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.  RESUMEN

Objetivo: Evaluar la prueba del Acido Glutdmico Descarboxilasa (GAD) modificado

para la rapida identificacién de Escherichia coli aisladas de urocultivos.

Métodos: Se procesé un total de 257 aislamientos bacterianos a partir de urocultivos
procedentes del laboratorio de microbiologia del Hospital San Bartolomé. Como
controles internos, también se evaluaron aislamientos de diferentes muestras
clinicas y cepas ATCC. Para obtener la sensibilidad, especificidad y la exactitud de la
prueba GAD modificado, se utilizé la identificacién bioquimica convencional como

prueba Gold Standard.

Resultados: Todas las Escherichia coli mostraron una reaccién positiva a la prueba
GAD modificado, incluyendo aislados lactosa negativa, dando una sensibilidad del
100%. Otras enterobacterias, que incluyeron a Salmonella grupo C, Morganella
morganii, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes y Proteus vulgaris, dieron
un resultado negativo a la prueba GAD modificado, aln cuando fueron incubadas por
un tiempo adicional de 24 horas, dando una especificidad del 100%. Sin embargo, la
prueba GAD modificado presentd reaccidén positiva con aislamientos de Shigella

flexneri (2) y Shigella sonnei (2).

Conclusiones: La prueba GAD modificado permite identificar a Escherichia coli a
partir de aislamientos de urocultivos con alta sensibilidad, especificidad y exactitud, y

puede ser utilizado en cualquier laboratorio por su rapidez y su bajo costo.

Palabras clave: Escherichia coli; GAD modificado; Glutamato Monosédico; Urocultivo.



ABSTRACT

Objetive: To evaluate the Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) modified Test for rapid
identification of Escherichia coli from urine cultures.

Methods: A total of 257 bacterial isolates from urocultures were tested. As controls,
bacterial isolates from other clinical samples and ATCC strains were also tested. In
order to determinate the sensibility, specificity and the exactitude of the GAD test,
the conventional biochemical identification for enterobacteria were used as Gold
Standard.

Results: All isolated strains of Escherichia coli were positive by the modified GAD test,
even the lactose-negative E. coli strains, giving a sensitivity of 100%. Other
enterobacteria strains were negative by the modified GAD, even when the period of
incubation was 24 hours, giving a specificity of 100%. However, Shigella flexneri and
Shigella sonnei strains showed positive results when it was assayed on the modified
GAD test.

Conclusion: The modified GAD test can identify correctly any isolate of E. coli from
urocultures with a high sensitivity and specificity, and is suitable for carrying out in

any laboratory.

Keywords: Escherichia coli; modified GAD test; Monosodium Glutamate; Urine

culture.



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El perineo es el drea del cuerpo humano que se encuentra comprendido entre el
ano y la region urogenital, la cual es frecuentemente colonizada por bacterias del
tracto gastrointestinal. Sin embargo, estas bacterias pueden alcanzar la vejiga
causando infecciones urinarias, un hecho que se reporta mayormente en mujeres
(1,2, 3).

La infeccion del tracto urinario (ITU) es el conjunto de procesos clinicos vy
patoldgicos que se producen en area del tracto urinario por causa de la presencia
de microorganismos, generalmente bacterias (4). Las ITU no complicadas son
responsables de un gasto estimado de 1 a 2 billones de ddlares anuales en costos
en cuidados de la salud anualmente (5). El 95% de las ITU no complicadas suelen
ser producidas por alguna enterobacteria (2, 4, 5, 6, 7, 8). De todas ellas, la
Escherichia coli es considerada como la responsable del 70% al 91% de las ITU. Sin
embargo, otras bacterias gram negativas como Klebsiella sp, Proteus mirabilis,
Enterobacter sp y Pseudomonas sp. y bacterias gram positivas como Enterococcus
faecalis, Staphylococcus saprophyticus han sido identificadas como agentes
etioldgicos de ITU(4). Las ITU causadas por Escherichia coli pueden complicarse y
generar sepsis causando un estimado de 40,000 muertes cada afio en los Estados
Unidos (EEUU) (5).

El diagndstico microbioldgico de la ITU se basa en el cultivo de orina, conteo de las
colonias bacterianas, el examen microscépico y la sintomatologia (4). Se han
propuesto varios algoritmos a seguir para el diagndstico de la ITU (9). Para
identificar el microorganismo que produce la ITU, se evalla la fermentacién de
lactosa y se puede realizar la prueba répida de spot indol, que al dar positivo indica
qgue el germen mas probable es Escherichia coli (10). Sin embargo, para confirmar
la sospecha se debe realizar la identificacidon una bateria completa de bioquimica
de la enterobacteria (7, 9, 10, 11, 12).

