brevemente el tratamiento antimicrobiano empirico de las bacteriemias segun el lugar
de adquisicién y segun la enfermedad subyacente del paciente: *

5.1 Tratamiento antimicrobiano empirico de la bacteriemia primaria
de adquisicion comunitaria

La bacteriemia comunitaria es aquella que tiene su origen en la comunidad y es detectada dentro
de las primeras 48 h de hospitalizacion, no mediando durante ese periodo ninguna actividad
asistencial que pueda haberla inducido. La etiologia de las bacteriemias de adquisicion comunitaria
con criterios estrictos muestra un predominio de las bacterias gramnegativas (68%) sobre las
grampositivas (31%).% Leclercia adecarboxylata al ser gramnegativa es propensa a causar este tipo
de bacteriemias.

La amoxicilina-acido clavulanico es un tratamiento empirico apropiado para el paciente con
bacteriemia de origen desconocido procedente de la comunidad sin signos de gravedad. *

Se sugiere evitar el tratamiento combinado con aminoglucdsidos en el paciente con sospecha de
bacteriemia ya que comparado con monoterapia no ofrece beneficio clinico y, por el contrario,
aumenta la nefrotoxicidad.

5.2 Tratamiento antimicrobiano empirico de la bacteriemia primaria
asociada a los cuidados sanitarios

En esta categoria se incluyen las bacteriemias secundarias a un procedimiento diagndstico o
terapéutico realizado de formaambulatoria, las bacteriemias en pacientes ambulatorios portadores
de sondas urinarias y catéteres intravenosos (CV), las bacteriemias en pacientes en hemodidlisis
cronica y en didlisis peritoneal y las bacteriemias en pacientes ingresados en residencias de
ancianos y en centros de larga estancia.
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La bacteriemia asociada a los cuidados sanitarios comprende un grupo muy heterogéneo de
pacientes con caracteristicas propias. En general, la etiologia y la sensibilidad de las bacteriemias
en estos pacientes son mas parecidas a las nosocomiales que a las comunitarias. %

El tratamiento empirico recomendado en los pacientes estables y sin particulares factores de
riesgo es amoxicilina- acido clavulanico o ceftriaxona. En los pacientes con grave o shock séptico,
ertapenemy, si son portadores de sonda vesical permanente, piperacilina-tazobactam o imipenem
o0 meropenem, combinados con vancomicina. *?

Ademas, de acuerdo con De Mauri y cols. (2019), las estrategias para tratar la bacteriemia
relacionada con el catéter en mencionan en la Tabla 5.1: !

TABLA 5.1. Tratamiento recomendado para bacteriemias relacionadas con catéter. *

Catéteres temporales que pueden ser Monoterapia con antibioticos de corta duracion

facilmente sustituidos (1 a 2 semanas) y reemplazo del catéter.

Catéteres temporales en pacientes Terapia a largo plazo con dos antibidticos

complicados con alto riesgo de resultado y mantenimiento del catéter in situ con

adverso tras la sustitucion del catéter. monitorizacion constante

Catéteres de hemodialisis tunelizados Ciclo largo (2 a 4 semanas) con al menos dos

permanentes antibiodticos intravenosos, combinados con
terapia “bloqueada”; reteniendo el catéter con
monitorizacion constante

No se recomienda el tratamiento combinado con aminoglucdsidos por las razones que se han
comentado previamente en las bacteriemias adquiridas en la comunidad, y mas aun en estos
pacientes mas vulnerables a la toxicidad renal de los aminoglucdsidos por razones de edad,
comorbilidad e interacciones con otros farmacos.
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5.3 Tratamiento antimicrobiano empirico de la bacteriemia primaria
de adquisicion nosocomial

El origen mas comun de la bacteriemia nosocomial es el catéter intravenoso (14-52%), seguido de
la infeccidn del tracto urinario (18-39%), la neumonia (10-16%), y la infeccién intraabdominal (9-
13%). La bacteriemia es de origen desconocido en el 16% de los casos. *

Eltratamiento empirico apropiado de estas bacteriemias es mas dificil, especialmente las adquiridas
enlas unidades de cuidados intensivos (UCI), por la mayor frecuencia de bacterias multirresistentes,
las enterobacterias productoras de BLEE (como puede ser el caso de L. adecarboxylata), e incluso
potencialmente panresistentes, en estas circunstancias los informes del Servicio de Microbiologia
local son imprescindibles para guiar el tratamiento antimicrobiano empirico. **

En pacientes con sospecha de bacteriemia nosocomial se recomienda iniciar un tratamiento
antibiético de amplio espectro, especialmente si los signos de infeccidn persisten después de
haber retirado el catéter intravenoso. **

En los pacientes con catéter intravenoso central sin otro foco aparente de infeccion se recomienda
afadir vancomicina al tratamiento inicial. En los pacientes con sepsis grave o shock séptico el
tratamiento empirico debe ser mas amplio. *

En general, el tratamiento combinado con aminoglucésidos no se recomienda porque no ha
demostrado beneficio frente a la monoterapia e incrementa los efectos adversos. 3

