Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Facultad de Ciencias Quimicas

Departamento de Analisis Clinicos

Laboratorio de Bioinorganica Aplicada, ICUAP

Laboratorio de Investigaciones Nefrourologicas

Tesis profesional

para obtener el titulo de Licenciatura en Quimico Farmacobidlogo

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos
de vanadio (V) en cepas provenientes de comunidades
intracelulares bacterianas (CIB)

Presenta:
pQFB. Irma Guadalupe Gordillo Rodriguez

_ Director de Tesis:
M.C. José Angel Francisco Flores Hernandez

Co-Director:

D.C. Enrique Gonzalez Vergara

(Ccuap
INSTITUTO DE CIENCIAS BUAP




Abril 2019



Bl.si’ , Pue. a 15 de Noviembre de 2017

C. GORDILLO RODRIGUEZ IRMA GUADALUPE
PRESENTE

Toda vez que se cuenta con la aprobacidn del Coordinador del Area de
Analisis Clinicos,

MC. JOSE ANGEL FRANCISCO FLORES HERNANDEZ, Director de Tesis,
DC. ENRIQUE GONZALEZ VERGARA, Asesor,

se le comunica la autorizacion de su anteproyecto de tesis denominado:

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos de vanadio (V) en

cepas provinentes de comunidades intracelulares bacterianas (CIB)

Y con esta fecha se registra en los archivos de la Direccidon de esta Facultad,

para los fines legales a los que haya lugar

Atentamente

8 ANOS

DE UNIVERSIDAD

Facultad I San Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
deCiencias | Ciudad Universitaria, Col. San Manuel
Quimicas | Puebla, Pue. C.P. 72540

| 01(222) 2295500 Ext. 7390 y 01 (222) 244 31 06




DR. SAMUEL TREVINO MORA
MC. LAURA MARTINEZ PEREZ 7
MC. EDUARDO SANCHEZ LARA

Con toda atencion comunico a Uds. 9&'(3 ' propone como integrantes de

la  Comisién Revisora de Tesis que presenta el (la) Pasante de la Carrera de

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

GORDILLO RODRIGUEZ IRMA GUADALUPE

cuyo titulo es :

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos de vanadio
(V) en cepas provinentes de comunidades intracelulares bacterianas
(CIB)

Realizada en el Area de Analisis Clinicos;

asimismo, les ruego que a la brevedad posible emitan el dictamen correspondiente.

Atentamente

DIRECTOR

C.c.p. Archivo 8 _
ANOS

DE UNIVERSIDAD

Facultad San Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
de Ciencias Ciudad Universitaria, Col. San Manuel
Quimicas Puebla, Pue. C.P. 72540

01 (222) 229 55 00 Ext. 7390 y 01 (222) 244 31 06




BUAP

DR. JORGE RAUL CERNA CORTEZ

DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
PRESENTE

Los que suscriben, integrantes de la Comisién Revisora de la Tesis del alumno

de la carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO
GORDILLO RODRIGUEZ IRMA GUADALUPE

realizada en el area de Andlisis Clinicos, comunican a Ud. la aprobacién

de la misma con la siguiente redaccion:

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de compuestos de vanadio (V) en
cepas provinentes de comunidades intracelulares bacterianas (CIB)

Se extiende la presente, para los usos que al interesado convengan, a los

22 dias del mes de Marzo de 2019

Atentamente

"Pensar bien péta vivir mejor"

7 /’ JII(M;@;

f
11

MC. LAUBA MARTINEZ PEREZ

—
N

. [
AN )
MC. EDUARDO'SANCHEZ LARA

C.c.p. Archivo

Vo-Bo.

Facultad San Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
de Ciencias Ciudad Universitaria, Col. San Manuel
Quimicas Puebla, Pue. C.P. 72540

01 (222) 229 55 00 Ext. 7390 y 01 (222) 244 31 06




MTRA. MARIA ELENA RUiz vVELIBLIAP
DIRECCION DE ADMINISTRAGION ESCOLAR
PRESENTE

En relacion al oficio de fecha 22 de Marzo de 2019, signado por el Coordinador
del Departamento de Analisis Clinicos de la Facultad de Ciencias Quimicas, me permito
comunicar a Ud. el nombre de los Catedraticos que integran el Jurado de Examen Profesional
de la Carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO que sustentara:

GORDILLO RODRIGUEZ IRMA GUADALUPE

JURADO

DR. SAMUEL TREVINO MORA
MC. LAURA MARTINEZ PEREZ
MC. EDUARDO SANCHEZ LARA

Examen que se realizara el dia 3 de Abril de 2019, a las 18:00 horas en

el SALON DE USOS MULTIPLES.

Esperando una respuesta favorable al presente, le reitero mi atenta y distinguida

consideracion

Atentamente

C.c.p. Archivo

Facultad San Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
de Ciencias Ciudad Universitaria, Col. San Manuel

Quimicas Puebla, Pue. C.P. 72540
01(222) 229 55 00 Ext. 7390 y 01 (222) 244 31 06




RESUMEN

Algunos uropatogenos causantes de infecciones de tracto urinario (ITU’s),
dentro de sus factores de virulencia tienen la capacidad de formar comunidades
intracelulares (CIB’s), y presentar resistencia a los antimicrobianos; esto hace
mas complicada la eleccion del tratamiento, por lo que la generacion de nuevos
antibioticos es necesaria. En este estudio se evaluo la concentracion minima
inhibitoria (CMI), de sales de decavanadatos de sodio, NaV,, (7.8-500 uM),
amonio, NH,V o, (3.2-200 pM) y metformina, MetfV,, (7.8-500 uM), frente a 15
cepas clinicas aisladas de CIB’s: 3 Enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella
sp. y Enterobacter sp.), S. aureus y Enterococcus sp., y a 2 cepas de
referencia: E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213. Los resultados
muestran que los tres decavanadatos no inhibieron el crecimiento bacteriano de
las cepas clinicas de enterobacterias y de S. aureus, y tampoco para la cepa de
E. coli ATCC 25922, a concentraciones de 200 yM y 500 uM respectivamente.
Por otra parte, MetfV,, genero inhibicion bacteriana a 125 yM para S. aureus
ATCC 29213 y de 62.5 y 125 uM para Enterococcus sp. Con NaV,, se obtuvo
inhibicion a 500 uM para S. aureus ATCC 29213 y de 125 y 250uM para
Enterococcus sp. Con NH,V,, se obtuvo inhibiciéon a 200 yM para S. aureus
ATCC 29213 y de 100 y 200 uM para Enterococcus sp. Sin embargo, las CMI's
observadas son mayores a la concentracion maxima administrable de V en
humanos (10 pM). Por lo que no tendrian efecto biolégico a concentraciones

administrables.
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Férmulas
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CH,-COOH: Acido acético

(C4HgN30)6(V10045)-4H,0: Decavanadato de citosinio tetrahidratado
(C4H2N50)5(V400,5)-6H,0: Decavanadato de metforminio hexahidratado
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K*: lon Potasio
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NaVO,: Metavanadato de sodio

(Na)s(V1004)-18H,0: Decavanadato de sodio octadecahidratado
(NH,)": lon Amonio

NH,VO,: Metavanadato de amonio

(NH,)6(V100,5)-6H,0: Decavanadato de amonio hexahidratado
(PO,)?: lon Fosfato

(VO,)?: lon Vanadato

V,05: Oxido de vanadio

(V10045)®: lon Decavanadato



indice de figuras

Figura 1. Representacion poliédrica del ion decavanadato......................ccceeeeiinnns. 2
Figura 2. Especies de V*° y su distribucion a diferentes pH............................ 3
Figura 3. Similitudes y diferencias entre vanadato y fosfato.......................... 4

Figura 4. Cascada uropatogeniCa. ..........c.vuiuiriuiniiiiiie e 10
Figura 5. Aislamiento de CIB'S.........coiiiii e 24
Figura 6. Nomenclatura desarrollada para cepas aisladas de CIB’s .............. 26

Figura 7. Placa de micropocillos para la determinacion de pH o6ptimo de

actividad antimicrobiana de decavanadatos...............cocooiiiiiiici 29
Figura 8. Preparacion de pocillos para la determinacion de CMI................... 32
Figura 9. Confirmacion de CMI.......... ..o 33

Figura 10. Espectros IR de los compuestos (C,HgN3;O)s(V1002) 6H,0 y
(C4H6N30)6(V10028)'4H20 ..................................................................... 35

Figura 11. Identificacion bacteriana en CHROMagar orientacion para

8T Yo U] 1117 38
Figura 12. Etiologia de cepas provenientes de CIB’s..............ccoiiiiiiiinn. 39
Figura 13. pH 6ptimo de actividad antimicrobiana de decavanadatos............. 41

Figura 14. Sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia de cepas aisladas

de CIB’s a ampicilina, ceftriaxona y amikacina...................ccooiieiiiiiiinen.. 44



indice de tablas

Tabla 1. Nomenclatura de cepas por abreviaturas.................cooiiiiiiiinnn. 25
Tabla 2. Caracteristicas de cristales de decavanadatos.............................. 34
Tabla 3. Cepas seleccionadas para la determinacion de CMI....................... 42
Tabla 4. Porcentaje de resistencia a los antibiéticos por tipo de cepa............. 45
Tabla 5. CMI de decavanadatos...........couiiiiiiiiii e 46

10



CAPITULO 1

1. Marco tedrico

1.1 Vanadio

El vanadio (V) fue descubierto por primera vez en 1801 por el cientifico espafiol
Andrés Manuel del Rio, en Zimapan, municipio del actual estado de Hidalgo,
México. El segundo y oficial descubrimiento fue hecho por el quimico Sueco
Gabriel Nils Sefstrom en 1830 quien lo nombré vanadio en honor de Vanadis,
un epiteto de Freyja, diosa nérdica de la belleza y fertilidad, esto debido a la
variedad de colores que aparecen en sus soluciones ante cambios en el estado

de oxidacion."3.

El V (nimero atémico 23), es un elemento que pertenece a la primera serie de
los metales de transicion. Tiene una masa atomica relativa de 50.95 g/mol,
densidad de 6.11 g/cm?® punto de fusion de 1950°C, punto de ebullicién de
3600°C y dos isotopos estables: *°V y *'V, los cuales presentan una abundancia
isotdpica de 0.25% y 99.75% respectivamente. Ademas, muestra una variedad
de estados de oxidacion que van desde +1 a +5, siendo el pentdxido de vanadio

(V,05) una de las formas mas comunes?°.

En solucidon acuosa es posible que se lleve a cabo la formacion de estructuras
mas complejas como el ion decavanadato, (V4,04)° (V4), €l cual pertenece a la
familia de los polioxometalatos (POM’s) y esta conformado por diez atomos de
V reunidos en una estructura compacta y rodeados cada uno por seis atomos

de oxigeno con una carga formal de -6 (Figura 1)°".



Figura 1. Representacion poliédrica del ion decavanadato. Las esferas rojas
representan atomos de oxigeno (Tomada de Aureliano, 2017).

1.2 Especiacién

El estudio de compuestos basados en metales se ha incrementado desde hace
décadas En donde, ademas de analizar la estructura molecular o el umbral
toxicolégico, también se analizan los posibles efectos benéficos que estos
compuestos puedan tener en el cuerpo humano, principalmente en el
tratamiento de enfermedades.®'° Se ha descrito que la actividad biologica de los
metales es dependiente de la especie que se encuentre presente en el sistema
biologico." "

La especiacion es un término que define la distribucién de un componente entre
diferentes especies quimicas presentes en un sistema'. La especiacion del V
es sensible a hidrdlisis y a cambios en el estado de oxidacion. El V puede existir
en diversos estados de oxidacion, los mas comunes en sistemas bioldgicos son
V* y V*% los cuales forman una variedad de especies en solucién acuosa. Asi,
V** se oxida a V*° cuando el pH es menor a 4.0. El ion V* es estable a
reacciones de 6xido reduccién a cualquier pH, sin embargo, puede ser reducido

a V* por la presencia de reductores biologicos, como el glutation (GHS)"™'5.

El vanadato (VO,)® en solucion acuosa puede formar una variedad de

oxovanadatos, tales como el vanadato monomérico, dimérico, tetramérico o



pentamérico. Sin embargo, cuando se encuentra en medio acido, predomina la

especies decamérica (Figura 2)".

En sistemas bioldgicos, las especies de V pasan por diferentes fluidos con
diferente pH y en presencia de proteinas que fungen como ligantes, lo que
propicia mayor susceptibilidad a una modificacion de la especie de vanadio que
se encuentre en el medio™. En humanos, el V puede entrar al sistema mediante
inhalacién o por via oral. Una vez ingerido, los compuestos de V*° son
parcialmente reducidos en estdomago, sin embargo, el V,, puede mantenerse en
su forma diprotonada, por el rango de pH del medio (1.0-3.2), y en su forma
protonada en duodeno y yeyuno en los que se encuentra pH de 5.0 a 7.0'°. Por
esta razon los estudios de especiacion juegan un papel importante en el

desarrollo de compuestos terapéuticos.
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Figura 2. Especies de V** y su distribucion a diferentes pH. a) llustracion
esquematica de las especies V*° anidnicas. b) Distribucion de especies en una solucion
de V** 200 mM (Tomada de Crans et. al., 2013).

A partir del conocimiento de especiacion, se han realizado experimentos con
peces como modelo de estudio, en los que su temperatura fisioldgica

(20°-22°C) le brinda mayor estabilidad al V,,'"". Asi disminuyen las variables que



puedan intervenir en la determinacion de los efectos que reflejen los
compuestos de V (diferenciar los efectos de las especies decaméricas de las

monomeéricas).

1.3 Vanadio en medicina

El ion (VO,)* es estructuralmente analogo al fosfato, (PO,)?, por lo tanto, el
(VO,)® tiene un papel general en procesos fisiolégicos en donde se ve
implicado el ion (PO,)>. Por ejemplo, el (VO,)* sustituye al (PO,)>en fosfatasas
y quinasas. Sin embargo, a diferencia del (PO,)3, el (VO,)*® forma enlaces
estables de coordinacién mientras que en el (PO,)* los enlaces se presentan
Unicamente en el estado de transicion (Figura 3)"". Debido a esta similitud, la
busqueda en el uso médico de (VO,)*® en procesos donde el (PO,)® se ve

implicado es importante.
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Figura 3. Similitudes y diferencias entre vanadato y fosfato. a) Los estados de
protonacion predominantes del (PO,)* y del (VO,)® (V) y (IV) a pH neutro. b) Especies
penta-coordinadas que evolucionan a partir de la interaccién entre (PO,)? (y ésteres de
fosfato) o residuos de proteinas con péptidos: el (PO,)® solo forma estados de
transicion labiles, simbolizados aqui por un enlace PN discontinuo a histidina o un
enlace PS a cisteinato, mientras que (VO,)*® forma complejos estables. Algunos
ejemplos son la unién de (VO,)? a un residuo de histidina y la coordinacion de (VO,)* a
un residuo de cisteinato (Tomada de Rehder, 2015).