En los dltimos anos se han desarrollado métodos rdpidos, sensibles y especificos
para el diagndstico de Escherichia coli (13). Entre ellos se tiene la deteccién
enzimatica de la B-glucoronidasa (GUD) impregnada en discos, con una eficiencia

del 94% (14). Un método fluorogénico para evaluar la actividad B-glucoronidasa
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usando como sustrato el Metilumbelliferil-D-Glucurénido (MUG) mostré buena
especificidad con una eficiencia del 96%, sin embargo se necesita un lector
especial (15). Iritani B y colaboradores desarrollaron otro método donde se utiliza
la reaccién en tubo IGG (indol, B-galactosidasa y B-glucorinidasa) que en 1 hora se
evalla la actividad de Escherichia coli sobre estos sustratos, mostrando un 95% de
correcta identificacidn, sin embargo no era aplicable en colonias aisladas en Agar
MacConkey (16). En 1989, Thaller y colaboradores disefiaron el T-mod, para la
identificacion presuntiva de Enterobacteriaceae en urocultivo, integrando
fermentacién de adonitol, fenilalanina desaminasa, B-glucoronidasa, mostrando
una identificacion del 100% para Escherichia coli (17). En el afio 1993 se evalué la
utilidad del L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR), en forma de tiras reactivas,
mostrando un 100% de negatividad para Escherichia coli (18, 19). Incluso en 1994,
Trepeta y colaboradores agregaron Metilumbelliferil-D-Glucurénido para evaluar
la actividad B-glucoronidasa en el Agar MacConkey (20). En el 2000, York vy
colaboradores publicaron un algoritmo para la validacion de los test rapidos para
Escherichia coli, evaluando la beta hemdlisis, reaccidn a la lactosa, la prueba del
PYR y la prueba con MUG, buscando identificar este germen en el menor tiempo y
al menor costo (21).

Otra manera de confirmar la presencia de este microorganismo es mediante el uso
de técnicas de PCR usando como blanco el gen uidA que codifica a la enzima GUD,
siendo mas sensible que el método fenotipico (6). Sin embargo estudios han
mostrado que especies de Shigella sp, Escherichia fergusonii y Escherichia vulneris
pueden dar resultados positivos por métodos genotipicos al GUD (22). Por otro
lado, existe una enzima llamada Acido Glutdmico Descarboxilasa (GAD), cuya
expresiéon se encuentra en Escherichia coli, siendo calificada por algunos
investigadores como la mds especifica para este germen, aunque también suele
expresarse en especies de Shigella sp (22, 23, 24).

Fiedler y Reiske en 1990, describieron un método rdpido para la deteccion de la
enzima GAD, usando soluciéon hipertdnica de cloruro de sodio y Tritédn X-100 como
agentes liticos, posibilitando la liberacién de la enzima y su deteccién en 4 horas
(13).

En nuestro medio, no se ha reportado sobre alglin procedimiento similar para la
identificacion rapida de Escherichia coli. Probablemente, esto puede deberse a las
limitaciones econdémicas para adquirir el aminoacido L-Acido Glutdmico
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guimicamente puro. Sin embargo, la posibilidad del uso del Glutamato
monosddico, un producto alimenticio de la marca comercial (glutamato
monosaédico al 99%) originaria una alternativa econémica para el desarrollo de la

prueba GAD modificado.

Marco Teérico

Escherichia coli es una bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
bacilo gram negativo, en su mayoria mavil, anaerobio facultativo, normalmente
inofensivo, que comprende parte de la flora normal intestinal humana y otros
animales de sangre caliente (1, 7, 11, 25). Puede colonizar el tracto intestinal sin
efectos adversos en el huésped o pudiendo ocasionar efectos adversos e incluso
enfermedades crdnicas (25).

Esta bacteria puede ser clasificado en tres grupos: Comensal, la cual coexiste con
el huésped sin causar enfermedad, Escherichia coli patégenica intestinal
(diarreogénica) y la Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC). Esta ultima
clasificacidn fue propuesta en el afio 2000 para aislamientos capaces de producir
infeccion fuera del tracto intestinal, incluyendo a la Escherichia coli Uropatogénica
(UPEC) (1, 25). Las cepas de UPEC son aisladas al menos en el 80% de todas las ITU
adquiridas en la comunidad (25).