5.4 Tratamiento antimicrobiano empirico de la bacteriemia primaria en
poblaciones especiales de pacientes por su enfermedad subyacente

5.4.1 Pacientes en hemodialisis

Si la situacién clinica es estable la vancomicina es el tratamiento empirico de eleccién. En
caso de sepsis grave o shock séptico, es recomendable ampliar la cobertura frente a bacilos
gramnegativos. **
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5.4.2 Receptores de trasplante de érgano sélido y de progenitores
hematopoyéticos

El tratamiento empirico recomendado en los receptores de trasplante con sospecha de bacteriemia
de origen desconocido adquirida en la comunidad seria un betalactdmico de amplio espectro,
ceftriaxona o amoxicilina-acido clavulédnico. *?

5.4.3 Pacientes con cancer y neutropenia secundaria a quimioterapia

Ante la sospecha de sepsis sin foco aparente, sin mucositis importante y con estabilidad clinica,
estd indicado el tratamiento con un betalactdmico. Se recomienda afiadir un glicopéptido,
preferentemente vancomicina, en presencia de mucositis grave, colonizacién previa por SARM
(S. aureus resistente a la meticilina), infeccién del catéter intravenoso, y sepsis grave o shock
séptico. #

5.4.4 Pacientes con infeccion por VIH

En los pacientes con infeccidn por VIH con sospecha de bacteriemia comunitaria y con linfocitos
CD4 > 50 cel/ul se recomienda amoxicilina-acido clavuldnico o una cefalosporina de amplio
espectro como ceftriaxona o cefotaxima.®

5.4.5 Adictos a drogas por via parenteral (ADVP)

En los pacientes con ADVP cuando se sospechen infecciones mixtas con Streptococcus pyogenes
e incluso anaerobios y bacilos gramnegativos procedentes de la boca, el tratamiento empirico
recomendado es amoxicilina-acido clavulanico. * Esto es de relevancia ya que como se ha revisado
L. adecarboxylata suele presentarse como parte de infecciones polimicrobianas. *2
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5.4.6 Otros grupos de pacientes con enfermedades subyacentes

En los pacientes con cirrosis hepatica, el tratamiento empirico recomendado es ceftriaxona o
cefotaxima.

En los pacientes con lesién medular con sospecha de bacteriemia en los que la etiologia mixta es
frecuente, el tratamiento empirico recomendado es amoxicilina — 4cido clavulanico. *

5.5 Tratamiento antimicrobiano dirigido

La confirmacidn de la bacteriemia con la identificacién del microorganismo y la determinacién de
la sensibilidad a los antimicrobianos esta disponible generalmente a las 48-72 h de la extraccién
de los hemocultivos. Esta informacion junto con la evolucion clinica del paciente son la base para
modificar, si es necesario, el tratamiento empirico e indicar el tratamiento antimicrobiano dirigido.

Para la seleccion del tratamiento antimicrobiano dirigido deben tenerse en cuenta cinco principios
basicos:

el antimicrobiano seleccionado debe ser el mas eficaz;

debe ser el mas seguro;

debe ser el de espectro mds reducido;

debe ser el mas facil de administrar, y

debe ser el mas econémico. *

Para el caso de Leclercia adecarboxylata, aparte de la fosfomicina, los patrones naturales de
susceptibilidad a los antimicrobianos no indican dificultades terapéuticas para el tratamiento de
las infecciones. Sin embargo, se debe prestar especial atencidn a las Leclercias aberrantes que se
asemejan a E. coli en numerosas propiedades bioquimicas. *

En vista de ello, en el Capitulo 6 se describen sus caracteristicas de sensibilidad y resistencia a
antimicrobianos para poder modificar y redirigir el tratamiento de manera mas precisa en caso de
que el tratamiento empirico no haya resultado eficaz.
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Leclercia es susceptible a una gran diversidad de farmacos, en el 2004, un estudio realizado por
Burak, Stocky Wiedemann, demostré que las cepasde L. adecarboxylata son naturalmente sensibles
a las tetraciclinas, quinolonas, inhibidores de la via del folato, cloranfenicol, nitrofurantoina y
azitromicina.> 1 Es decir que es susceptible a la mayoria de los antibiéticos habituales, como la
colistina, acido nalidixico, sulfadiazina, gentamicina, estreptomicina, kanamicina, carbenicilina y
cefaloridina. >%2! También es naturalmente sensible a los aminoglucdsidos, sin embargo, en afios
recientes se han detectado casos de resistencia a éstos. **

Por otro lado, se han informado cepas de Leclercia resistentes a la ampicilina, asi como casos
excepcionales de cepas que producen betalactamasas de espectro extendido, resistentes a la
penilicina. > %2 Asi mismo, Leclercia adecarboxylata es naturalmente resistente a la penicilina G
, oxacilina, eritromicina, roxitromicina, claritromicina, cetdlidos, lincosamidas, estreptograminas,
linezolid, glicopéptidos, rifampicina, acido fusidico y, curiosamente, a la fosfomicina. *