Los compuestos de V han sido candidatos para el tratamiento de diferentes
enfermedades, principalmente donde el V se encuentra en estado de oxidacion
+4 o +5. Este elemento ha sido reconocido principalmente por su actividad
antidiabética en estudios con modelos murinos™. ElI compuesto
bis(2-etil-3-hidroxi-4-prinonato) oxovanadio (IV) (BEOV) ha sido uno de los
principales compuestos de referencia para observar el efecto hipoglucemiante
de compuestos de V'®. En estudios con ratas, Yarola et al., observaron el efecto
insulinomimético del V en su forma decamérica, (C;NH;0)e(V1025)-2H,O™. A su
vez, Trevifo et al., observaron el efecto hipoglucemiante y regulador metabdlico
del V,, asociado a metformina, (H,Metf);(V,00,5)-8H,0™.

Por otra parte también se han realizado estudios con oxovanadio (IV) como
agentes para el tratamiento de Leucemia. Dong et al., y Narla et al., observaron
actividad citotoxica en leucemia linfoblastica aguda®?' y Rosu et al., en

leucemia promielocitica®.

El V,, ha sido uno de los principales compuestos para el estudio como agentes
anticancerigenos®. Zai et al., observaron actividad citotoxica con V,, asociado a
trietilenetilendiaminopiridina, (CgH1gN5);3(V100.5)-6H,O y etilendiaminopiridina,
(C,H1oN,)3(V40045)-2H,0%.

El V, también ha sido probado para el tratamiento de tuberculosis. Maia et al.,
trabajaron en la sintesis de diferentes compuestos asociados a oxovanadio (V)
y cis-dioxovanadio (V), por otro lado, Correia et al., formaron POM’s con V** y
V*. Ambos grupos de investigacion trabajaron con una cepa ATCC de
Mycobacterium tuberculosis para la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los compuestos sintetizados y asi comprobar su efecto
antimicrobiano®?°. Existen otros estudios sobre el efecto antimicrobiano que el
V puede ejercer en diferentes microorganismos. En estudios con parasitos se

observd efecto inhibidor de oxovanadios en Leishmania terantolae



ATCC30143% y de un compuesto formado con dioxovanadio (IV) en Entamoeba
hystolitica HM1:1MSS?"%,

Se ha trabajado con complejos de oxovanadios (IV) como agentes antifungicos,
Maqgsood et al., determinaron su CMI| en Aspergillus flavus, Trichophyton
longifusus, Candida albicans, Microsporum canis, Fusarium solani y Candida
glabrata®. Posteriormente Sahani et al., determinaron la CMI de oxovanadios
(IV) en Aspergillus niger, Colletotrichum falcatum y Curvularia pallescence™®.
Como agente antibacteriano se han realizado estudios in vitro con oxovanadio y
Vo por CMI vy difusion con sensidisco en bacterias Gramnegativas y
Grampositivas como modelos de estudio®'=®. De estos estudios se ha previsto
la importancia de estos compuestos como posibles fuentes alternativas a

tratamiento en infecciones bacterianas.

1.4 Toxicidad del vanadio

Los compuestos de V son generalmente toxicos, esto incrementa con el estado
de oxidacion en que esté presente, siendo el vanadio pentavalente (V*°) el de
mayor toxicidad; sin embargo, los efectos y el grado de toxicidad son via/dosis

dependiente 6343,

En algunos experimentos con modelos animales se han descubierto diferentes
signos toxicologicos ocasionados por la ingesta de V. En ratas se asocia dafio
al sistema nervioso central por desmielinizacion tras la administracién de 1-25
mg de V por via intraperitoneal, en donde se advierte una modificacién en el
desarrollo fisico y neuronal de neonatos al consumir V presente en leche

materna®*.

De acuerdo con resultados obtenidos en estudios con peces, la administracion
de V genera un aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno,

(ROS, por sus siglas en inglés), lipoperoxidacién e inhibicion de contraccion



muscular por interacciones de tipo vanadio-actina, vanadio-miosina,

vanadio-bomba de calcio en reticulo sarcoplasmico™°.

La toxicidad del V en humanos se presenta en los sistemas circulatorio,
respiratorio, digestivo y nervioso central, ademas de causar dafo en rifiones y
piel. Para que la intoxicacion por V sea diagnosticada es necesaria su
cuantificacion en sangre y orina. No obstante, también puede ser diagnosticada
en base a la clinica del paciente, presentado sintomas como tos, esputo,
disnea, irritacion de ojos, nariz y oido, cefalea, taquicardia, hipertension,
hepatomegalia, temblor en manos y lengua de coloracién verdosa. Cada uno de

los sintomas se vera mas acentuado acorde a la via de exposicion®®*,

A pesar de que no hay reporte de la dosis letal 50 (DL50) en humanos por
consumo de V, existe un caso reportado de un paciente con 6.22 mg/L en

sangre (post mortem), que fallece después de 24 horas de exposicion al V2.

1.5 Infecciones del tracto urinario

La infeccion del tracto urinario (ITU) es un término que se aplica a una amplia
variedad de condiciones clinicas que van desde la bacteriuria asintomatica
(ABU por sus siglas en inglés) hasta la bacteremia®. Las ITU’s son una de las
primeras causas de infecciones por bacterias en humanos, particularmente en
paises en desarrollo, afectando 150 millones de personas al afo en todo el
mundo, reflejando alto rango de morbilidad, lo que resulta en 6 mil millones de
ddlares en gasto sanitario®*2. La incidencia de ITU’s es mas comun en mujeres
(563.3%) que en hombres (46.7%), y aun mayor en mujeres sexualmente activas
entre 21 y 30 afios (27%)*. Las ITU’s son causadas por un amplio rango de
patdgenos que incluyen bacterias Gramnegativas y Grampositivas e incluso
estructuras fungicas*'*. Los organismos patdgenos mas comunes hallados
son: Escherichia coli (71.4%), Klebsiella pneumoniae (10.8%) y Proteus sp.
(7.6%)*144.



1.6 Mecanismos de patogenicidad de los uropatégenos

Uno de los fenotipos de E. coli que afecta al tracto urinario es E. coli
uropatégena (UPEC), asociado a las ITU’s complicadas por la variedad de
factores de virulencia que posee, incluyendo: adhesinas, flagelos, sintesis de
toxinas, invasinas y transportadores de proteinas*. No obstante, una sola
bacteria puede replicar en 10* o mas bacterias en cuestion de horas después de
la invasion, siendo protegida de la respuesta inmune innata del huésped gracias
a la formacion de biofilm extracelular o intracelular, mejor conocido como
comunidades intracelulares bacterianas (CIB)*. Por otro lado, uno de los
factores de virulencia que desarrolla UPEC es la expresion de una amplia gama
de genes de resistencia a diversos antibidticos, importante por el reciente
aumento en la tasa de aparicion de cepas multiresistentes a los medicamentos
(MDR) en todo el mundo como una amenaza para el resultado favorable de

infecciones comunes en la comunidad y el entorno hospitalario®’.

1.7 CIB’s y la cascada uropatogénica

Durante una infeccion aguda, UPEC es capaz de invadir la superficie de epitelio
internandose en la célula via TLR-4. Sin embargo, en algunas ocasiones la
bacteria escapa de los endosomas hacia el citoplasma para replicarse,
formando CIB’s. La formacién de estas estructuras se ha descrito mediante la
cascada uropatogénica la cual conlleva una serie de pasos que abarcan desde
la adherencia bacteriana a las células de urotelio, hasta la exfoliacion o lisis de

las células que han sido invadidas®.

Para que la cascada uropatogénica se lleve a cabo, la adherencia es un paso
crucial, esto evita que las células sean eliminadas por arrastre al momento de la
miccion. La internalizacion bacteriana las provee de un ambiente rico en

nutrientes al mismo tiempo que son protegidas por la respuesta inmune innata.



Por otro lado, dicha internalizacidén protege a las bacterias intracelulares de la

exposicion a antibidticos permitiendo su supervivencia®®.

Para el mejor estudio de este fendmeno, se han descrito tres diferentes
estadios: estadio temprano (formacion de CIB), después de la adherencia e
internalizacién, UPEC se replica rapidamente en tiempos de 30 a 35 minutos
conservando su forma bacilar inicial de < 3 ym. Entre las 6-8 horas de infeccion
UPEC disminuye su tiempo de replicacion a 60 minutos, cambiando su
morfologia bacilar a cocoide (0.7 ym) empaquetandose y formando pequefas
comunidades, logrando llevar a cabo la maduracion de CIB conocida como
estadio intermedio. Finalmente, en el estadio tardio después de las 12 horas de
infeccion, UPEC es capaz de disociarse de urotelio lisando las células y
promoviendo su flujo hacia el lumen de la vejiga provocando bacteriuria,
permitiendo con ello su esparcimiento, infectando células vecinas, reiniciando y

haciendo perenne la cascada uropatogénica (Figura 4)*-,

Para que se lleve a cabo la cascada uropatogénica, son necesarios ciertos
factores de virulencia, los cuales desencadenaran una serie de reacciones
moleculares. Entre estos, UPEC cuenta con un Pili especifico conocido como
Pili tipo 1 el cual se encuentra asociado con la adhesina FimH, esta a su vez es
capaz de reconocer uroplaquinas manosiladas y alfa-beta-integrinas, presentes
en la membrana de urotelio, para iniciar la colonizacién e invasién en la

superficie celular*'.

La interaccion del Pili tipo 1 con el urotelio promueve la activacion de Rho
GTPasas, como aquellas pertenecientes a la familia RAC, causando una
modificacion estructural en los filamentos de actina internalizando la bacteria.
Sin embargo, existe un mecanismo de defensa que promueve la expulsion de
UPEC hacia el lumen; via dependiente de TLR-4 expresado en urotelio. TLR-4
es activado tras la interaccion con un lipopolisacarido liberado por UPEC,

induciendo una mayor produccion de AMP ciclico (AMPc), por activacion de



adenil ciclasa 3 (AC3), resultando en la exocitosis bacteriana. UPEC tiene la
capacidad de evadir este sistema de defensa saliendo hacia el citoplasma
donde se replica rapidamente realizado interacciones célula-célula originando

otras CIB’s*'.

Estas comunidades se encuentran protegidas del sistema inmune del huésped,
desarrollando resistencia a los antibidticos. Asi un cuadro agudo llega a ser
tratado satisfactoriamente, o UPEC puede causar infecciones persistentes
invadiendo células intermedias, formando reservorios intracelulares quiescentes
(QIR por sus siglas en inglés). Este tipo de bacterias no se replican, sin
embargo, son capaces de sobrevivir por meses incluso después de que el
huésped se encuentre en tratamiento con antibidticos. Este tipo de reservorios
son entonces una clave importante en el desarrollo de infecciones recurrentes y

cuadros de cistitis cronica®'.
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FIGURA 4. Cascada uropatogénica. 1) Durante una ITU, UPEC (verde) puede
replicarse dentro del lumen de la vejiga o 2) unirse a e invadir las células epiteliales de
la vejiga. 3) Después de la invasion, UPEC es llevada de regreso a la luz o traficada
hacia compartimentos tardios similares a endosomas. 4) La interrupcion de estos
compartimentos y la posterior entrada de UPEC en el citosol del huésped permite un
rapido crecimiento bacteriano intracelular y el desarrollo de una comunidad intracelular
bacteriana (CIB). 5) La infeccidon puede desencadenar la exfoliacion de las células de la
vejiga, un proceso que ayuda en la eliminacion de bacterias adherentes e
internalizadas. El flujo de salida de UPEC de las células de vejiga del huésped,
incluidas las que se someten a exfoliacion, facilita la diseminacion de patdégenos dentro
y entre los huéspedes. 6) UPEC que permanece unida dentro de los compartimentos
similares a endosomas tardios en el urotelio puede establecer reservorios inactivos
intracelulares de larga vida que a menudo se enredan dentro de los filamentos de
actina (rojo) y son extremadamente dificiles de erradicar con tratamientos con
antibioticos. El resurgimiento de UPEC de estos reservorios puede iniciar infecciones
recurrentes (Tomada de Barber et. al., 2013).

1.8 ITU’s y la resistencia a los antimicrobianos

Las ITU’s, al ser la tercera causa de morbilidad en México®?, han sido una de las
principales causas del uso indiscriminado de antibiéticos generando una alta
resistencia a los antibidticos en bacterias Gramnegativas tales como K
pneumoniae y UPEC, donde esta ultima reporta mas del 50% de resistencia a

ampicilina (77%), tetraciclina (60.3%), amoxicilina (59%), cotrimaxol (58.3%),
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piperacilina (55.8) y norfloxacino (53.2%). Por otra parte, otros factores de
virulencia aumentan la resistencia, por ejemplo, la capacidad de formar biofilm
por UPEC incrementa la resistencia de 31.8 a 75.0%, en antibiéticos como
norfloxacino®. La capacidad de ser productoras de amplio espectro de
B-lactamasas (ESBL) esta estrechamente ligado a la capacidad bacteriana de
formar biofilm, asi UPEC ESBL incrementa la resistencia a norfloxacino hasta
en un 66.6%, en otro caso se encuentra cefepime en el que cepas no
productoras de ESBL presentan el 0.1% de resistencia mientras, aquellas

productoras aumentan su resistencia hasta el 77.5%°*.

K. pneumoniae también tiene la capacidad de producir ESBL, con un porcentaje
general de resistencia a ciprofloxacino de 11.6%, las cepas no productoras de
ESBL 3.6% y aquellas que si son productoras 81.2%. Si a esto se le afiade que
las cepas productoras de ESBL se encuentran en un 10.3% de los aislamientos,

la atencion hacia el fendmeno de resistencia es mayor®.