La fisiopatologia de las ITU tiene inicio en la colonizaciéon del microorganismo en el
introito vaginal y la regidn periuretral (mujeres) y en el prepucio (varones); estos
microorganismos pueden alcanzar la vejiga por via ascendente pudiendo generar
la colonizaciéon vesical, adhiriéndose al epitelio, reproduciéndose y eliminandose
por la orina. Sino produce lesién estamos ante una colonizacién asintomatica,
cuando el germen produce lesidn en el epitelio, aparece la sintomatologia,
generandose infeccién (4, 6, 7, 11).

No todas las bacterias de la flora intestinal tienen la misma capacidad de producir
ITU, sélo aquellas con una serie de factores de virulencia que le confieren la
propiedad de adherirse al uroepitelio (4, 6, 7, 11, 26). En la génesis de la ITU, es
casi indispensable que la bacteria posea la capacidad de adhesidn, requiriendo
para ello la produccion de adhesinas peptidicas (4, 26). Estas adhesinas se
encuentran en estructuras largas llamadas pilis o fimbrias, genéticamente

determinadas, que se unen a determinados receptores del uroepitelio; las mas
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estudiadas son Fimbrias tipo 1 y Fimbrias tipo P. Las fimbrias P reconocen
receptores formados por glicoesfingolipidicos, que se encuentran en las vias
urinarias altas y también en individuos con el antigeno sanguineo P, esto hace
susceptibles a estos individuos a sufrir pielonefritis aguda. La colonizacidon con
bacterias con fimbrias tipo 1, clinicamente presentan cistitis no complicadas (4,
26). Las aerobactinas son otro mecanismo de virulencia, la cual le confiere
capacidad de captar hierro, existiendo una relacion entre estas y las fimbrias P (4).
Un prototipo de UPEC, denominada CFT073, fue aislada de un paciente con
pielonefritis y luego ha sido totalmente secuenciada. Esta y otras cepas
uropatogénicas presentan una serie de factores de virulencia, tales como: el Pili
(tipo 1, P, Sy F1C), toxinas (hemolisina [hly]), el factor citotoxico necrotizante [cnf],
toxina vacuolizante [vat], sistemas de adquisicion de hierro (enterobactina [ent]),
aerobactina [iuc], etc. (25). La prevalencia de factores de virulencia varia entre
diferentes cepas de UPEC. (25, 26, 27, 28).

La Escherichia coli coloniza el epitelio del tracto gastrointestinal a las pocas horas
de vida, para generar una relacion de mutualismo entre el microorganismo vy el
hospedero. Para colonizar, la bacteria requiere el uso de la enzima Acido
Glutdmico Descarboxilasa para sobrevivir al pH bajo a través del paso por el
estdmago después de su ingestion (29, 30, 31, 32). Bajo condiciones fisioldgicas, el
pH del estémago humano posee un valor promedio de 2. Estudios detallados sobre
la resistencia al acido de este microorganismo expone tres sistemas (30, 31, 32,
33). La primera es un sistema represado de glucosa codificado por el gen rpoS. Las
otras dos son inducidas por presencia de glucosa, un sistema requiere de Acido
Glutamico para su descarboxilacion y estd codificado por el gen gadAB; el otro
sistema codificada por el gen adiA, requiere Arginina para su descarboxilacion (30).
La enzima Acido Glutdmico Decarboxilasa (GAD) ha sido descrita en Escherichia coli
y esta codificada por dos genes virtualmente idénticos gadA y gadB, que codifican
dos enzimas bioquimicamente indistinguibles (22, 23, 24, 34). También este gen ha
sido reportada en gram positivos como Listeria monocytogenes (34). El GAD
cataliza la descarboxilacién irreversible de Acido Glutdmico produciendo &cido y-
aminobutirico (GABA) vy didxido de carbono (13, 35, 30, 34). Esta descarboxilacién
sucede en el citoplasma manteniéndolo neutro y se exporta el acido y-

aminobutirico hacia el exterior en intercambio por otro sustrato, este proceso es
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catalizado por el sistema GadC, que sirve como un antiporter al GABA (29, 30, 34,
36). Siendo este sistema el mas potente para la resistencia al acido (32, 34).