6.1 Resistencia a la fosfomicina

La resistencia natural a la fosfomicina puede ser de interés clinico por las siguientes razones: en
varios paises, la fosfomicina se usa como un agente terapéutico importante contra la osteomielitis
y las infecciones del tracto urinario no complicadas, donde estan involucradas especies de la
familia Enterobacteriaceae (y probablemente también L. adecarboxylata). Ademas, la resistencia
natural a la fosfomicina de L. adecarboxylata puede representar un parametro adicional para
su separacion fenotipica confiable de E. coli; esta ultima especie es naturalmente sensible a la
fosfomicina, la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para el 90% de las cepas en la poblacién
natural fueron de 0,5 a 2 mg/L y el grado de resistencia adquirida a la fosfomicina en E. coli es
generalmente bajo (0 a 1,5%).*

El genotipo de la resistencia natural a la fosfomicina en L. adecarboxylata es completamente
desconocido y podria atribuirse a uno de varios mecanismos diferentes. Una transferasa con baja
afinidad por la fosfomicina, o una expresidon enzimatica de bajo nivel, podrian ser responsables.*

6.2 Causas de resistencia a antibioticos

Existen reportes en la literatura de cepas de Leclercia adecarboxylata que expresan diversos
mecanismos de resistencia adquiridos:
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En primer lugar, las resistencias naturales que presenta L. adecarboxylata son tipicas de la mayoria
de las enterobacterias; son patrones cromosomicos de resistencia mediados genéticamente y es
probable que se deban principalmente a la exclusién del farmaco por la envoltura celular. Por
ejemplo, se puede asumir que la vancomicina y la rifampicina no pueden atravesar la membrana
externa de Leclercia debido a sus grandes tamafos moleculares. Otros antibidticos, como algunos
macrolidos, lincosamidas, acido fusidico y estreptograminas, probablemente no atraviesan la
membrana externa debido a sus restos hidrofdbicos; en general, la membrana externa constituye
una barrera eficaz contra estos lipofilicantes. &4

Igualmente, la resistencia observada de L. adecarboxylata a todos los macrdlidos, excepto a la
azitromicina, es también un fenotipo antimicrobiano comuin que se encuentra en numerosas
enterobacterias. La azitromicina azalida dicatidnica se difunde mejor que la mayoria de los otros
macrolidos a través de los canales de porina inespecificos de la membrana externa y, ademas,
interactla con el lipopolisacarido acido y penetra la membrana externa en virtud de esta
interaccion. *

Ademas L. adecarboxylata presenta resistencia a farmacos transferible a través de plasmidos R,
y se ha sugerido que los plasmidos R pueden transferirse a bacterias patégenas humanas. Esto
posiblemente podria aumentar el riesgo de desarrollar bacterias resistentes a los medicamentos.
En el 2020 Sasagaki y col. reportaron un caso de L. adecarboxylata resistente a meropenem
debido a la produccion de carbapemasa, que se confirmé mediante el método de activacion de
carbapenemasa modificado. El analisis gendmico reveld la presencia del gen carbapenemasa IMP -
6 en un plasmido, lo que confirma la adquisicion de resistencia por transferencia de plasmidos. 1>

También se ha reportado resistencia a la sulfonamida, debido a dos genes de resistencia a
aminoglucdsidos (strA y aph (6) Id) y un fragmento de sull, que confiere resistencia a dicho
farmaco. 3 Del mismo modo, se ha identificado el gen de B-lactamasa blaSHV-12 que es transferido
por el plasmido “pAJ1”en muestras clinicas de Leclercia adecarboxylata. ®3

En los ultimos afos se han reportado mds casos inusuales de resistencia por parte de Leclercia

adecarboxylata, en la Tabla 6 se dan a conocer algunos de estos casos y sus mecanismos de
resistencia:
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TABLA 6. Casos de cepas de Leclercia adecarboxyalata resistentes a diversos antibidticos.

Mecanismo de resistencia Aislamiento Ublcafl?n Aiio
geografica
Produccion de NDM-1 codificado Esputo de un hombre de 43 | Ciudad de 2012
por plasmido. Gen blaNDM-1, y afios con neumonia. Chongging,
los genes del grupo blaCTX-M-1, China
blaTEM y blaOXA-1.
Plasmido que contenia el gen Estudio de higiene de Praga, Republica | 2013
bla-VIM-1, con capacidad de manos entre el personal del | Checa.
transferencia conyugal a la cepa Hospital Na Homolce.
A15 de E. coli.
Presencia de blaTEM-1, blaCTX-M-3 | Hemocultivos de una Hospital 2012
e intll con genes dfrA12 y aadA2 paciente con cancer de Universitario en
(resistencia a trimetoprim- mama con un catéter central | Jeonju, Corea
sulfametoxazol y aminoglucésidos, | insertado periféricamente del Sur
respectivamente). para administracién de
quimioterapia.
Plasmido que porta el gen blaKPC-2. | Cultivos de vigilancia rectal Laniado Medical | 2013
de pacientes. Center, Israel.