1.9 Antibiéticos, mecanismo de acciéon y mecanismo de resistencia

Los antibidticos son sustancias quimicas que presentan actividad
antimicrobiana®. Los antibidticos se pueden clasificar en aquellos que provocan
la muerte celular (bactericidas) y los que inhiben el crecimiento celular
(bacteriostaticos). Asi como el efecto que producen, los antibidticos también se
clasifican de acuerdo al sitio blanco de accion®®. Entre los antibidticos y su
mecanismo de accion, podemos encontrar a los inhibidores de la sintesis de
pared como los B-lactamicos, grupo formado por penicilinas, cefalosporinas,
monobactams y carbapemens®’. También se encuentran los antibidticos cuyo
mecanismo de accion es mediante la alteracion de la integridad de la
membrana plasmatica de los cuales se pueden encontrar a las polimixinas. Por
otro lado, estan los inhibidores de la sintesis de proteinas representados por
aminoglucosidos y macrdlidos. Finalmente se encuentran a los inhibidores de la

sintesis de acidos nucleicos como las quinolonas y rifampicina®-2,
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En décadas anteriores, los antibidticos fueron conocidos como medicina
milagrosa debido a que, desde su invencidn, millones de vidas fueron salvadas,
aumentando la esperanza de vida de las personas, de infantes quienes morian
por infecciones que en su momento no tenian cura. Sin embargo, el uso
indiscriminado de estos medicamentos ha provocado el desarrollo continuo de
un fendmeno del que no se habia percatado previamente, la resistencia a los
antibidticos, en el que estos ya no son eficaces en el tratamiento de una
extensa variedad de enfermedades, debido a que ya no son capaces de

eliminar las bacterias causantes®®.

Las bacterias pueden expresar la resistencia a los antibidticos mediante
diversos mecanismos: produccion de enzimas que modifican el sitio activo de
los antibidticos, cambios en la permeabilidad de su membrana, sintesis de
bombas de eflujo para la expulsion de antibiéticos, cambios en el sitio blanco

del antibiotico y sobre expresion de estos sitios® 508",

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) puede llevarse a cabo mediante la
transferencia de material genético, que contiene los genes de resistencia, entre
bacterias. Existen dos tipos de transferencia de genes; la transferencia genética
vertical, la cual se lleva a cabo mediante la transferencia de genes de una
célula madre a una célula hija y generalmente se da en la etapa de crecimiento
y la transferencia genética horizontal (TGH) que se presenta cuando una
bacteria le transfiere material genético a otra ya sea de su mismo género o con

bacterias pertenecientes a otros géneros®*®*,

1.10 Métodos de determinacion de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos se realiza in vitro mediante
métodos fenotipicos (dilucién o difusidbn con discos), se fundamentan en el
enfrentamiento de un indculo bacteriano estandarizado a una concentracion de

un antibidtico determinado. La interpretacion de los resultados obtenidos
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permite clasificar los microorganismos en sensibles, intermedios o

resistentes®:66:67,

Las técnicas de dilucién tienen como obijetivo la determinacion de CMI, definida
como la concentracion de antimicrobiano minima que inhibe el crecimiento
bacteriano y representa la actividad bacteriostatica o capacidad del
antimicrobiano de inhibir el crecimiento de las bacterias. Para determinar la CMI
se realiza una serie de diluciones en medio liquido (técnica de macrodilucién o

técnica de microdilucion) o en medio sdlido (técnica de dilucion en agar)®>%%%7,

La técnica por difusion con discos emplea discos de papel impregnados con
una solucién estandarizada del antibidtico, dispuestos sobre la superficie
previamente inoculada en su superficie con una suspension bacteriana. El disco
libera, en contacto con el medio sélido el antibiético, que difunde sobre este
generando un gradiente de concentracion a su alrededor. En la zona mas
cercana al disco, la concentracion es mas elevada y menor en la mas alejada.
Cuando ésta es superior a la CMI se observa un halo de inhibicion alrededor del
disco. El diametro formado esta en relacion con el grado de sensibilidad o

resistencia del microorganismo a la aplicacion del antibiotico®°’.

La técnica E-test es un método de difusion que permite la determinacion de
CMI. Utiliza tiras de plastico impregnadas por un antibiético en concentraciones
decrecientes. Al contacto con el agar, el antibidtico difunde impidiendo el
crecimiento bacteriano formando una zona de inhibicion en forma de elipse, la
CMI corresponde de con el punto de insercidon de la elipse y el valor de escala

impresa en la superficie de la tira®>®’.
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CAPITULO 2

2.1. Definiciéon del problema

Las ITU’s son una de las principales causas de morbilidad a nivel nacional. De
acuerdo al Boletin Epidemiolégico de la Secretaria de Salud, se reportaron
4,098,042 casos en el 2015 y para el 2017 la cifra aument6 a 4,474,599°286° A
su vez, la expresion de genes de resistencia de los uropatdogenos se ha hecho
mas evidente®. De acuerdo al Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos (GLASS por sus siglas en inglés), entre las bacterias

resistentes mas frecuentes son E. coli, K. pneumoniae 'y S. aureus™.

En estudios que determinan la resistencia antimicrobiana de uropatégenos, se
han encontrado porcentajes de resistencia mayor al 50% y las cepas con
capacidad de expresar ESBL, incrementan la resistencia a antibiéticos hasta un
80% o mas®***. A su vez en muchos paises no existe regulacion en la venta de
antibidticos, por lo que su uso llega a ser inadecuado por parte de los
pacientes’’. Esto aunado a que, hasta en el 50% de los casos la indicacion
terapéutica, la eleccién del antimicrobiano o la duracion del tratamiento llega a
ser incorrecta’!, provoca el incremento gradual de la resistencia microbiana®.
Por tal motivo se ha visto en la necesidad de buscar y crear nuevos compuestos
que sean capaces de combatir a los microorganismos causantes de estas

infecciones.
Por lo anterior se formuld la siguiente pregunta de investigacion:

(El decavanadato de metformino y decavanadato de citosinio tienen

actividad antimicrobiana en cepas aisladas de CIB’s?
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2.2. Justificacion

El uso de V como agente antimicrobiano en bacterias, hongos y parasitos ha
aumentado paulatinamente por su alta capacidad de formar ROS*. De acuerdo
con estudios antibacterianos con compuestos asociados al V,,, este muestra
mejor actividad antimicrobiana que incluso aquellos antibidticos de primera
eleccion para el tratamiento de diversas infecciones™.

En ensayos bactericidas realizados en 2006 con S. aureus y E. coli, utilizando
una sal de calcio (Ca), quitosano y V,,, (CTS-Ca;V,,0,5) obtienen resultados
satisfactorios®. Posteriormente en 2015, otro grupo de investigadores realizan
estudios bactericidas con acido 4-mercaptobenzoico
([4-(CH3;0)CeH,CH,NH;]6(V1002)-2H,0) utilizando a Enterococcus faecium y
comprueban el efecto microbicida®.

Tras estos ensayos nuestro grupo de trabajo busca evidenciar si los
compuestos que incluyen al V,, con metformina o citosina, poseen actividad
antimicrobiana en bacterias aisladas de pacientes con bacteriuria, esto como

una fuente alternativa al tratamiento.
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2.3. Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Determinar la CMI del decavanadato de metforminio,
[(C4H2N50)5(V400,5)-6H,0] y decavanadato de citosinio
[(C4HgN30)6(V10042)4H,0O] en cepas aisladas de CIB’s provenientes de

pacientes con bacteriuria y en cepas de referencia ATCC: E. coli 25922 y S.
aureus 29213.

2.3.2 Objetivos particulares

Sintetizar y caracterizar por espectroscopia infrarroja (IR) a los
decavanadatos de metformino y citosinio.

Aislar e identificar bacterias provenientes de CIB’s de pacientes con
bacteriuria.

Determinar la CMI de ampicilina (AMP), ceftriaxona (CRO) y amikacina
(AMK) en cepas de referencia E.coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
29213 y cepas aisladas de CIB’s provenientes de pacientes con
bacteriuria.

Establecer el pH 6ptimo de la actividad antimicrobiana del decavanadato
de amonio [(NH,4)s(V10045)-6H,0] en E. coli ATCC 25922.

Determinar la CMI de los decavanadatos de metformino y citosinio en
cepas de referencia E.coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 y cepas

aisladas de CIB’s provenientes de pacientes con bacteriuria.
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2.4. Hipétesis
2.4.1 Hipétesis alternativa

Los decavanadatos de metformino y citosinio tienen actividad antimicrobiana en
cepas aisladas de CIB’s provenientes de pacientes con bacteriuria y en cepas
de referencia E.coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.

2.4.2 Hipétesis nula

Los decavanadatos de metformino y citosinio no tienen actividad antimicrobiana
en cepas aisladas de CIB’s provenientes de pacientes con bacteriuria y en
cepas de referencia E.coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.
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CAPITULO 3

3.1. Diseno de la investigaciéon

3.1.1 Tipo de estudio

Analitico y experimental.

3.1.2 Definicion del universo de trabajo

Cepas bacterianas aisladas de orinas que cumplan con los criterios de inclusion

del Laboratorio Laborat-2 de Nativitas, Tlaxcala, México.

3.1.3 Tamano de la muestra

34 cepas bacterianas provenientes de orinas de pacientes con CIB’s.

3.1.4 Tipo de muestreo

Intencional.

3.1.5 Criterios de seleccion
3.1.5.1 Criterios de inclusion

Orinas turbias con presencia de CIB’s.
3.1.5.2 Criterios de exclusion

Orinas traslucidas, que presenten piuria o esterasa leucocitaria mayor a 125

leu/uL y con ausencia de CIB’s.

3.1.6 Definiciéon grupo de estudio

Cepas provenientes de CIB’s aisladas de orinas de pacientes con bacteriuria y
cepas de referencia E.coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.
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3.1.7 Variables del estudio

Variables independientes Variables dependientes

Compuestos de vanadio Concentracién Inhibitoria
Concentracion de compuestos

pH del medio de cultivo a emplear
Cepas control

Cepas de trabajo

3.1.8 Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Estadistica descriptiva de Excel.

3.1.9 Aspectos bioéticos

3.1.9.1 Riesgo de la investigacion

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos seran tratados y desechados

conforme a las especificaciones establecidos por la NOM 087.
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3.2. Diagrama de trabajo
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Fase 2
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CAPITULO 4

4. Materiales y métodos

4.1 Metodologia para la sintesis de decavanadatos

Todos los reactivos mencionados fueron obtenidos Aldrich y usados como se
recibieron. Metavanadato de amonio (NH,VO;), acido acético (CH;-COOH),
etanol (CH;CH,-OH), NaVOs;, acido clorhidrico (HCI), bromuro de potasio (KBr)
y citosina. El hidrocloruro de metformina fue aislado de tabletas comerciales de
850 mg.

4.1 .1 SinteSis de (NH4)6(V10028)'6H20

Disolver 3.0 g (25 mmol) de NH,VO; en 200 mL de agua en agitacion constante
a 60°C. Una vez obtenida la solucion de NH,VO; dejar enfriar a temperatura
ambiente. Agregar 3.0 mL de CH;-COOH y mantener en agitacion por 15
minutos, posteriormente anadir 50 mL de CH;CH,-OH. Filtrar la solucion final

manteniéndola 48 horas a temperatura de 4.0 + 1.0 °C®.

Después de este tiempo se observan cristales anaranjados y brillosos. Los
cristales se recolectan por filtracion y se mantienen a temperatura ambiente

25°C + 2°C para su posterior uso.
4.1 .2 SinteSiS de (Na)G(V10028)18H20

Disolver 0.99 g (10 mmol) de NaVO; en 40 mL de agua en agitacion constante a
40°C. Una vez obtenida la solucion de NaVO,; dejar enfriar a temperatura
ambiente. Agregar 100 pL de HCI al 35% y mantener en agitacion por 15
minutos. Filtrar la solucion final manteniéndola a temperatura de 4.0 £ 1.0 °C

hasta la observacion de cristales®.

Después de 5 dias se observan cristales anaranjados vy brillosos, estos cristales

son recolectados por filtracion y mantenidos a temperatura ambiente.
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4.1.3 Sintesis de (C,HN;0)4(V1,0,5)-6H,0

Disolver 0.99 g de NaVO,; en 50 mL de agua destilada en agitacion a 40 °C.
Una vez obtenida la solucion dejar enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente afiadir a la solucion 100 yL de HCI al 35% manteniendo la
agitacion. Agregar directamente 1.12 g (6 mmol) de clorhidrato de metformina
por 20 minutos en agitacion a 40 °C. Una vez pasado el tiempo de reaccion
filtrar la solucién y esperar la cristalizacion del compuesto (entre 3 y 6 dias

aproximadamente)™.

Los cristales obtenidos se recolectan por filtracion y son mantenidos a

temperatura ambiente.
4.1 .4 SinteSis de (C4H5N30)5(V10028)'4H20

Anadir 0.5 g (4.3 mmol) de NH,VO,; en 30 ml de agua destilada en agitacién a
75°C hasta su disolucion, la cual posteriormente se deja enfriar a temperatura
ambiente y después agregar 100 uL de HCI al 35% con agitacion constante.
Una vez pasados 15 minutos, verter por goteo 20 ml de una solucién con 0.111
g (1 mmol) de citosina manteniendo la reaccion por 15 minutos. Finalmente se
observa un precipitado de color anaranjado el cual es recolectado por filtracidon

y mantenido a temperatura ambiente.

4.2 Caracterizacion de decavanadatos

La caracterizacion de los compuestos se realizd por espectroscopia infrarroja
(IR). Los espectros IR fueron colectados en pastillas comprimidas de KBr en la

region de 4000-400 cm™ en un espectofotdmetro IR Digilab Scimitar FT-IR.
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4.3 Metodologia para el aislamiento de bacterias provenientes de CIB’s

El método utilizado para realizar el aislamiento y recuperacién de bacterias
provenientes de una sola CIB, fue el protocolo “LINU 11/2016/b6”, desarrollado
por el Laboratorio de Investigaciones Nefrouroldgicas (LINU) en 2016 [anexo
9.1]. En la figura 5 se observa el resumen del protocolo.

a) b) c
Sedimento

g) P

30min

/_,
I —
37°C /
noss | ©

37°C e)

|
/

/

Figura 5. Aislamiento de CIB’s. a) Identificacion de sedimento urinario positivo a
CIB’s con Sternheimer-Malbin a 40X. b) Mezclar 5 yL de sedimento urinario sin
colorante con 10 uL de caldo BHI en un portaobjetos estéril. ¢) Identificacién de CIB’'s y
su acercamiento a la micropipeta a 10X. d) Lavado con caldo BHI de la CIB aislada. e)
Serie de lavados con caldo BHI hasta un aislamiento total. f) CIB aislada en un tubo
eppendorf con 200 pL de caldo BHI. g) Incubacion para evitar estrés bacteriano. h)
Liberacién de bacterias intracelulares, sometiendo a la célula a agitacion mecanica con
ayuda de un vortex. i) Incubacién bacteriana después de la agitacion. j) Sembrado de
bacterias por extendido en placa en CHROMagar orientacion para urocultivo. k)
Incubacion final para el desarrollo de crecimiento bacteriano.
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4.4 Metodologia para la identificacion de bacterias provenientes de CIB’s

1. Sembrar las muestras obtenidas en CHROMagar para urocultivo marca
Becton, Dickinson and Company (BD). La identificacion bacteriana se lleva a
cabo en base a la morfologia colonial después de 24 horas de incubacién de
acuerdo con las especificaciones del fabricante [anexo 9.2]. Siguiendo las
especificaciones del fabricante se realizaron pruebas adicionales para la
identificacion bacteriana, como pruebas bioquimicas para enterobacterias

[anexo 9.3].
2. Diferenciacion de bacterias mediante Tincién de Gram [anexo 9.4].