Una prueba de ello es que los cultivos que se encuentran en fase estacionaria se
mantienen viables por muchas horas aun en condiciones extremas de acidez pH 2
a 3 (30, 31, 34, 36). Recientes estudios en condiciones de estrés sugiere que la
adquisicion de la isla gendmica, (Elemento gendmico transferidos
horizontalmente), llamada en ingles Acid Fitness island (AFI) fue la etapa inicial
para su evolucion como microorganismo entérico; ahora el germen alcanza estos
genes por duplicacién y no por transferencia horizontal debido a que estos genes
no se encuentran en otras especies relacionadas (29).

En el estudio realizado por De Biase y colaboradores (1999), en Escherichia coli
entéricas comensales y patdgenas ha identificado las estructuras GadA y GadB
constituyentes del sistema GAD (36). Por ende la retencidén de esta enzima es
importante para la sobrevivencia de esta bacteria, representando un estable
detector, no correlacionando necesariamente con la presencia de marcadores de
virulencia especificos (23).

La determinacién fenotipica del GAD descrita por Fiedler y Reiske en 1990 vy
aplicada por Rice y colaboradores en 1993, y Tsoraeva y colaboradores en 2005;
comprende un método rapido para la deteccidon de esta enzima utilizando un
medio hipertdonico como cloruro de sodio al 9% y Triton X-100 que sirven como
agentes lisantes, posibilitando que la liberacion de la enzima GAD y que la reaccién
se dé en un tiempo promedio de 4 horas (13, 35). Otros estudios como el
realizado por Fiedler y Reiske utilizan la solucion hiperténica de cloruro de sodio
por tolueno para la liberacién de la enzima. Sin embargo el uso de cloruro de sodio
se ha establecido desde su uso en gram positivos (35, 37). En experimentos
preliminares realizados por Rice y colaboradores (1993), donde se incorpora EDTA,
no lograron incrementar la sensibilidad (35).

La presencia fenotipica de la enzima GAD ha sido reportada en Escherichia coli, con
un rango de especificidad que oscilan de 95% a 99% (13, 22, 35). En un estudio
realizado por Grant y colaboradores (2001), se encontrd estos genes en cepas de
Escherichia coli patogénicas y en fenotipos atipicos. La expresidon genética del GAD
estd relacionado en el trabajo original de Rice y colaboradores (1993) donde el
ensayo fenotipico de esta enzima demostré un 95% de especificidad para
Escherichia coli (23). No obstante en el estudio realizado por McDaniels y
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colaboradores (1996); usando ambos métodos (genotipico y fenotipico) detectd la
enzima en 96.8% de un grupo de aislados de esta bacteria y el gen gadAB en todas,
incluyendo los grupos patogénicos relacionados al consumo de carne (22, 23).

Ademas, en el estudio realizado por McDaniels y colaboradores (1996) se encontrd
que otras bacterias tales como Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae,
Enterobacter intermedius, Flavobacterium spp, Hafnia alvei, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella arizonae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Yersinia
enterocolitica y Vibrio cholerae dieron un resultado negativo a la prueba
genotipica y fenotipica del GAD (22). Cabe recalcar que especies de Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Proteus sp, Pseudomonas sp asi como Staphylococcus
saprophyticus pueden ser causantes de ITU, sin embargo, estos microorganismos
no reaccionan a la prueba del GAD en muestras de orina, dando una especificidad

del 100%.

En Cuba, un estudio preliminar de aplicacién de este método para la identificacién
de Escherichia coli en muestras de orina en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel
Marquez”, realizado por Tsoraeva, arrojé resultados de 97.14% de sensibilidad y
100% de especificidad diagndstica, Otro estudio realizado también por Tsoraeva
en muestras clinicas incluyendo Urocultivo, Coprocultivo, exudados oticos,
exudados vaginales y muestras uretrales, demostré una sensibilidad de 100% y
una especificidad de 82.82%, debido a la presencia de Shigella sp en coprocultivo
(13).

Teniendo en cuenta la elevada frecuencia de aislamientos de Escherichia coli en
muestras de orina, es recomendable la aplicacidon de la prueba de GAD, para la
identificacion rapida de este microorganismo y debido a las limitacidon de algunos
laboratorios clinicos de acceso a ciertos reactivos como Tritén X-100 y el Acido
Glutdmico quimicamente puro, siendo el objetivo de este trabajo proponer como
alternativa reemplazar estos compuestos por una sal de EDTA como agente litico y
Glutamato monosédico comercial como substrato, demostrando su utilidad en

urocultivo comparandolo con la identificacion bioquimica tradicional.
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Il. METODOS