Por ultimo, es preciso tener presente que la resistencia a antibidticos en L. adecarboxylata
también puede surgir como un problema relacionado con la exposicion ambiental a antibidticos en
la produccién de alimentos. Los antibidticos se utilizan como aditivos alimentarios para animales
de granja para prevenir y tratar enfermedades y mejorar la utilizacién y produccién de alimentos.
Sin embargo, los antibidticos no estan regulados y se usan indiscriminadamente en muchas partes
del mundo, especialmente en Asia y Africa, y rara vez se recopilan estadisticas sobre su uso. De
igual manera, la presencia de L. adecarboxylata en la flora intestinal de algunos insectos es de
importancia, ya que durante el cultivo de alimentos el microorganismo se ve expuesto a la accion
de multiples insecticidas y antibidticos utilizados para combatir plagas, lo cual da lugar a cambios
de virulencia, patogenicidad y susceptibilidad a diversos antibacterianos. Por ello, la educacién de
las personas que se dedican a la agricultura, asi como la vigilancia periddica de L. adecarboxylata
para monitorear los cambios en la resistencia a los antibioticos es un tema importante y un tema
a evaluar en estudios futuros.®*?
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Anexo 1. Tinciones

Tincion de Gram

La tincién de Gram fue desarrollada por el bacteriélogo danés Hans Christian Gram en 1884 y es
uno de los procedimientos de tincién mas utiles porque permite clasificar las bacterias en dos
grandes grupos: grampositivas y gramnegativas. °

En este procedimiento (Figura1—1):

cine b SR
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] 38
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( purpura) ( ) ( ) ) ®) m
(a) 5um

FIGURA A. Tincién de Gram. (a) Procedimiento. (b) Microfotografia de bacterias tefiidas con
Gram. Los cocos (purpura) son grampositivos y los bacilos (rosados) son gramnegativos. %’

1. Un frotis fijado con calor se cubre con un colorante violeta basico durante 1 minuto, por lo
general violeta de genciana. Como el colorante violeta imparte su color a todas las células,
se le denomina colorante primario.

2. Se escurre el colorante violeta, se lava el frotis con agua corriente y se cubre con yodo (1
minuto), un mordiente. Cuando se retira el yodo, tanto las bacterias grampositivas como
las gramnegativas aparecen de un color violeta oscuro o purpura.
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3. Acontinuacion, se lava el portaobjetos con una solucidn de alcohol —acetona (1:1) durante
10 segundos. Esta solucidn es un agente decolorante que elimina el color violeta de las
células de algunas especies, pero no de otras.

4. Se elimina el alcohol con agua y se tifie la preparacion con safranina (30 segundos), un
colorante basico. Luego se vuelve a lavar el frotis con agua, se seca con papel absorbente
y se examina al microscopio. %

El colorante violeta y el yodo se combinan en el citoplasma de cada bacteria y lo colorean de
violeta oscuro o purpura. Las bacterias que conservan este color después de haberles agregado
el alcohol para decolorarlas se clasifican como grampostivas; las bacterias que pierden el color
violeta oscuro y después de la decoloracidn se tifien de rojo se clasifican como gramnegativas. *°
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Anexo 2. Medios de cultivo

Agar sangre de cordero al 5%

Es un medio muy nutritivo de uso general para el aislamiento y el cultivo de microorganismos
exigentes y no exigentes a partir de muestras clinicas. 7

Férmula (en gramos* por litro de agua destilada) 7°

Digerido pancreatico de caseina 12,0g
Digerido péptico de tejido animal 5,0
Extracto de levadura 3,0
Extracto de carne bovina 3,0
Almidon de maiz 1,0
Cloruro sédico 5,0
Agar 13,5
Sangre de carnero, desfibrinada 5%
pH 7,3£0,2

*Ajustada o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Fundamento

El crecimiento se deriva de la combinacion de dos peptonas y del extracto de levadura como
fuente de vitaminas del complejo B. Se incluye almidén de maiz para absorber los derivados
toéxicos contenidos en la muestra y sirve como fuente de energia para los microorganismos que
poseen alfa-amilasas. La sangre de carnero permite detectar las reacciones hemoliticas y aporta el
factor X (hemo) necesario para el crecimiento de numerosas especies patogénicas. En este medio,
las colonias suelen ser mas grandes y el crecimiento mas profuso que en otros que contienen
diferentes bases de agar sangre. ”°

74



ANEXOS

Agar Mac Conkey

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios y
anaerobios facultativos a partir de muestras clinicas, aguas y alimentos. Todas las especies de la
familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo. 7

Férmula (en gramos por litro de agua destilada) ™*

Peptona de carne 15g
Peptona de gelatina 17.0
Tripteina 1.5
Lactosa 10.0
Mezcla de sales biliares 1.5
Cloruro de sodio 5.0
Rojo neutro 0.03
Agar 135

pH FINAL: 7.1 £0.2

Fundamento

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de sales biliares y el cristal
violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva.
El agar es el agente solidificante. Por fermentacion de la lactosa, disminuye el pH alrededor de
la colonia. Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorcién en las
colonias, y la precipitacién de las sales biliares. Los microorganismos no fermentadores de lactosa
producen colonias incoloras.”*
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Agar Chocolate

Agar Chocolate consiste en un medio enriquecido con complemento VX de tal forma que favorece
el crecimiento de diversos patégenos fastidiosos como Haemophilus spp. y Neisseria spp. aislados
de materiales clinicos nobles (LCR, aspirados invasivos) o no (sangre, secreciones) entre otros.