3. Identificacion bacteriana adicional mediante la observacién de caracteristicas
morfolégicas en medio de cultivo MacConkey (Tamano, forma y textura de las
colonias, fermentacion de lactosa positiva 0 negativa y presencia o ausencia de

precipitacion de sales biliares) [anexo 9.5].

4. Identificacion de bacterias productoras de catalasa, mediante su exposicion a

peroxido de hidrégeno [anexo 9.6].

4.5 Nomenclatura cepario

Para mejorar el control de las 24 cepas, se desarrollé6 una nomenclatura que
permite identificar el tipo de aislamiento del que proviene la cepa, esto es para
determinar si existe influencia en el microorganismo aislado cuando se
encontraba interactuando con otro microorganismo o no. La nomenclatura
consta de una combinacion de numeros y letras, el numero inicial indica el
namero de cepa. Las dos primeras letras (la primera con mayuscula y la
segunda con minuscula) identifican el género bacteriano, la tercera letra (en
mayuscula) indica si la cepa proviene de un aislamiento con uno, dos o tres
microorganismos. Para las cepas provenientes de aislamientos polimicrobianos
se afaden las letras 4 y 5 (la primera mayuscula y la segunda minuscula)

referentes al género bacteriano con que la cepa se encontré (Figura 6).
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2 1Es/U

Geénero
de la cepa

" 3 Es DKI

Género en comunidad

No. cepa Aislamiento

Figura 6. Nomenclatura desarrollada para cepas aisladas de CIB’s. El nimero en
rosa sirve para diferenciar cepas del mismo género. Las dos primeras letras en verde,
indican el género de la cepa, la tercera letra en azul indica el tipo de cultivo del que
proviene, la cuarta y quinta letra en morado indican el género bacteriano con quien
estuvo en comunidad. a) Cepa uno de E. coli proveniente de un aislamiento unico. b)
Cepa 3 de E. coli proveniente de un aislamiento doble en comunidad con Klebsiella sp.

Las abreviaturas utilizadas para la nomenclatura, se encuentran en la tabla 1.

Indicacion Abreviatura Significado
Es Escherichia
En Enterobacter
Ki Klebsiella
Género
; Ec Enterococcus
bacteriano
Pr Providencia
St Stenotrophomonas
Sc Staphylococcus
U Con un microorganismo
Tipo de - :
. . D Con dos microorganismos
aislamiento - -
T Con tres microorganismos

Tabla 1. Nomenclatura de cepas por abreviaturas.
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4.6 Metodologia para establecer el pH 6ptimo de actividad antimicrobiana
de decavanadatos

1. Preparar caldo infusién cerebro corazén (BHI) disolviendo 0.37 g de medio

de cultivo BHI en 12 ml siguiendo las especificaciones del fabricante
(DIBICO).

2. Tomar 4 vasos de precipitados de 50 ml marcandolos con las letras A, B, C

y

D. A cada vaso de precipitado dispensar 2.5 ml de caldo BHI,

posteriormente acondicionar como se describe a continuacion:

a.

Agregar 50 pL de HCI al 10% ajustando el pH a 5.0 al vaso marcado con

la letra A.

. Agregar 25 pL de HCI 10% ajustando el pH a 6.0 al vaso B.

No agregar nada y verificar que el pH es el indicado por el fabricante (6.8
1 0.2) para el vaso marcado C.
ARadir 75 pL de hidréxido de sodio (NaOH) 10 % para ajustar el pH a

8.0 en el vaso D.

3. Esterilizar el medio de cultivo preparado a 15 libras por 15 minutos.

4.

En una placa estéril de 96 micropocillos con fondo en U preparar 4 filas

con nueve mircopocillos, como se describe a continuacion:

a.
I

La primera fila (letra A), las columnas (pocillos) se numeran del 1 al 9.

. [A,1] Control negativo de crecimiento 25 uM a pH 5.0.

40 pL de caldo BHI pH 5.0, 10 pL de NH,V,, 250 uM y 50 pL de

solucion salina isotdnica (SSI).

. [A, 2, 3, 4] Evaluacién actividad antimicrobiana 25 yM a pH de 5.0.

40 yL de caldo BHI pH 5.0, 10 pl de NH,V,, 250 uM y 50 pL de in6culo
0.5 McFarland de E. coli ATCC 25922.

[A,5] Control negativo de crecimiento 50 uM.

40 pL de caldo BHI 5.0, 10 yL de NH,V,, 500 uM y 50 pL de SSI.

IV. [A,6, 7, 8] Evaluacién actividad antimicrobiana 50 uM a pH de 5.0.
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40 pL de caldo BHI pH 5.0, 10 yL de compuesto 500 uM y 50 uL de
inéculo 0.5 McFarland (E.coli ATCC 25922).

V. [A,9] Control positivo de crecimiento bacteriano a pH de 5.0.

40 uL de caldo BHI pH 5.0, 10 uL de agua inyectable y 50 uL de in6culo
0.5 McFarland (E.coli ATCC 25922).
La segunda fila (letra B), identificar las columnas del 1 al 9, y repetir los
incisos del 4.a.l al 4.a.V, cambiando el pH del caldo BHI a 6.0.
La tercera fila (letra C), identificar las columnas del 1 al 9, y se repiten los
incisos del 4.a.l al 4.a.V cambiando el pH del caldo BHI a 7.0.
La cuarta fila (letra D), identificar las columnas del 1 al 9, y se repiten los
incisos del 4.a.l al 4.a.V cambiando el pH del caldo BHI a 8.0.
Incubar la placa a 37° por 24 horas.
El observar la presencia de turbidez en los pocillos inoculados evidencia
el crecimiento bacteriano.
Tomar 10 pL de cada pocillo en donde no se observe turbidez y
depositarlos en la superficie de una placa de Agar Mueller-Hinton (MHA).
Dejar secar 2 minutos y posteriormente invertir la placa.

Incubar la placa por 24 horas a 37°C.

. Observar si hay presencia de crecimiento bacteriano en la zona de

inoculacion, el cual se vera reflejado con la presencia de una colonia
bacteriana.
Identificar el pH del medio en que ocurre la actividad antimicrobiana de

los compuestos.

En la figura 7 se representa el esquema de una placa de micropocillos, con las

indicaciones del contenido de cada pocillo asi como su funcién en el protocolo,

es decir los controles positivos y negativos de crecimiento bacteriano y los

pocillos de prueba a diferentes concentraciones y pH.
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Figura 7. Placa de micropocillos para la determinacion de pH 6ptimo de actividad
antimicrobiana de decavanadatos. Las filas A, B, C y D indican los pH de prueba 5,
6, 7 y 8 respectivamente. Las columnas 1y 5, rojo: controles negativos de crecimiento
a concentracién de 25 yM y 50 yM de NH,V,,. La columna 9, controles
positivos de crecimiento de E.coli ATCC 25922. Las filas 2-4 y 6-8, morado:
representan los pocillos de prueba con concentraciones de 25 pM y 50 uM
respectivamente. Los circulos blancos representan los pocillos de trabajo.

4.7 Metodologia para determinar la CMI por microdilucién

La determinaciéon de CMI por microdilucion se llevara a cabo siguiendo la
metodologia descrita en la guia M-07 del Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés)*, cambiando el medio indicado

(CAMHA) por BHI, por adaptacion del laboratorio.

Para citosina, metformina (Metf), NH,VO;, NavVO,;, AMP, CRO y AMK se
trabajara con pH neutro. Para los compuestos NH,V,,, decavanadato de sodio

(NaV,,), decavanadato de metforminio MetfV,, y decavanadato de citosinio
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(CitV4,) se trabajara con pH elegido segun los resultados obtenidos en la

metodologia 4.6.

1. En una placa estéril de 96 micropocillos con fondo en U se prepara la fila A,

y las columnas del 1-10 de la siguiente manera (Figura 7).

a.

[A,1] Pocillo de prueba a 500 uM.

90 pL de caldo BHI y 10 yL de compuesto de trabajo (5.0 mM).

[A,2-8] Pocillos de prueba a, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8 uM.

50 uL de caldo BHI.

[A,9] Control positivo de crecimiento.

40 pyL de caldo BHI, 10 yL de agua inyectable y 50 pl de inoculo 0.5
McFarland de la cepa en estudio.

[A,10] Control negativo de crecimiento.

40 L de caldo BHI, 10 yl de compuesto (5.0 mM) y 50 pl de SSI.

2. Realizar una serie de diluciones 1:2 de los pocillos A1-A8.

a.

Tomar 50 uL del pocillo A1y pasarlos al pocillo A2, homogeneizar con la
misma pipeta succionando y expulsando tres veces la mezcla.

Tomar 50 uL del pocillo A2 y pasarlos al pocillo A3, homogeneizar con la
misma pipeta succionando y expulsando tres veces la mezcla. Repetir
este paso hasta llegar al pocillo A8.

Desechar 50 pL del pocillo A8.

Agregar 50 pL de inéculo (0.5 McFarland) de la cepa en estudio a los

pocillos A1-A8, quedando un volumen final de 100 pL.

3. Repetir los pasos 1y 2 en las filas B, C, D, E, etc., cambiando la cepa en

estudio.

4. Incubar la placa de micropocillos a 37° C por 24 horas.

5. Posterior a la incubacion observar a contraluz la turbidez en los pocillos, la

presencia de turbidez indicard crecimiento bacteriano, y por lo tanto

resistencia al farmaco probado a esa concentracion.
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6. Para asegurar la inhibicién de crecimiento bacteriano (Figura 8), en cada
una de las filas (A-G) identificar el pocillo de la columna 8 (el de menor
concentracion, 7.8 upM), al pocillo de la columna 1 (el de mayor
concentracion, 500 uM) y realizar el siguiente proceso.

a. De cada fila, identificar los pocillos en los que no se observe turbidez.
I. Tomar 10 uL del primer pocillo en el que ya no se observe turbidez y
sembrarlo por goteo en MHA.
II. Tomar 10 uL del pocillo inmediato anterior donde tampoco se observe
turbidez y sembrarlo por goteo en MHA.
b. Incubar las placas inoculadas a 37°C por 24 horas.
c. Observar si la presencia de crecimiento bacteriano en las placas
inoculadas.
d. La CMI sera la concentracion del pocillo en la cual la placa de MHA no
presente crecimiento.

7. Repetir el paso 6 para cada una de las filas (cepas en estudio).

8. Repetir los pasos 1-7 para AMP, manteniendo la concentracion maxima de
183.0 yM y minima de 2.9 pM.

9. Repetir los pasos 1-7 para CRO, manteniendo la concentracién maxima de
28.8 yM y minima de 0.4 pM.

10.Repetir los pasos 1-7 para AMK, manteniendo la concentraciéon maxima de
218.9 yM y minima de 3.4 pM.
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Figura 8. Preparacion de pocillos para la determinaciéon de CMI. Preparacién de los
de la fila A para determinar la CMI de los compuestos de estudio con las diferentes
cepas. Las columnas 1-8 representan los pocillos de prueba, los pocillos 9 y 10
representan los controles positivos y negativos respectivamente. a) Llenado de pocillos
con caldo BHI, compuesto de estudio y agua inyectable. b) Dilucién 1:2 del pocillo 1 al
pocillo 2 mediante la homogenizacion del pocillo 1 con la micropipeta, tomar 50uL del
contenido del pocillo 1 y transferirlos al pocillo 2. ¢) Serie de diluciones 1:2 de los
pocillos 2 a 8, desechar 50 uL del pocillo 8. d) Llenado de pocillos 1-9 con 50 yL de
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inéculo bacteriano 0.5 McFarland y al pocillo 10 con 50 yL de SSI. CP (control
positivo), CN (cor11trol neg?tivo), Sgl (squchr’)n salina isotonica).

5 b 7 8
Yo e 000
"mle lwm‘,
b)

A3 OO A4

c 37° C 24 horas
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Figura 9. Confirmacion de CMI. Para asegurar que no exista la presencia de
crecimiento bacteriano en el pocillo de prueba donde no se observa turbidez, es
necesario sembrar su contenido en MHA. a) Identificacion de los pocillos de menor
concentracién en donde no se observe turbidez. b) Sembrado por goteo de 10 pL del
contenido de los pocillos seleccionados en una placa de MHA. ¢) Incubacion de la
placa sembrada a 37°C por 24 horas. d) Lectura de la placa sembrada, en la seccién
del pocillo A4 se observa un circulo se color negro, el cual representa crecimiento
bacteriano. En la seccidon del pocillo A3 no se observa la presencia de crecimiento
bacteriano, por lo tanto la CMI es la correspondiente al del pocillo A3.
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CAPITULO 5

5. Resultados

5.1 Sintesis de decavanadatos

pH de Temperatura de Tiempo de Habito
Compuesto : . PR s . o
sintesis cristalizacion recoleccion cristalino
NH,V,, 5.6 51+2°C 16 dias Laminar
NaV,, 5.2 512°C 8 dias Laminar
MetfV,, 6.4 23+2°C 5 dias Acicular
CitV,, 54 23+2°C 10 minutos Microgranular

Inicialmente se trabajé con 4 decavanadatos, dos de ellos (NH,V,, y NaV,,)

sintetizados y caracterizados por otros investigadores’®"?