Férmula (en gramos por litro de agua destilada) 72

Hidrolizado pancredtico de caseina 7.5
Peptona de carne 7.5
Fosfato dipotdsico 4.0
Fosfato monopotasico 1.0
Almiddén de maiz 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar Base 13.0
Hemoglobina 10.0
Complemento VX 10 mL

pH final: 7,3 £0,2 a 25

Fundamento

El medio contiene nutrientes nitrogenados en forma de caseina y peptonas de carne, tampén de
fosfato para mantener el pHy almidén de maiz, que neutraliza los dcidos grasos téxicos que pueden
estar presentes en el agar. La hemoglobina suministra el factor X (hemin) y el calor libera el factor
V (nicotinamida adenina dinucleétido NAD) para el desarrollo de las especies de Haemophilus spp.
El enriquecimiento favorece una mayor concentracion de los factores V y X, ademas de vitaminas,
aminodcidos, coenzimas, dextrosa, ion férrico y otros factores que mejoran la recuperacion de
microorganimos fastidiosos, como Neisseria spp. y Haemophilus spp. 7
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Agar lactosa con azul de bromotimol y cristal violeta
Medio selectivo para Enterobacterias Gram-negativas en la orina y las heces. 7

Férmula (en gramos por litro de agua destilada) ™

Agar bacterioldgico 12 Lactosa 15

Extracto de carne 3 Peptona de carne 7.5

Azul de bromotimol 0.08 Desoxicolato de sodio 1

Peptona de caseina 7.5 Tiosulfato de sodio 1

Cristal violeta 0.005 Extracto de levadura 3
Fundamento

La peptona de caseina, la peptona de carne y el extracto de carne proporcionan nitrégeno,
vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El extracto de levadura es
una fuente de vitaminas, particularmente del grupo B. La lactosa es el carbohidrato fermentable
que proporciona carbono y energia. El tiosulfato de sodio, el desoxicocolato de sodio y la violeta
cristal inhiben los organismos Gram-positivos. El azul de bromotimol es el indicador de pH. El agar
bacterioldgico es el agente solidificante. El crecimiento de bacterias Gram-negativas depende de
su capacidad para fermentar la lactosa. Los organismos coliformes (E.coli, Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter) fermentan lactosa con produccién de acido, lo que produce un cambio de color
del indicador de pH azul de bromotimol que se torna amarillo cuando se produce el acido. Las
bacterias no fermentadoras de lactosa Gram negativas (Salmonella, Shigella, Proteus, Alkaligenes,
Pseudomonas, etc.) crecen con colonias azul-verdes. 7

7



Diagnéstico microbiolégico de Leclercia adecarboxylata

Medio cromogénico

Utilizado para la identificacion y confirmacion presuntiva de microorganismos causantes de
infecciones del tracto urinario. Entre las bacterias mas cominmente aisladas en las infecciones
urinarias, se encuentran Escherichia coli, otros miembros de la familia Enterobacteriaceae y
Enterococcus spp. 7

Férmula (en gramos por litro de agua destilada) ”®

Almidon 1.0
Extracto de levadura 6.0
Peptona de carne 6.0
Tripteina 14.0
L-triptofano 1.0
Piruvato de sodio 1.0
Citrato de hierro y amonio 0.02
Mezcla cromogénica 0.2
Agar 15.0

pH final: 6,9+ 0.2 a 25 ¢C

Fundamento

Es un medio que presenta una mezcla de peptonas que proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales
y aminodcidos esenciales para el crecimiento y una mezcla de sustratos cromogénicos que son
escindidos por enzimas producidas por Enterococcus spp, Escherichia coli y coliformes. Esta
mezcla de cromdgenos liberan compuestos de colores diferentes al ser degradados por enzimas
microbianas especificas por lo que se asegura la diferenciacion directa de determinadas especies o
la deteccién de ciertos grupos de organismos, con solo un minimo de pruebas de confirmacién. 7
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Anexo 3. Principios
e interpretacion de
pruebas bioquimicas

A continuacién, se presentan el fundamento e interpretacion de las principales pruebas
bioquimicas utilizadas para la identificacidén de Leclercia adecarboxylata, se ha dado prioridad a
aquellas pruebas que sirven para su diferenciacion de E. coli.

SISTEMA IMViC

En general, las pruebas indol-rojo de metilo-Voges-Proskauer-citrato (IMViC) son Utiles para la
identificacion de la familia Enterobacteriaceae, de microorganismos gramnegativos relacionados y
de bacterias no fermentadoras.