, 'y dos compuestos
nuevos (MetfV,, y CitV,,) sintetizados y caracterizados por el Laboratorio de
Bioinorganica Aplicada del Instituto de Ciencias BUAP (ICUAP)™; la
metodologia realizada para la sintesis de los decavanadatos se describe en la
seccion 9.1. Las caracteristicas de los cristales obtenidos: pH de sintesis,
temperatura de cristalizacion, tiempo de recoleccion y habito cristalino se

describen en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de cristales de decavanadatos. NH,V,, (Decavanadato de
amonio), NaV,, (Decavanadato de sodio), MetfV,, (Decavanadato de metforminio),
CitV,, (Decavanadato de citosinio).

5.2 Caracterizacion de decavanadatos

Debido a que los decavanadatos asociados a amonio ([NH,]") y sodio (Na*),
fueron sintetizados y caracterizados por Todorovick et al., y Hartung et al.,
respectivamente; y los asociados a citosina y metf por Sanchez-Lara et al., la
composicion de los compuestos fue comprobada por espectroscopia IR (Figura
10).
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Figura 10. Espectros IR de los compuestos (C,HgN;0)s(V,0,0,5)-6H,O0 y
(C4HeN30)s(V400,5)-4H,0. a) espectro IR de CitV,, b) espectro IR de MetfV,,

En el espectro medio (4000-400 cm™") del compuesto CitV,,, se muestra un
conjunto de picos en la regién de alta frecuencia en 3,486-2,684 cm”,

correspondientes a enlaces (N-H) y (C-H). Las fuertes vibraciones observadas
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en 1,718-1,656 cm™' se asignaron a enlaces (C=0), (C=C) y (C=N). Estas

bandas corresponden a los enlaces de la molécula de citosina.

Para el compuesto MetfV,,, las bandas en 3,395-3,170 cm™ se atribuyen a
enlaces (N-H). Por otro lado, las bandas débiles en 2,972 y 2,936 cm’
corresponden a las vibraciones de los grupos metilo de HMetf. Las bandas de
intensidad fuerte en 1,624 y 1,569 cm™ podrian originarse por (C=N). Las

bandas corresponden a los enlaces presentes en la molécula HMetf.

Para ambos ocmpuestos, las bandas observadas a 987 y 952 cm™ se asignan
a los enlaces V=0 terminales del anién decavanadato. Las bandas en la regién
de 833-513 cm™ se atribuyen a los enlaces (V-O-V). Bandas correspondientes

a V.

La caracterizacion detallada de ambos compuestos (espectros IR y Raman,
RMN-V®', asi como el andlisis cristalografico y termogravimétrico). Se
encuentran disponibles en al articulo publicado por Sanchez-Lara et al., en
2018 (anexo 9.7)

5.3 Aislamiento e identificacion de bacterias provenientes de CIB’s

Para esta investigacion, se recolectaron 960 especimenes urinarios que
cumplieron con los criterios de inclusion-exclusion para la realizacion del
examen general de orina (EGO) del Laboratorio de analisis clinicos “Laborat-2”
en Nativitas, Tlaxcala. De este universo de trabajo se seleccionaron 40
especimenes (4.2%), que presentaban uroepitelio con CIB’s, a las que se les
realizd el aislamiento, cultivo e identificacion de las bacterias contenidas en las

CIB’s mediante la técnica desarrollada en el LINU (LINU 11/2016/b6).

De las 40 CIB’s asiladas en CHROMagar orientacion para urocultivo: en 24
(60%) se observé desarrollo bacteriano; de los cultivos positivos, en 15 (35%)
se aislé un solo microorganismo; en 8 (20%) se observo el desarrollo dos y en 1

(2.5%) el cultivo presento tres.
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De estos 24 cultivos positivos, se recuperaron e identificaron 34 cepas mediante
su aislamiento en CHROMagar orientacion para urocultivo (Figura 11),
posteriormente se complemento la identificacion de género y especie mediante
las pruebas complementarias de tincién de Gram, produccion de catalasa y sus
caracteristicas en medio MacConkey (fermentacion de lactosa, precipitacion de
sales biliares, color del medio, forma y textura de la colonia). Por otra parte y
siguiendo las especificaciones del fabricante de CHROMagar orientacion (BD),
la diferenciacion de Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter caracterizadas por
colonias mucoéides con coloracién azul metalico (Figura 11b y 11ci), se confirmo

con pruebas bioquimicas.

De igual forma, se realizé identificacion bacteriana por pruebas bioquimicas
para las colonias con coloracion beige para la diferenciaciéon de los géneros

Morganella, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Acinectobacter y Salmonella.

De las 34 cepas obtenidas: 16 cepas (47.1%) fueron identificadas como E. coli,
10 cepas (29.4%) como K. pneumoniae, 2 cepas (5.9%) como Enterococcus
sp., 2 cepas (5.9%) como Enterobacter sp., 2 cepas (5.9%) como
Stenotrophomonas maltophilia, 1 cepa (2.9%) como S. aureus y 1 cepa (2.9%)

como Providencia. rettgeri (2.9%). Estos resultados se resumen en la figura 12.

En el primo-aislamiento de CIB’s, se encontraron 15 cepas provenientes de
cultivos con un solo microorganismo: 9 (60.0%) correspondientes a E. coli, 4
(26.6%) a Klebsiella sp., 1 (6.7%) a Enterococcus sp. y 1 (6.7%) a P. rettgeri. 16
cepas fueron recuperadas de cultivos de aislamientos con crecimiento de dos
bacterias: 6 (37.5%) de E. coli, 6 (37.5%) de Klebsiella sp., 2 (12.5%) de
Enterobacter sp. y 2 (12.5%) de S. maltophilia. 3 cepas se recuperaron en el
cultivo con aislamiento de tres bacterias: 1 (33.3%) de E. coli, 1 de

Enterococcus sp. (33.3%) y 1 de S. aureus (33.3%) (anexo 9.8).
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11b)

11d)

Figura 11. Identificacion bacteriana en CHROMagar orientacion para urocultivo.
Cultivos bacterianos después de 24 horas de incubacién a 35+2°C, en CHROMagar
orientacion para urocultivo, sembrados por extendido en placa. 11a) Cultivo de E. coli
en el que se observan las colonias tipicas de color rosa. 11b) Cultivo de Klebsiella sp.
con colonias azul metalico de consistencia mucoide. 11¢) Cultivo con crecimiento de
dos colonias diferentes. i) Se observan colonias rosa correspondientes a E. coli. ii) Se
observan colonias azul metalico correspondientes a los géneros Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter. 11d) Cultivo de Enterococcus sp., colonias puntiformes
azul-turquesa.
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m Escherichia coli (n=16)

mKlebsiella sp (n=10)
m Enterobacter sp (n=2)
4 Enterococcus sp (n=2)

u Stenotrophomonas maltophilia (n=2)
m Staphylococcus aureus (n=1)
u Providencia rettgeri (n=1)

Figura 12. Etiologia de cepas provenientes de CIB’s. E. coli es el microorganismo
que se aislé con mayor frecuencia (47%), seguido de Klebsiella sp. (29%). Enseguida
se identificaron cepas de bacterias no fermentadoras (9%), (Stenotrophomonas
maltophilia y Providencia rettgeri). En cuarta posicién se identificaron a Enterobacter
sp. (6%) y Enterococcus sp. (6%) y en quinta posicion se identificé a S. aureus.(3%).
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5.4 Determinaciéon del pH o6ptimo de actividad antimicrobiana de
decavanadatos

La cepa de trabajo E. coli ATCC 25922 se mantuvo a -60°C en caldo soya
tripticaseina (TSB por sus siglas en inglés) con 20% de glicerol. Posteriormente
se descongeld en caldo TSB y mantenida en refrigeraciéon a 5°C. Para su
utilizacién, fue resembrada por estria cruzada en medio nutritivo 24 horas antes
de realizar el protocolo. La placa de micropocillos fue esterilizada por UV, y la
solucion del compuesto de estudio, por microfiltracion (Microfiltro Millex estéril,
con membrana PVDF, Durapore, con un diametro de poro de 0.22 uM) 15
minutos antes de realizar el protocolo. Para obtener el pH 6ptimo de la actividad
antimicrobiana, se realiz6 una modificacion de la metodologia descrita en las
guias del CLSI para la determinacion de CMI por microdilucién M-07, utilizando
caldo BHI como medio de cultivo y las concentraciones fijas de 50 yM y 25 yM
de NH,V,,. Posterior a las 24 horas de incubacion, se realizd la observacion de
micropocillos; en los pocillos de prueba a 25 yM a pH de 5.0, 6.0, 7.0y 8.0, se
observé turbidez, lo que indica que el compuesto no inhibe el crecimiento
bacteriano. Sin embargo, para los pocillos con 50 yM se observé inhibicion del
crecimiento bacteriano a pH de 5.0 y 6.0, y no presento inhibicion apH de 7.0y
8.0 (Figura 13).

Para confirmar la inhibicién del crecimiento bacteriano, se tomaron 10 uL del
contenido previamente homogenizado por succion y eyeccion con la misma
pipeta, y se sembraron por goteo en MHA; después de 24 horas de incubacion

a 37 °C, se observo crecimiento bacteriano en todas las placas de MHA.

El que no se observe turbidez en los micropocillos; sugiere que el pH es un
factor que influye en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana para
decavanadatos, y que el pH de 5.0 y 6.0, es el idoneo para llevar a cabo las

determinaciones de CMI.
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Figura 13. pH 6ptimo de actividad antimicrobiana de decavanadatos. Todos
los pocillos fueron preparados con 50 pL de caldo BHI como medio de cultivo.
Las filas A, B, C y D indican los pH de prueba 5, 6, 7 y 8 respectivamente, las
columnas 1y 5 son los controles negativos de crecimiento con 50 uL de SSI, a
concentracion de 25 yM y 50 yM de NH,V,,, , la fila 9 presentan los controles
positivos de crecimiento de E.coli ATCC 25922, con agua inyectable en lugar de
compuesto. Las columnas 2, 3 y 4 representan los pocillos de prueba, a estos
se les agregd 50 pL de inoculo bacteriano (0.5 McFarland).

Los pocillos de prueba se representan en las filas 2, 3 y 4 con concentracion de
25 uM, las filas 6, 7 y 8 con concentracion de 50 uM. Los pocillos representados
con circulos blancos representan la ausencia de crecimiento bacteriano. Los
pocillos representados con circulos negros indican la presencia de crecimiento
bacteriano. De acuerdo al esquema, no se observo turbidez en los pocillos de
las filas A y B de las columnas 6, 7 y 8. Siendo los pH idéneos para trabajar 5.0

y 6.0 a partir de una concentracion de 50 uM.
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5.5 Determinacion de CMI

Se trabajaron con cepas ATCC como control para la determinacién de
sensibilidad antimicrobiana: E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.

Para la determinacion de CMI en bacterias provenientes de CIB’s, 15 cepas
fueron elegidas segun los agentes bacterianos mas frecuentes en ITU’s (E. coli,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp. y S. aureus). Las cepas de
trabajo pertenecen a diferentes tipos de aislamientos incluyendo con
crecimiento de uno, dos y tres microorganismos. Las cepas seleccionadas se

encuentran distribuidas en la tabla 3.

Aislamiento

Un microorganismo Dos microorganismos Tres microorganismos
1EsU 1 Es DKI 1 KID Es 1EsT
1 KIU 2EsDKI 2KIDEs 1EcT
2KIU 1EsDEn 1EnDEs 1ScT
1EcU 2EsDEn 2EnDEs

Tabla 3. Cepas seleccionadas para la determinacién de CMI. 4 cepas provenian de
cultivos con un solo microorganismo: 1 cepa de E. coli, 2 cepas de Klebsiellasp.y 1 de
Enteroccocus sp. 8 cepas provenian de cultivos con desarrollo de dos
microorganismos: 4 cepas de E. coli, 2 cepas de Klebsiella sp. y 2 cepas de
Enterobacter sp. Finalmente, 3 cepas provenian de cultivos con desarrollo de tres
microorganismos: 1 cepa de E. coli, 1 de Enterococcus sp. y 1 de Staphylococcus sp.
Es (Escherichia), Kl (Klebsiella), Ec (Enterococcus), En (Enterobacter), Sc
(Staphylococcus), U (un microorganismo), D (dos microorganismos), T (Tres
microorganismos).

5.5.1 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos
5.5.1.1 CMI de antibidticos

Para la interpretacion de los resultados obtenidos, se aplicaron parametros de

sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia; estos parametros se
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establecieron con base a las tablas 2A-1, 2C y 2D presentes en la guia M100
del CLSI, los valores descritos en pg/ml y sus equivalencias en M se

encuentran en los anexos 9.9 y 9.10.

Los resultados muestran que para E. coli con AMK; 2 cepas (33.3%) fueron
sensibles, 1 (16.7%) con sensibilidad intermedia a CRO y 100.0%. Los
resultados con CRO denotan que 3 cepas (50.0%) fueron sensibles y 3 cepas
(50.0%) resistentes. En el caso de AMK las 6 cepas (100.0%) presentaron

resistencia.

Los resultados con Klebsiella sp. reflejaron que las 4 cepas (100.0%) tuvieron
resistencia a AMP, CRO y AMK.

Para Enterobacter sp. las 2 cepas (100.0%) presentaron resistencia a AMP,
CRO y AMK.

Con la cepa de S. aureus (100%), CRO no esta indicado para su analisis. En el

trabajo con AMP y CRO la cepa presento resistencia con ambos antibiéticos.

En el caso Enterococcus sp., CRO y AMK no estan indicados para el analisis
con este género bacteriano. En los resultados con AMP, las 2 cepas (100.0%)
presentaron resistencia. Las concentraciones obtenidas se encuentran en la
tabla 6.

15 cepas provenientes de CIB’s fueron probadas para determinar la CMI de
AMP, de las cuales, el 13.3% fueron sensibles, 6.7% con sensibilidad intermedia
y 80.0% resistencia. A 12 cepas se les determiné la CMI de CRO, 50.0%
presentaron sensibilidad, 25.0% sensibilidad intermedia y 25.0% resistencia. A
13 cepas se les determiné la CMI de AMK, de las cuales el 100.0% presentaron

resistencia (Figura 14).
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Figura 14. Sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia de cepas aisladas
de CIB’s a ampicilina, ceftriaxona y amikacina.

Para diferenciar mejor la resistencia a los antibiéticos de las cepas provenientes
de cultivos con aislamientos de uno, dos y tres microorganismos provenientes
de la misma CIB; se calcul6 el porcentaje de resistencia a cada grupo y de este
analisis se observd que las cepas provenientes de cultivos con un
microorganismo, tuvieron 100.0% de resistencia a AMP, 66.7% a CRO. Las
cepas provenientes de cultivos con dos bacterias tuvieron 62.5% de resistencia
a AMP, 50.0% a CRO y 100.0% a AMK. Las cepas provenientes de cultivos con
tres microorganismos diferentes presentaron 100.0% a AMP, 0.0% a CRO y

100.0% a AMK. Los porcentajes se encuentran en la tabla 4.
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Porcentaje de resistencia
Tipo de cepa aislada
AMP CRO AMK
Unica 100.0 % 66.7 % 100.0 %
n=4 n=3 n=3
Asociada a otra bacteria 62.5 % 50.0 % 100.0 %
n=8 n=8 n=8
Asociada a dos bacterias 100.0 % 0.0 % 100.0 %
n=3 n=1 n=2

Tabla 4. Porcentaje de resistencia a los antibiéticos por tipo de cepa. AMP
(Ampicilina), CRO (Ceftriaxona), AMK (Amikacina).

5.5.1.2 CMI de decavanadatos

Para las 13 cepas de enterobacterias analizadas (12 cepas provenientes de
CIB’s y una cepa ATCC), los compuestos Metf, NavVO;, NH,VO;, MetfV,,, NaV,,
no inhibieron su crecimiento a las concentraciones probadas por lo que su CMI

se considerd mayor a 500 uM, y mayor a 200 uM para NH,V .

Para las 4 cepas de cocos Grampositivos en estudio (3 cepas provenientes de
CIB’s y una cepa ATCC), los compuestos Metf, NaVO; y NH,VO; no inhibieron
su crecimiento a una concentracion de 500 yM, por lo que también se considerd
su CMI mayor a 500 pM.

Los compuestos MetfV,,, NaV,, y NH,V,, no inhibieron el crecimiento de la cepa
clinica de S. aureus, sin embargo, para la cepa S. aureus ATCC 29213 se
observo inhibicién bacteriana con CMI de 125 uM para MetfV,,, 500 uM para
NaV,, y 200 uM para NH,V,,. Para las 2 cepas (100%) de Enterococcus sp., se
observé inhibicion con los compuestos asociados a V,,, para la cepa 1EcU se
obtuvo una CMI de 62.5 uM para MetfV,,, 125 uM para NaV,, y 100 uyM para
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NH,V,,. Para la cepa 1EcT, la CMI fue de 125 uyM para MetfV,,, 250 uM para
NaV,,y 200 pyM para NH,V, (tabla 5).

CMI (pM)
CEPAS
Metf NavO, | NH,VO, | MetfV,, | NaV,, NH,V,,

E.coli
ATCC 25922 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
1Es U > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
1 Es D KI > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
2 Es D KI > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
1EsDEn > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
2Es DEn > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200

_ > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200

1KIU > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
2KIU > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
1KID Es > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
2KIDEs > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200

1EnDEs > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200

2EnDEs > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200

S. aureus
ATCC 29213 > 500 > 500 > 500 125 500 200
> 500 > 500 > 500 > 500 > 500 >200
1EcU > 500 > 500 > 500 62.5 125 100

B o [ o0 [ o0 | 125 | w0 | 200

Tabla 8. CMI de decavanadatos. Los niumeros guinda indican que las bacterias no
fueron sensibles y los morados representan la inhibicién de crecimiento bacteriano de
los decavanadatos. Metf (Metformina), NaVO; (Metavanadato de sodio), NH,VO;
(Metavanadato de amonio), MetfV,, (Decavanadato de metforminio), NaV,,
(Decavanadato de sodio), NH,V,, (Decavanadato de amonio), Ec (Enterococcus), Sc
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(Staphylococcus), U (un microorganismo), D (dos microorganismos), T (Tres
microorganismos).

CAPITULO 6

6. Discusion de resultados

Para este estudio se analizaron 960 especimenes urinarios, de los cuales 40
(4.2%) presentaron CIB’s en el sedimento urinario. Utilizando la metodologia de
aislamiento (metodologia 4.3 de este documento) se realiz6é el aislamiento y

preservacion de la CIB.

Sin embargo, de los 40 aislamientos realizados, en 16 (40%) no se observo
crecimiento bacteriano, este resultado puede deberse a que, si bien
intracelularmente las bacterias se encuentran con un medio rico en nutrientes,
cuando la CIB se encuentra en estadio de alta reproduccion, los nutrientes se
ven agotados y por lo tanto para sobrevivir a este microambiente y ante el
estrés originado por la su aislamiento, las bacterias pueden entrar en un estado
conocido como “viable no cultivable” (VBNC, por sus siglas en inglés)’>®. Este
término se describié en 1982 en cepas de E. coliy Vibrio cholerae provenientes
de muestras marinas’’. Una célula VBNC se encuentra viva, pero ha perdido la
capacidad de crecer en medios de cultivo rutinarios™’®. Las caracteristicas que
la difieren de una célula no viable son: membrana integra, informacion genética
intacta, transcripcion y produccion continia de ARN mensajero (ARNm)’®. El
estado VBNC se puede presentar en bacterias Gramnegativas en las que se ha
observado el cambio morfolégico de bacilar a cocoide y en bacterias
Grampositivas, sin variabilidad morfolégica™. ElI numero de especies
bacterianas en que se ha descrito el estado VBNC varia desde 50 a 61, entre
estas encontramos a E. coli y especies de los géneros Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Enterococcus, Salmonella y Pseudomonas; agentes responsables

de ITU's™"%"8 E| estado VBNC puede ser reversible mediante su resucitacion,
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al remover el factor estresante y promover un ambiente rico en

nutrientes”>76.78.:80,

En la metodologia de aislamiento (método LINU 11/2016/b6) se puede generar
estrés osmaético y mecanico que pudieron repercutir en la viabilidad bacteriana.
Por lo que, en este estudio como técnica de resucitacion, estos factores
estresantes se compensaron mediante la liberacion de bacterias intracelulares
en caldo BHI (medio de cultivo rico en nutrientes) y su incubacion a 37°C por 30

minutos.

En este estudio E. coli fue el microorganismo que se aislé con mayor frecuencia
(47.1%, figura 12). UPEC ha sido reconocido como el principal agente etioldgico
en ITU’s complicadas y no complicadas*!***3818_En tracto urinario las bacterias
se enfrentan a un microambiente rico en nitrdgeno, pobre en nutrientes, alta
osmolaridad y con mayor respuesta inmune del hospedero®. Por esta razon,
para que la colonizacidn en uretra y vejiga sea exitosa, los uropatégenos deben
tener la capacidad de adaptarse a diferentes medios®. UPEC tiene la capacidad
de expresar factores de virulencia que le permiten invadir y colonizar el tracto
urinario eficazmente. La expresién de adhesinas evita su expulsion del lumen
durante la miccion y por otra parte, la expresién de adhesinas Fim H y pili P son
responsables de su internalizacion a células de urotelio. UPEC también libera
sideroforos para captacion de hierro y la liberacion de toxinas; HlyA y CNF que

ayudan a modular la respuesta inflamatoria®*®.

Por otro lado, también se logré el aislamiento de K. pneumoniae (29.4%),
Enterococcus sp. (5.9%), Enterobacter sp. (5.9%), S. maltophilia (5.9%), S.
aureus (2.9%) y P. rettgeri (2.9%) (Figura 12). Flores et al., describen que K.
pneumoniae y Enterococcus sp. ocupan el segundo y tercer lugar como agentes
responsables de ITU’s complicadas y en quinto lugar se encuentra a S. aureus,
seguido del hongo C. albicans*'. Al igual que UPEC, todos los uropatégenos

expresan adhesinas, toxinas, sideroforos, ureasa y genes de resistencia a los
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antibidticos, con la capacidad de formar biopeliculas, CIB’s y QIR como factores
de virulencia para una colonizacion exitosa®*. Para que una bacteria pueda
llegar a formar CIB’s, es indispensable la presencia de pili 1y FimH, estas
adhesinas han sido descritas en UPEC como modelo de estudio*'%® . Sin
embargo, enterobacterias como K. pneumonia, Enterobacter sp. y Citrobacter
sp forman CIB’s via FimH dependiente, por expresion de pili 18728, En el estudio
de CIB’s, Scott et al., lograron aislar a UPEC, K. pneumonia y Enterococcus
faecalis de orinas de pacientes con CIB’s, observadas en su sedimento urinario,
sin embargo, no les fue posible asegurar que las aisladas provenian del interior
de las células®®. En 2008 Rosen et al., confirmaron en modelos murinos
mediante inmunohistoquimica, que CIB’s colonizadas por K. pneumoniae tenian

la capacidad de expresar pili 1%°.

Por otra parte, en este estudio se obtuvieron 8 cultivos (33%) con crecimiento
de dos bacterias diferentes provenientes de la misma CIB, las asociaciones
encontradas fueron [E. coli - Enterobacter sp], [E. coli - K. pneumoniae] y [K.
pneumoniae - S. maltophilia]. También se obtuvo 1 cultivo con crecimiento de 3
microorganismos proveniente de la misma CIB, con la asociaciéon [E. coli -
Enterococcus sp. - S. aureus]. En la practica clinica el aislamiento de tres o mas
especies de microrganismos diferentes es considerado como contaminacién
uretral o vaginal en el proceso de toma de muestra, por lo que se solicita repetir
el urocultivo como protocolo de calidad®®3. A pesar de esto, recientemente se
ha resaltado la importancia de infecciones polimicrobianas. En 1994, Igra et al.,
realizaron estudios sobre interacciones polimicrobianas en ITU’s y su relevancia
en bacteremias, en el 32% de los casos se obtuvieron urocultivos
polimicrobianos de pacientes ambulatorios. Los organismos que pudieron
identificar fueron E. coli y especies de Proteus, Providencia, Klebsiella,
Enterobacter, Pseudomonas y Enterococcus®. Croxall et al., en 2011 también
realizaron estudios, en este caso con pacientes de la tercera edad y obtuvieron

200 urocultivos polimicrobianos con 2 a 5 agentes etioldgicos aislados, siendo
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E. coli y E. faecalis la mayor asociacion en el 36% de los casos; otras bacterias

encontradas fueron P. aeruginosa, Proteus sp. y S. aureus®.

Posteriormente en 2012 Kline et al., utilizando ratas como modelo de estudio,
demostraron el sinergismo entre Proteus sp. con otros uropatégenos como E.
coli, Staphylococcus saprophyticus y Providencia sp., encontrando también

sinergismo entre E. faecalis con P. aeruginosa®.

Cabe mencionar que de las 34 cepas obtenidas en 2 de ellas se identificé a S.
maltophilia en asociacion con Klebsiella sp. S. maltophilia es una bacteria
Gramnegativa aerdbica que es generalmente resistente a una variedad de
antibioticos, y que esta asociada principalmente a infecciones respiratorias®’.
Vartivarian et al., identificaron la presencia de S. maltophilia en ITU's de
pacientes inmunocomprometido®, posteriormente (2015) Kumar et al., aislaron
a S. maltophilia de un paciente hospitalizado con inmunocompromiso, el cual
fue tratado previamente con antibiéticos por una ITU causada por K.
pneumoniae®. Aunque no existe evidencia de que S. maltophilia tenga la
capacidad de formar CIB’s en tracto urinario, Pompilio et al., observaron su
adherencia e invasion celular en epitelio bronquial®®. Es por ello importante el
estudiar la presencia de S. maltophilia en el proceso de ITU, ya sea como

patdgeno principal o en sinergismo con otros uropatdgenos.

Del total de 34 cepas aisladas, 15 fueron seleccionadas para este trabajo con el
proposito de representar a los principales uropatdogenos. 12 cepas
representaron a los Gramnegativos (enterobacterias) y 3 a los cocos
Grampositivos. A las cepas de referencia E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
29213, y a las cepas en estudio se les realizé la CMI con antibiéticos indicados
para el tratamiento de ITU’s***". Las cepas ATCC se utilizaron como control de
calidad de metodologia, en los resultados la CMI obtenida de los antibidticos,
cumplieron con los rangos establecidos en las guias M-100, 5-A del CLSI?¥

(anexo 9.9). Posteriormente con las cepas provenientes de CIB’s, los resultados
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denotan que 13.3% fueron sensibles y 6.7% con sensibilidad intermedia a AMP.
50.0% sensibles y 25.0% con sensibilidad intermedia a CRO, 0 % sensibles y
0.0% con sensibilidad intermedia a AMK (Figura 14).

En cuanto a la resistencia antimicrobiana, 80.0% fueron resistentes a AMP,
25.0% a CRO y 100.0% a AMK (Figura 14). La exposicion continua a
antibidticos para el tratamiento de infecciones ha provocado cambios en los
microorganismos en formas que reducen o eliminan la efectividad del dicho
antibidtico, a este cambio se le ha descrito como resistencia antimicrobiana
(RAM)'101 | 5 crisis de RAM se ha atribuido a diferentes causas, entre los que
destacan el mal uso o el uso excesivo de ellos. En muchos paises los
antibidticos no estan regulados y se encuentran disponibles sin receta médica,
la falta de regulacién da como resultado antibi6ticos de facil acceso y aunando
la capacidad de comprarlos en linea, se facilita su uso excesivo’'. De acuerdo a
datos reportados por el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC
por sus siglas en inglés) hasta el 50% de todos los antibidticos recetados no
son necesarios 0 no son Optimamente efectivos segun lo prescrito'?. La
indicacion terapéutica, la eleccion del agente o la duracion del tratamiento llega
a ser incorrecta en un 30.0%-50.0% de los casos’’. El Sistema Mundial de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobiano (GLASS por sus siglas en
inglés), reportd que las bacterias resistentes mas frecuentes son E. coli, K.

pneumoniae, S. aureus, Streptococcus pneumoniae y Salmonella sp’.

Por otro lado existen diversos estudios que analizan el porcentaje de resistencia
de uropatdgenos a los antimicrobianos. De estos resultados se destaca que un
gran porcentaje de enterobacterias presentan alta resistencia a AMP
(36.0%-66.0%) y en el caso de CRO Y AMK se reportan bajos porcentajes de
resistencia (2.1%-15.6%)'%*"%. Para Enterococcus sp. se reportan porcentajes
de resistencia a AMP menores al 30% (18.4%-23.8%)'%.
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En este trabajo, los estudios de sensibilidad a los antibiéticos indican que las
cepas provenientes de cultivos con aislamiento de multiples de la misma CIB,
presentan mayor patron de resistencia, sobre todo si esta asociacion se da
entre Gramnegativo-Grampositivo, por lo que es importante determinar si la

cepa en estudio es de un mono o policultivo.