Indol

Fundamento

Utilizada para diferenciar bacterias que producen triptofanasa, convirtiendo el triptéfano en
indol, utilizando como medio de cultivo el caldo de triptona con NaCl 0.5 % y para la detectar la
produccién de indol se puede usar el reactivo de Ehrlich o el de Kovacs segun la preferencia del
laboratorio. 7677

Interpretacion (Figura 3.1.) 77
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Positivo (+)

En segundos, aparece un anillo rojo (fucsia
brillante) en la interfase del medio con la
porcion inferior de la fase alcohdlica, sobre
el medio.

Negativo (-)

No hay ningun desarrollo de color en la capa
de alcohol o aparece un anillo turbio; toma
el color del reactivo de Kovacs o de Ehrlich
(amarillo).

Variable ()

Un color anaranjado en la superficie del
medio, debido al escatol, un compuesto
metilado que puede ser un precursor de la
formacioén de indol.

Rojo de metilo

Fundamento

W

FIGURA 3.1.
Prueba de Indol.”®

La prueba de rojo de metilo (MR) es una prueba cuantitativa basada en el uso de un indicador

de pH, el rojo de metilo, para determinar la concentracion de ion hidrégeno (pH) cuando un

microorganismo fermenta la glucosa. Para la realizacién de esta prueba se cultiva el microorganismo
en caldo RM/VP (medio de Clark y Lubs) y se incuba a 33 - 37 2C durante 48 a 72 horas. 777 7°

Interpretacion (Fig. 3.2)”’

Positivo (+)

El cultivo es suficientemente acido para permitir
que el reactivo rojo de metilo permanezca con

un color distintivo rojo brillante, estable (pH 4,4),
en la superficie del medio. Los microorganismos
MR-positivos producen mas acidos con un pH
resultante terminal bajo. Ellos vencen el sistema
buffer fosfato y mantienen una acidez en el medio
(pH 4,2 0 menor).

Negativo (-)

Color amarillo (pH 6) en la superficie del medio

Reaccion
tardia (1)

El color naranja - rojizo indica que el
microorganismo produce menos acidoa partir del
sustrato de prueba. Continuar la incubacién hasta
4 dias y repetir la prueba.

FIGURA 3.2.
Prueba de rojo de metilo.®°
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Voges Proskauer
Fundamento

La prueba de Voges-Proskauer (VP) se basa en la deteccién de acetoina, un producto final
neutro derivado del metabolismo de la glucosa. La glucosa es metabolizada a acido piravico, el
principal intermediario en la glucdlisis. A partir del acido pirdvico, las bacterias pueden seguir
muchos caminos metabdlicos; la produccion de acetoina es una de las vias metabdlicas de la
degradacion de la glucosa en las bacterias. Al igual que para la prueba de Rojo de Metilo se cultiva
el microorganismo en caldo RM/VP (medio de Clark y Lubs) y se incuba a 33 - 37 2C durante 48 a
72 horas. No realizar las pruebas a las 24 horas debido a la presencia de falsos negativos. 7% 77 7°

Interpretacion (Fig. 3.3) 77

Positivo (+) Color rosado-rojo en la superficie del
medio (acetoina presente)

Negativo (-) Color amarillo en la superficie del medio
(igual color que el reactivo). Puede
formarse un color cobrizo, pero es un
resultado negativo (debido a la accién de
los reactivos cuando se mezclan).

FIGURA 3.3.
Prueba de Voges-Proskauer &

Citrato
Fundamento

Determinar si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono para
el metabolismo y el crecimiento con alcalinidad resultante. Se cultiva el microorganismo en agar
citrato de Simmons, este medio contiene citrato de sodio y fosfato de amonio como fuentes de
carbono y de nitrogeno respectivamente y azul de bromotimol como indicador de pH.”® 7’
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Interpretacion (Figura 3.4.)”’

Positivo (+) Crecimiento con un intenso color azul en el
pico de flauta. »

Negativo (-) Ausencia de crecimiento y ninglin cambio

en el color (verde).
A B

ASM MicrobeL ibrary ® Hanson
FIGURA 3.4.
Prueba de citrato. A. Resultado
negativo. B. Resultado positivo. &

Prueba LIA (lisina - hierro — agar)
Fundamento

Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, basado en la decarboxilacion y
desaminacion de la lisina y en la produccion de acido sulfhidrico. &

En el medio de cultivo, la peptonay el extracto de levadura aportan los nutrientes para el desarrollo
bacteriano. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable y la lisina es el sustrato utilizado para
detectar la presencia de las enzimas decarboxilasa y deaminasa. El citrato de hierro y amonio
y el tiosulfato de sodio son los indicadores de la produccion de acido sulfhidrico. El purpura de
bromocresol, es el indicador de pH (su color es amarillo a pH igual o menor a 5.2 y violeta a pH
igual o mayor a 6.8) y el agar es el agente solidificante. Los microorganismos fermentadores de
glucosa acidifican el medio y provocan el viraje del color purpura al amarillo. El ambiente 4cido
favorece la actividad enzimatica decarboxilasa y se metaboliza la lisina a cadaverina elevando el pH
del medio de cultivo y torndndolo al color purpura o violeta. Los microorganismos fermentadores
de glucosa que no tienen actividad lisina decarboxilasa, producen un viraje de la totalidad del
medio de cultivo al color amarillo. A las 24 horas de incubacién se observa el fondo del tubo
color amarillo y la superficie de color violeta debido al consumo de las peptonas que producen
alcalinidad. La generacion de sulfuro de hidrégeno, se visualiza por el ennegrecimiento del medio
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debido a la formacion de sulfuro de hierro. &