A las cepas obtenidas previamente, también se les determiné la CMI de los
compuestos Metf, NaVO,; y NH,VO; como compuestos control y al NaV,,

NH,V,, y MetfV,, como compuestos con probabilidad de accion antimicrobiana.

Si bien ya existen estudios de actividad antimicrobiana de decavanadatos, estos
se han realizado a pH neutro®*. De acuerdo a los estudios de Crans et al., los
compuestos de V sufren de especiacion dependiendo del pH del medio', esto
influye en la determinacién de la actividad antibacteriana. Por esta razén, en
este estudio se realizaron pruebas de sensibilidad microbiana a pH de 5.0, 6.0,
7.0 y 8.0 (metodologia 4.6). En los resultados se observa que a concentracion
50 uM y a pH de 5.0 y 6.0, el NH,V,, inhibe el crecimiento bacteriano; sin
embargo, a pH 7.0 y 8.0 no se observa inhibicion (Figura 13). De acuerdo con
los estudios de especiacion el V,, es estable a pH acido (2.0-6.0), pero a pH
mayor a 6.6 el ion se disocia y se forman otros oxovanadatos™. Por lo que al
realizar las pruebas de sensibilidad a pH 7.0 y 8.0, la concentracion de V,,
disminuye'. Tomando en cuenta la influencia del pH en la especiacion que
impide asegurar que V,, sea el responsable de la actividad antibacteriana, el
efecto antimicrobiano de los compuestos MetfV,,, NaV,, y NH,V,, la CMI se
determiné a pH de 5.0 y para Metf, NaVO,; y NH,VO; (compuestos control) se

realiz6 al pH natural del medio de cultivo (6.8 £ 0.2) (metodologia 4.7).

Durante el desarrollo de CMI para las 12 cepas de enterobacterias y la cepa E.
coli ATCC 25922, ninguno de los compuestos asociados a V,, y sus
compuestos control, inhibié el crecimiento bacteriano (tabla 5). El uso de

metales como agentes terapéuticos se encuentra constantemente en
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investigacion, entre ellos se encuentra principalmente V. El parecido estructural
del (VO,)* con el fosfato (PO,)*® le permite interactuar con enzimas
dependientes de fosfato lo que afecta al metabolismo bacteriano y lo que
conllevaria a su muerte’'”. En solucién existen una gran variedad de
especies de V, las cuales van a depender del numero de V y O presentes en la
molécula®™. También es posible encontrar diferencias en el efecto biologico
dependiendo de la especie administrada. Una de las especies mas estudiadas y
con efectos terapéuticos prometedores es el V,,. Chen et al., determinan la CMI
del compuesto formado por V,, y quitosan frente a cepas ATCC de E. coliy S.
aureus, en el que reportan una fuerte actividad antimicrobiana (12.5 ppm), a su
vez determindé la CMI con NH,V,, en el que también denotan actividad
moderada (50 ppm)*, estos resultados contrastan con lo obtenido en este
trabajo. La discrepancia en los resultados obtenidos por ambos grupos de
trabajo, puede deberse a una diferencia en la metodologia realizada, ya que en
el trabajo de Chen et al., se determiné la CMI en medio sélido (difusién en agar)
y nuestro grupo de trabajo en medio liquido (microdilucién), siguiendo el método

estandarizado por el CLSI (guia M-07).

Para las 3 cepas Grampositivas aisladas de CIB’s y la cepa S. aureus ATCC
29213, los compuestos control no inhibieron su crecimiento, sin embargo, los
tres compuestos asociados a V,, tuvieron la capacidad de inhibir el crecimiento
de la cepa S. aureus ATCC 29213 y las cepas de Enterococcus sp.; 1EcU y
1EcT (tabla 5).

En 2014, Sahani et al., determinaron la CMI de tubos de oxovanadio y no
observaron inhibicion en bacterias Gramnegativas®, sin embargo, reportaron
resultados satisfactorios con bacterias Grampositivas. Si bien no existe un
mecanismo de accion descrito por el cual el V tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano, Fukuda y Yamase probaron en 1997 diferentes
concentraciones de un compuesto asociado a V,, en S. pneumoniae y

observaron que cuando la concentraciéon es menor a su CMI, se presentaban
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células elongadas y cuando la concentracién fue mayor se presentaban células
hinchadas y lisadas. Estudios con rayos X de fluorescencia revelaron que tras
30 minutos de exposicion a V se presentaba un eflujo de potasio (K*). Estos
resultados implicaban que la actividad antimicrobiana se da en la membrana

celular donde se lleva a cabo el transporte de iones'®.

Pezza et al., (2002) demostraron la capacidad de V,, de inhibir MutS en E. coli y
P. aeuriginosa'®. La proteina MutS forma parte del sistema de reparacion del
ADN por desajuste (MMR, por sus siglas en inglés) MutS también esta presente
en bacterias Grampositivas. Esta proteina es la encargada de reconocer el error
post-replicacion iniciando el sistema MMR". En su estructura presenta una
zona ATPasa en la que se encuentra incorporado el motivo Walker A (secuencia
de aminoacidos especifico para el anclaje de fosfato)'”. Por ende, Pezza et al.,
propusieron que V,, mantiene interacciones cercanas al motivo Walker A (bucle
P), mas especificamente una vez formado el complejo [V,,-ADP-Mg-Proteina]
por lo cual el cambio ATP/ADP permanece bloqueado. De lo anterior, se puede
inferir que los tres compuestos asociado a V4, pudieran actuar de la misma
forma con ATPasas ABC (ATP-binding cassette) presentes en las cepas
estudiadas, donde la secuencia aminoacidica del bucle P es muy parecida a la
de MutS'®.

Las ATPasas ABC son proteinas transmembrana que fungen como
exportadoras o importadoras de solutos. En su estructura se caracterizan por
tener dos dominios transmembrana (TMD’s) y dos dominios citoplasmaticos de
unién a nucledtidos (NBD’s), en estos dominios se encuentran ubicados el
motivo Walker A, donde se unen e hidrolizan ATP™ "2 En el caso de las
bacterias se estima que V,, tenga el mismo efecto inhibidor en estas proteinas
como en MutS. Por otra parte, entre los importadores ABC se encuentra la
subfamilia ECF (energy-coupling factor), este tipo de transportadores se han
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caracterizado por su capacidad de transportar metales como niquel y cobalto'".

Esto nos permite inferir que puedieran fungir como proteina transportadora de V
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al citoplasma. A su vez, los transportadores ECF se encuentran con mayor
abundancia en bacterias Grampositivas y escasas en Gramnegativas', lo que

puede explicar la mejor susceptibilidad de estas a los decavanadatos.

Las bacterias Gramnegativas estan conformadas por una membrana interna,
una pared celular delgada y una membrana externa gruesa. En cambio, las
bacterias Grampositivas estan formadas por una membrana interna y una pared
celular gruesa. Esta pared esta constituida por acidos teicoicos, acidos
lipoteicoicos y mureina. La mureina es una red formada de pequefios péptidos y
uniones entre N-acetilglucosamina y N-acetiimureina (carbohidratos)"*"'®. En
1988, Tracy y Gresser observaron la capacidad de (VO,)? de formar esteres de
vandato aciclicos y ciclicos mediante su enlace con el grupo hidroxilo de
moléculas de seis miembros como los piranosidos y hexanodioles®.
Posteriormente en 2004, Ribeiro et al., observaron la capacidad de (VO,)* de
formar enlaces con derivados de glucosa'®. Estos estudios demuestran que es
posible que el V interactue con las hexosas presentes en la red de mureina de
la pared bacteriana, manteniéndolo mas cerca, lo que le permite efectuar mejor

su actividad antimicrobiana que en bacterias Gramnegativas.

Por otra parte, en nuestro estudio se probaron tres decavanadatos diferentes;
MetfV,,, NaV,, y AmV,,. En los resultados obtenidos se observé que MetfV,,,
presentd mejor actividad antimicrobiana que el cluster asociado a Na* y (NH,)"
(tabla 5). Los POM’s son inestables en soluciones acuosas y tienden a
convertirse en diferentes especies, sin embargo, estas estructuras pueden
estabilizarse por medio de diferentes estrategias, principalmente su

encapsulacion'’.

Es decir, mientras mas rodeado se encuentre un cluster,
mayor estabilidad tendra. Si bien el tipo de compuestos que le confieren
estabilidad a los POM’s son estructuras que forman micelas o compuestos

organicos'?. MetfV,, tiene seis moléculas de metformina que rodean por
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completo al V,, (Figura 9) confiriéendole mayor estabilidad que los iones Na* y

(NH,)*, lo cual puede explicar su mejor efecto inhibitorio en bacterias.
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CAPITULO 7

7.1 Conclusiones

El pH 5.0 y 6.0 es el idoneo para realizar pruebas de sensibilidad

microbiana de decavanadatos por microdilucion.

Las bacterias provenientes de CIB’s presentaron 73.3% de resistencia a
AMP, 53.8% a CRO y 15.4% a AMK.

Ninguno de los compuestos control (Metf, NaVO,; y NH,VO,) inhibieron el

crecimiento bacteriano.

MetfV,, no presentdé actividad antimicrobiana a una concentracién de
500uM, en la cepa de E. coli ATCC 25922, en la cepa de S. aureus (1ScT) y
bacterias Gramnegativas aisladas de CIB’s de orinas de pacientes con

bacteriuria.

MetfV,, presentd actividad antimicrobiana con CMI de 125 uM en la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 29213, 62.5 uM en 1EcU y 125 yM en 1EcT,

ambas cepas Enterococcus sp. aisladas de CIB’s.
La CMI obtenida de MetfV,, (62.5 pM, 125 uyM y >500 uM) en cepas
provenientes de CIB’s se encuentran por encima de la concentracion

maxima segura administrable de V en humanos (10 pM).

No se logré determinar la CMI de CitV,, por su insolubilidad en medio

acuoso.
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7.2 Perspectivas

e Determinar solventes adecuados para los compuestos insolubles en agua
como CitV,,, que mantenga la estabilidad de los decavanadatos y no afecte

el crecimiento bacteriano.

e Realizar estudios que permitan comprobar las especies de V presentes en

las diferentes fases del estudio.

e Asociar al V,, con otros farmacos que permitan reducir la CMI a

concentraciones adecuadas para su uso como antibiético.
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9. Anexos

9.1 Protocolo de aislamiento de CIB’s [LINU 2016]
1. Limpieza

1.1 Limpiar la superficie de trabajo con alcohol al 70%
1.2 Limpiar la superficie del microscopio y el Bioraptor con alcohol al 70%
1.3 Con la ayuda de mecheros generar un area de esterilidad para el
microscopio
2. Aislamiento de CIB
2.1Encendido del Bioraptor
2.1.1 Cambie el interruptor a modo encendido, el equipo encendera las
luces indicadoras del panel de control, verifique que el ventilador y las luces
funcionen correctamente
2.1.2. Verifique que el aparato se encuentra en la posicion HOME (inicio) las
luces indicadoras en los botones -X y -Y se encontraran encendidas
2.1.3 Cambie el interruptor Home/Go a la posicion Go
2.2 Operacion
2.2.1 Deposito del espécimen
- Tomar una punta estéril y colocarla en la micropipeta semiautomatica de 5 pL
- Tomar 5 uL. del sedimento (sin tefiir) y colocarlo en un portaobjeto estéril
- Colocar una punta estéril en la micropipeta semiautomatica de 10 uL, tomar 10
ML de caldo BHI, mezclarlo con los 5 pL del sedimento
- Homogenizar con la micropipeta semiautomatica
- Colocar el portaobjetos con la mezcla en la platina del microscopio y enfocar
con el objetivo de menor aumento (10X) e identificar las CIB
2.2.2 Colocar la micropipeta (0-3 pL) en el adaptador para micropipeta
2.2.3 Acercar el brazo portapipeta a la platina con la perilla de ajuste Z,

regular a una altura de 0.5 cm por encima de la platina
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2.2.4 Colocar la punta de la micropipeta a 3 mm de la mezcla del
espécimen y con la perilla de ajuste del angulo de micropipeta toque
el portaobjetos

2.2.5 Con los botones de desplazamiento (X,Y) localizar en el campo de
observacion la micropipeta e identificar la CIB
2.3 Regular la velocidad de avance durante el acercamiento a la CIB
utilizando la palanca de ajuste de velocidad, cuando se encuentre la
micropipeta a 5 micras de la CIB detener el desplazamiento
2.4 Posicionar la perilla de velocidad de flujo al 50% y con ayuda del botén IN
succionar la CIB
2.5 Bajar la platina del microscopio y mover el portaobjetos hacia la derecha
para realizar un lavado de la célula
2.6 Colocar con una punta estéril 10 yL de caldo BHI y posicionar en la platina
del microscopio
2.7 Subir la platina y acercar el brazo portapipeta a la platina, con la perilla de
ajuste Z regular a una altura de 0.5 cm por encima de la platina
2.8 Colocar la punta de la micropipeta a 3 mm de los 10 yL de caldo BHI y con
la perilla de ajuste del angulo de micropipeta toque el portaobjetos
2.9Con los botones de desplazamiento (X,Y) localizar en el campo de
observacion la micropipeta y con ayuda del boton OUT expulse el
contenido de la micropipeta
2.10 Para realizar mayor aislamiento repita desde el paso 3 al 12. Dejar de
aislar hasta que se observe la CIB sin bacterias planctonicas
3. Siembra de la CIB
3.1En el ultimo aislamiento dejar la CIB en la micropipeta y depositar el
contenido en un tubo eppendorf estéril con 200 pL de caldo BHI
3.2Incubar a 37 °C durante 15 minutos
3.3Someter la muestra a vortex por 30 segundos a 45 Hz para provocar la

lisis celular, liberando las bacterias en el medio
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3.4Incubar a 37 °C durante 15 minutos

3.5Depositar los 200 pL de caldo BHI en la superficie de una placa
CHROMagar orientacion, realizando un extendido con \varilla
homogéneamente e incubar a 37 °C por 18 a 24 horas

3.6 Interpretar contando el numero de colonias observadas
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9.2 Identificacion de bacterias en CHROMagar orientaciéon