Interpretacion (Figura 3.5)7782

Descarboxilacion de la lisina

Positivo (+)

K/K: Superficie alcalina (pico violeta) /
profundidad alcalina (fondo violeta)

Negativo (-)

K/A: Superficie alcalina (pico violeta) /
profundidad acida (fondo amarillo)

La reaccién en el extremo inferior se
debe a la fermentacién de la glucosa.

Desaminacion de la lisina

Positivo (+)

R/A: Superficie rojiza (Desaminacion) /
profundidad acida.

Produccion de SH2

Positivo (+)

Ennegrecimiento del medio de cultivo
(especialmente en el limite entre la
superficie y profundidad).

El H2S sélo se produce en un medio
alcalino (purpura). La reaccién tiene
lugar en anaerobiosis en el extremo
inferior del tubo.

Negativo (-)

No se presenta ennegrecimiento del
medio.

Malonato

Fundamento

K/K  K/A R/A K/A+H2S

FIGURA 3.5.
Prueba LIA. Posibles resultados.®

Determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar el malonato de sodio como Unica fuente

de carbono con la resultante alcalinidad. El microorganismo se puede inocular en Caldo para

malonato de Ewing que utiliza azul de bromotimol (BTB) como indicador de pH o bien en el medio

de Shaw y Clarke que requiere de fenilalanina.(Figuras 3.6 y 3.7) 77
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Interpretacion (Figura 3.6 )77

Positivo (+) | a. Reaccion alcalina.
b. Color azul palido a color azul Prusia 7

oscuro en todo el medio.

Positivo Negativo

Negativo (-) | Sin cambios de color (verde) o amarillo !
(sélo fermentacidn de la glucosa) ' .

FIGURA 3.6.
Prueba de malonato.®

Fenilalanina’’

Positivo (+) | Color verde oscuro.

Negativo (-) | Sin cambios; el medio permanece de
color azul palido.

FIGURA 3.7.
Prueba de fenilalanina.®

Crecimiento en caldo KCN

La Base de Caldo KCN Moeller, complementada con una solucién de cianuro de potasio, se utiliza
en la diferenciacion de bacilos entéricos en funcién de su capacidad para crecer rapidamente en
presencia de cianuro. El medio se debe inocular ligeramente para que el inéculo no pueda ser mal
interpretado como crecimiento cuando se examinen los cultivos. Esto se puede lograr sembrando

84



ANEXOS

con un asa de 3 mm de un caldo de 24 h, o transfiriendo un indculo ligero de un cultivo inclinado
de agar con un alambre recto. Incubar a 3542 °C durante 24-48 horas. #

Interpretacion (Figura 3.8)%

Positivo (+) | Se observa crecimiento del
microorganismo
Eemd B

Negativo (-) | Crecimiento nulo

- T
FIGURA 3.8.
Base de Caldo KCN Moeller, sin inocular.®®

Pruebas de fermentaciéon de hidratos de carbono
Fundamento

Pruebas para determinar la capacidad de un microorganismo para fermentar (degradar) un
hidrato de carbono especifico incorporado en un medio basal y producir acido o acido con gas
visible. El indicador de pH utilizado con mas frecuencia para demostrar la fermentacion del hidrato
de carbono es el rojo fenol, ya que la mayoria de los productos finales del metabolismo de los
hidratos de carbono son 4cidos organicos. Con el rojo fenol, el cambio de color ocurre cerca del
pH original del medio (pH acido 6,8; medio pH 7,4). Se puede utilizar caldo base con rojo de fenol
o bien medio de agar con rojo de fenol, esto dependerd de si se requiere un medio liquido o
semisélido y dependera de cada laboratorio. ”’

Una vez preparado el medio que se va a utilizar, se agregan los hidratos de carbono individuales
deseados a alicuotas de caldo base preparado; concentracion final:

(1) Salicina, 0,5%

(2) Todos los otros, 1% "’
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Puede utilizarse una variedad de hidratos de carbono de acuerdo con las dificultades encontradas

en la identificacion de un microorganismo particular. ”7En el caso de Leclercia adecarboxylata los

azucares mas utilizados con frecuencia y que sirven para diferenciarla de Escherichia coli son:

Manitol

Celobiosa

Adonitol

D — sorbitol

Glicerol

Salicina®®

®
®
®
® D -arabitol
®
®
®

Interpretacion (Figura 3.9)

Medio liquido con hidratos de carbono y rojo fenol.”’

Positivo (A/F)?

Acido: color amarillo, pH 6.8

Negativo (-)

a. Color anaranjado o rosa rojizo.
b. Peptonas utilizadas con la resultante alcalinidad, pH 8,4.

Produccion de gas

Positivo para el
gas (G, ®)°

(a) Aerégeno: CO2 + H2 presentes.

(b) Burbujas de gas presentes en el tubo de Durham insertado o medio
completamente desplazado por el gas que deja una porcion incolora en el
tubo de Durham.

(c) Una Unica burbuja en el tubo de Durham es significativa; registrar como
produccion de gas.

(d) Registrar como produccién de acido y gas (AG, ®)

Negativo para
el gas

(a) Anaerdgeno.

(b) Ausencia de burbujas de gas y el medio en los tubos de Durham
insertados permanece amarillo.

(c) Registrar como produccion de acido solamente.

a. A: Acidez. F: Fermentacidn. G: Gas , ®: Produccion de acido y gas
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FIGURA 3.9. Fermentacion de hidratos de carbono con

rojo fenol.

a. Positivo. Produccién de 4cido sin gas.

b. Negativo. No hay produccién de acido, permaneces
color del rojo fenol.

c. Positivo con produccion de gas. El color amarillo indica
la produccion de acido.
La burbuja en el tubo de Durham indica la produccién
de gas. 8¢

Prueba de ureasa
Fundamento

Esta prueba determina la capacidad de un organismo de hidrolizar la urea formando dos moléculas
de amoniaco por accién de la enzima ureasa, con la resultante alcalinidad. Esta actividad enzimdtica
es caracteristica de todas las especies de Proteus y se utiliza sobre todo para diferenciar este
género de otras Enterobacterias que dan negativo o positivo retardado. 7®7°

Se cultiva el microorganismo en agar urea de Christensen, este medio se complementa después del
autoclavado con 50 mL/L de urea. Esta sera degradada por aquellos microorganismos capaces de
producir enzima ureasa. Esta degradacién produce amoniaco que hara variar el color del indicador
de amarillo a rojo, poniéndole asi de manifiesto la actividad ureasa. &7’
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Interpretacion (Figura 3.10)”’

Positivo (+) | Color rosa-rojo (rojo-violeta) intenso en el pico de flauta. El color puede
penetrar en el interior del agar; la extension del color indica la velocidad de Ia
hidrélisis de la urea.

a. Grado de hidrélisis

1) 4+; todo el tubo rosa-rojo.

2) 2+; pico de flauta rosa, fondo sin cambios.

3) + débil; la parte superior del pico de flauta rosa, el resto sin cambios.

Positivo 1-6 h para todos los microorganismos Proteeae positivos

rapido

Positivo 24 h a 6 dias de incubacién o mas

tardio Algunas cepas de Klebsiella
Algunas cepas de Enterobacter
Algunas cepas de Citrobacter
Bacterias distintas de las pertenecientesa la familia Enterobacteriaceae

Negativo (-) | Sin cambios de color (color piel a amarillo palido).

FIGURA 3.10. Prueba de ureasa.

a. Control. No inoculado.

b. Positivo rapido. Rosa brillante en todo el agar.

c. Positivo tardio. Extension de color rosa, sélo en el pico de
flauta.

b. Negativo. Coloracién amarilla.®
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Pruebas de hidrdlisis de bilis y esculina
Fundamento

Determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar el glucdsido esculina a esculetina y
glucosa en presencia de bilis; una prueba aglucona. Se pueden utilizar el medio de bilis y esculina
(BEM) agar (BEA), medio de bilis y esculina modificado (MBEM): sin suero de caballo, o bien bilis
esculina azida agar/caldo. 77

Interpretacion (Figura 3.11y 3.12)”’

Positivo (+) 1. Pico de flauta (medio en tubo)
a. Un color castafio oscuro a negro difunde hacia el pico de flauta y hacia las colo-
nias translucidas a blancas.
b. La mitad o mas del medio se tifie de negro
2. Medio en placa
a. Cualquier ennegrecimiento del medio es significativo.
b. Las colonias estan rodeadas por halos de color negro a castafio oscuro.

Negativo (-) De la prueba BE para la hidrdlisis de la esculina existen tres posibles lecturas:

|. No existe ennegrecimiento del medio.

2. Ennegrecimiento de menos de la mitad del medio en los tubos después de
una incubacion de 72 h (reaccidn ).

3. El crecimiento puede ocurrir, pero esto no indica ruptura de la esculina; sélo
indica que la concentracién de la bilis no inhibid el crecimiento habitual de
microorganismos distintos de los enterococos del grupo D.

FIGURA 3.11. Prueba de hidrdlisis de bilis FIGURA 3.12. Prueba de hidrdlisis de bilis

y esculina (medio en tubo). Test: Se puede y esculina (medio en placa). Positiva. Las
apreciar un color negreo que se extiende colonias estan rodeadas de color castaiio
en todo el medio. Control: no se presenta oscuro. 8

ennegrecimiento del medio. &
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