BBL™ CHROMagar™ Orientation Gram Positives
and Gram Negatives in Living Color

No. (%) of Description of pigment
Total no. isolates with and/or morphology of
Organism of isolates  described color  colonies
Escherichia coli 429 425 (99) pink
4(1) beige
Enterococcus spp. 213 213 (100) blue or turquoise, small
Staphylococcus saprophyticus 6 6 (100) pink opague
Streptococcus agalactiae 36 36 (100) light blue, pin-like
Citrobacter spp. 16 14 (87.5) metallic blue with or without pink halo
B 2(22.5) pink
Enterobacter spp. 17 17 (100) metallic blue with or without pink halo
Klebsiella 96 96 (100) metallic blue with or without pink halo
Morganella morganii 7 7 (100) colorless to beige with brown halo
Proteus mirabilis 61 61 (100) beige with brown halo
Proteus vulgaris 5 3 (60) beige with brown halo
- 2 (40) blue-green with brown halo
. Providencia spp. 16 16 (100) beige with brown halo
' Acinetobacter spp. 2 2 (100) beige
Candida spp. 31 31 (100) white, creamy, convex
Hafnia alvei 3 2 (66.7) beige
1(33.3) pink with blue halo
) Pseudomonas spp. 57 53 (93) transparent. yellow to green serrated edge, diffused
4(7) beige with or without green halo
- Salmonella spp. 1 1 (100) beige
» Serratia marcescens 6 6 (100) blue-green
: Staphylococcus spp. 19 19 (100) golden opaque, white, pink
S. saprophyticus on E. colion
CHROMagar CHROMagar

Enterococci on grp. B. streptococci on
CHROM ‘o
agar CHROMagar




9.3 Pruebas bioquimicas para la identificacion de enterobacterias

Med|9 de Indicador Prueba Interpretacion
cultivo
Fermentacion P: Vire del fondo a amarillo
de glucosa N: Permanece fondo rojo
TSI Utilizacién P: Vire de la punta a amarillo
Rojo fenol de lactosa N: Permanece punta roja
hierro triple
azucar Produccién de | P+ Ennegrecimiento del medio
SH, N: Ausencia ennegrecimiento
Produccion de | Formacién de burbujas o desprendimiento
gas del agar de las paredes del tubo
Descarboxilacion P: Se mantienen punta y fondo violeta
de lisina N: Mantiene punta violeta y vire del fondo
a amarillo
LIA . o P: Vi di ;
Purpura de | Desaminacién de |- VIre medio arojo
lisina hierro bromocresol lisina N: Ausencia de color rojo
Produccion de | P: Ennegrecimiento del medio
SH, N: Ausencia ennegrecimiento
P: Enturbiamiento del medio
Movilidad
N: Crecimiento en la zona de picadura
MIO
ovilidad Purpura de Produccion P: Anillo rojo
indol bromocresol de Indol N: Anillo amarillo
ornitina
Descarboxilacion | P Permanece medio violeta
de ornitina N: Vire del medio a amarillo
i< P: Vire del medio a rosa
Christensen Rojo fenol F;roducmon
€ ureasa N: Mantiene medio amarillo
P: Crecimiento en punta y vire del medio a
Citrato Azul de Utilizacion azul
Simmons bromotimol de citrato N: Sin crecimiento en punta y mantiene

medio verde

Pruebas bioquimicas para la identificacion de enterobacterias. SH, (Acido sulfhidrico), P
(Positivo), N (Negativo).

Koneman, E. W., & Allen, S. (2008). Koneman. Diagnostico Microbiologico/Microbiological diagnosis: Texto
Y Atlas En Color/Text and Color Atlas. Ed. Médica Panamericana.
Prats, G. (2006). Microbiologia clinica. Ed. Médica Panamericana.
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Fundamento TSI
Degradacion de azucares

La fermentacion de glucosa acidifica la base provocando vire del medio a
amarillo, la punta es neutralizadas por las peptonas presentes en el medio,
manteniendo su color rojo. Sin embargo, cuando hay utilizacién de lactosa la
acidificaciéon es diez veces mayor y por lo tanto no hay neutralizacion,

provocando el vire del medio por completo a amairillo.
Produccion de SH,

El medio detecta la produccién de SH, por la reduccién de tiosulfato, ya que se
combina con el citrato amonico férrico de medio para dar lugar a un precipitado

negro.
Fundamento LIA
Descarboxilacion y desaminacion de lisina

La fermentacion de glucosa produce catabolitos acidos, por lo que la base vira a
amarillo. Si la lisina se descarboxila produce catabolitos alcalinos (cadaverina)
que neutralizan el medio). La desaminacion alcaliniza con mayor intensidad y el

medio vira a rojo.

Produccion de SH,

Misma que la descrita para TSI
Fundamento MIO

Descarboxilacion de ornitina
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Utiliza el azucar del medio acidificandolo y por lo tanto el medio vira a amarillo.
La descarboxilacion de ornitina alcaliniza el medio compensando la acidez, por

lo que el medio no vira de color.
Movilidad

Al ser un medio semisodlido permite que las bacterias méviles se dispersen por
todo el medio, lo que se refleja por la turbidez del medio. Cuando las bacterias

son inmoviles, no difunden, por lo que solo crecen en la zona de inoculacion.
Indol

El indol, un bencilpirrol, es uno de los productos de degradaciéon metabdlica del
aminoacido triptéfano. Las bacterias que tienen la enzima triptofanasa son
capaces de hidrolizar y desaminar el triptéfano, con produccion de indol, acido

pirdvico y amoniaco.

La prueba de indol se basa en la formacién de un complejo de color rojo cuando
el indol reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido. Este

es el producto quimico activo de los reactivos de Kovac y de Ehrlich.
Fundamento Christensen
Ureasa

La urea es una diamida del acido carbdnico. Todas las amidas se hidrolizan
facilmente, con la liberacion de amoniaco y didxido de carbono. La ureasa es
una enzima que tienen muchas especies de microorganismos que pueden
hidrolizar la urea. EI amoniaco reaccion en solucion para formar carbonato de
amonio, lo que produce alcalinizacion y aumento del pH del medio, por lo que

hay vira a rosa.

Fundamento Citrato Simmons
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Utilizacion de citrato

La unica fuente de carbono de este medio es el citrato sddico, compuesto
organico simple que se encuentra como uno de los metabolitos del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs). Algunas bacterias pueden obtener
energia mediante la fermentacién de hidratos de carbono, con el citrato como
unica fuente de carbono. La utilizacion de sustrato se detecta en el medio por la
produccion de subproductos alcalinos. El medio contiene citrato de sodio como
unica fuente de carbono y fosfato de amonio como unica fuente de nitrégeno.
Las bacterias que pueden utilizar el citrato también pueden extraer nitrégeno de
la sal de amonio, con produccidn de amoniaco, lo que produce la alcalinizacién

del medio por conversion a hidréxido de amonio.
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9.4 Tincion de Gram

Fundamento

La tincidn de Gram diferencia las bacterias en dos variedades fundamentales de
células. Se dice que las bacterias que conservan la tincién de cristal violeta
inicial (purpura) son Grampositivas, mientras que las que se decoloran y se
tinen de rojo con fucsina de carbol (o safranina) se dice que son
Gramnegativas. Esta respuesta de tincion se basa en la composicién quimica y
estructural de las paredes celulares de ambas variedades de bacterias. Los
Grampositivos tienen una pared gruesa y relativamente impermeable que
resiste la decoloracidon y esta compuesta de peptidoglicano y polimeros
secundarios. Los Gramnegativos tienen una delgada capa de peptidoglicano
mas una bicapa lipidica superpuesta conocida como membrana externa, que

puede romperse por la decoloracion.
Procedimiento
1. Realizar un frote bacteriano

1 Tomar una pequena cantidad bacteriana de una sola colonia aislada
proveniente de un cultivo puro y colocarla en un portaobjetos con agua
destilada.

2 Homogeneizar la muestra con el asa previamente usada.

3 Realizar un extendido de la mezcla con el asa en uso.

4 Dejar secar la muestra.

5 Fije el material al portaobjetos pasandolo tres o cuatro veces a través de la

llama de un mechero de bunsen.
2 Realizacion de Tincion de Gram

1 Coloque el frote en un soporte para tinciéon y recubra la superficie con una

solucion de violeta de genciana durante un minuto y lave con agua destilada.
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2 Cubra el frote con una solucién yodada durante un minuto, nuevamente lavar
con agua.

3 Impregne la superficie con unas gotas de alcohol-acetona por unos 10
segundo o menos dependiendo del grosor del frote y lave agua corriente.

4 Cubra la superficie con safranina durante un minuto. Lave agua corriente.

5 Coloque el frote en posicion vertical en el soporte para tincion para permitir

que el exceso de agua drene y el frote se seque.
3 Lectura

Examine el frote tenido con el objetivo de inmersiéon (100X) de un microscopio

Optico en campo claro.
Interpretaciéon

Las bacterias Grampositivas se tifien de azul-morado, las Gramnegativas

aparecen de color rosa-rojo.

Beveridge, T. J. (2001). Use of the Gram stain in microbiology. Biotechnic & Histochemistry, 76(3), 111-118.
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Koneman, E. W., & Allen, S. (2008). Koneman. Diagnostico Microbiologico/Microbiological diagnosis: Texto
Y Atlas En Color/Text and Color Atlas. Ed. Médica Panamericana.
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9.5 Identificacidon bacteriana en Medio MacConkey
Morfologia colonial

| Organismos Resultados del crecimiento

E. coli Colonias de color de rosa a rojo (pueden estar rodeadas de una
zona con precipitacion de bilis)

Enterobacter, Klebsiella | Colonias mucoides de color rosa

Proteus Colonias incoloras, inhibicién de agrupamiento dinamico alrededor
de colonias aisladas*

Salmonella, Shigella Colonias incoloras. Color del medio: Anaranjado a ambar

Pseudomonas Colonias irregulares, de incoloras a color rosa

Fermentacion de lactosa
1. Fundamento

El medio MacConkey contiene rojo neutro como indicador el cual se distingue
de tono amarillo cuando el pH es neutro mientras que a pH acido se aprecia de

color rosa-rojo.
2 Interpretacion

1 Bacterias capaces de metabolizar la lactosa como E. coli acidifican el medio
(por la produccion de acidos mixtos) desarrollando colonias rosas-rojas.

2 Bacterias como Salmonella sp que no son capaces de fermentar la lactosa,
dan como resultado colonias incoloras (tono del medio) o de apariencia

amarilla.
Precipitacion de sales biliares

Las bacterias productoras de acidos fuertes, como E. coli, forman colonias
rojo-rosa intenso con un precipitado rosado difuso en el agar que rodea las
colonias causado por la precipitacion de sales biliares en el medio, el cual

ocurre con un pH bajo.

Foundations in Microbiology' 2007 Ed.(sixth Edition)2007 Edition

Koneman, E. W., & Allen, S. (2008). Koneman. Diagnostico Microbiologico/Microbiological diagnosis: Texto
Y Atlas En Color/Text and Color Atlas. Ed. Médica Panamericana.
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9.6 Prueba de catalasa

Fundamento

El H,0O, se forma como uno de los productos finales del metabolismo aerobio de
los hidratos de carbono. Si se permite que se acumule resulta letal para las
células bacterianas. La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de

hidrogeno (H,0,) en agua y O segun la siguiente reaccion:
2H,0, — 2H,0 + O, (burbujas de gas)
Procedimiento

1. Con un asa bacterioldgica, transferir parte del centro de una colonia en
estudio a la superficie de un portaobjetos.
2. Anadir 10 uL de peroéxido de hidrégeno (H,0,).

3. Observar la formacién de burbujas.
Interpretacién

1. La aparicion inmediata de efervescencia constituye una reaccidon positiva
para catalasa.
2. La formacién de unas pocas y pequefas burbujas después de 20 o 30

segundos se considera una reaccion negativa.

Koneman, E. W., & Allen, S. (2008). Koneman. Diagnostico Microbiologico/Microbiological diagnosis: Texto
Y Atlas En Color/Text and Color Atlas. Ed. Médica Panamericana.
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9.7 Espectros infrarrojo de MetfV,, y CitV,,.
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Espectro IR, CitV,, y MetfV,,. (Tomada de Sanchez-Lara et al.)

Sanchez-Lara, E., Trevifio, S., Sanchez Gaytan, B. L.,

Sanchez-Mora,

E.

Castro,

M. E,

Meléndez-Bustamante, F. J., & Gonzalez-Vergara, E. (2018). Decavanadate Salts of Cytosine and
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Metformin: A Combined Experimental-Theoretical Study of Potential Metallodrugs Against Diabetes and

Cancer. Frontiers in chemistry, 6, 402.
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9.8 Criterios de calidad para la determinacion de CMI en E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 29213/ Criterios de sensibilidad y resistencia en
Enterobacterias, Staphylococcus sp. y Enterococcus sp.

CEPA Ampicilina | Ceftriaxona | Amikacina
pg/mL Mg/mL Mg/mL
E. coli ATCC 25922 28 0.03—0.12 05—4
S. aureus ATCC 29213 05—2 1.0—8.0 1.0—4.0

Criterios de calidad para la determinacion de CMI (ug/ml) en E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 29213. (Valores tomados de las guias CLSI, M-100,

Tabla 5A).
Ampicilina Ceftriaxona Amikacina
Microorganismo pg/mL pg/mL Hg/mL
S Si R S |SI| R S |SI| R
Enterobacteriaceae <8 (13 232 [s1 | 2|24 (<16|32(=64
Syaphylococcus sp. | <012 |— | =2025| — [— | — [=£16|32(=64
Enterococcus sp. <8 [—]| =216 - | =] = - =] -

Criterios para determinar sensibilidad y resistencia por CMI ((pg/ml). — (Sin
datos de referencia), S (sensible), Sl (sensibilidad intermedia), R (resistente).
(Valores tomados de las guias CLSI, M-100, Tabla 2A, 2C y 2D).

Wayne, P. A. (2010). Clinical and Laboratory Standards Institute: Performance standards for

antimicrobial susceptibility testing: 20th informational supplement. CLSI document M100-S20
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https://www.google.com/search?safe=active&rlz=1C1CHZL_esMX780MX781&q=enterobacteriaceae&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjs6NOg1-HgAhUJiqwKHfioBDkQkeECCCooAA

9.9 Concentraciones de antibiéticos en pg/ml y su equivalencia en pM.

Concentraciones de Antibioticos

Hg/ml uM
Ampicilina Ceftriaxona Amikacina
0.1 0.1 0.1 0.1
0.2 0.2 0.22 0.2
0.5 0.4 0.45 0.4
1 0.7 0.9 0.8
2 1.4 1.8 1.7
4 2.9 3.6 3.4
8 5.8 7.2 6.8
16 11.5 14.4 13.7
32 22.9 28.8 27.4
64 45.8 57.6 54.7
128 91.5 115.2 109.4
256 183 230.4 218.9
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