2.1 TIPO DE INVESTIGACION
Descriptivo y de corte transversal
2.2 DISENO
Estudio Observacional
2.3 POBLACION
Todos los aislamientos urocultivos, emitidas al laboratorio de Microbiologia del
Hospital Nacional Docente San Bartolomé HONADOMANI, durante el periodo
comprendido desde Febrero 2011 — Junio 2011.
2.4 MUESTRA
Para el presente estudio se realizd6 un muestreo probabilistico por
conveniencia, tomandose sdlo las colonias que crecieron en el Agar
MacConkey a la vez sean clasificadas como enterobacterias. Se obtuvo un
tamafio muestral (n) por medio de la formula general, considerando la
prevalencia de Escherichia coli entre las Enterobacterias aisladas en
urocultivo de 82.0% (p=0.82), esto se obtuvo al observar la frecuencia de
aislamiento de este germen en el software hospitalario WHONET ™ del

Hospital Nacional Docente San Bartolomé, durante el aino 2010.

Para esto se empled un nivel de confianza de 95%, siendo la significancia de

a=0.05yel Z=1.96. La prevalencia hipotética estimada es 82.0% (p = 0.82).

2 - (1,96). 0,82 (1-0,82)
ne _ 2% p (1-p) -p n _ = 226
(0,05)*

uz

2.5 VARIABLES
e Variable Independiente: Identificacion de Escherichia coli.
e Variable Dependiente: Prueba del Acido Glutdmico Descarboxilasa

modificada.
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2.6 MATERIALES Y METODOS
Para la realizacion de este trabajo se realizd dos técnicas para la identificacion
microbiana de Escherichia coli aisladas de urocultivos, la identificacion
microbiana convencional por medios diferenciales (Estandar) y la prueba de
GAD modificado.
Para esto, se realizaron los permisos y las coordinaciones respectivas con el
Departamento de Patologia Clinica del Hospital Nacional Docente de la Madre -
Nifio (HONADOMANI) San Bartolomé, para poder tener acceso a las placas de
aislamiento primario, donde se hacia una siembra en crioviales con Agar TSA
para ser transportadas al Instituto de Medicina Tropical “Daniel Alcides
Carrion” y realizar las pruebas que a continuacién se describe:
Identificacion Microbiana Convencional
Se realizé seglin la metodologia descrita para el aislamiento de
microorganismos en muestras de orina, segin el Manual de Microbiologia
Médica de Koneman,y en concordancia con otras bibliografias (1, 7, 12). Se usé
el medio de aislamiento primario Agar MacConkey, donde se realizé la lectura
de las placas, con las colonias sospechosas de Escherichia coli y otras
enterobacterias. (1, 7, 10, 11). Luego se procedid a hacer un resembrado en los
medios diferenciales para la identificacion de enterobacterias, los que
conprendieron al Agar Citrato de Simons, Agar Triple Azucar Hierro (TSI), Agar
Lisina Hierro (LIA), Agar Motilidad Orinitina Indol (MIO), Agar Urea de
Christensen, Caldo glucosado para prueba Rojo de Metilo y Voges-Proskauer.
Incubandolos a 379C por 18 a 24 horas (7, 12).
Usando la tabla de identificacion de enterobacterias descrita por Koneman (7).
Se procedié a la identificacion bacteriana por estos medios diferenciales,
identificando a nivel de género y especie.
Prueba de Acido Glutamico Descarboxilasa Modificado
La prueba del Acido Glutdmico Descarboxilasa modificado consistié en
reemplazar el Acido L-glutdmico quimicamente puro y el detergente Tritén X-
100 por el Glutamato Monosédico comercial y EDTA 0.001M, de acuerdo a lo
establecido por Bergstrom et al (1979) el EDTA quela los iones calcio,
desestabilizando la membrana externa bacteriana, facilitando la liberacion del

contenido citoplasmatico (38).

14



2.7

Por lo tanto el reactivo GAD modificado consisti6 en 0.1g de Glutamato
Monosddico comercial, 0.005g de verde de bromocresol (Albis), 9g de NaCl
(Merck), 37mg de Na,EDTA (Merck) todos ellos disueltos en 100mL de H,0O
destilada, con un pH final de 3.4 (ajustado con HCI 1N).

Se realizé un subcultivo en agar MacConkey, luego de una incubacion de 24
horas a 379C, se realizd la prueba del GAD modificado. Para ello, se tomd una
asada de la colonia y se suspendié en 0.5mL de solucién salina 0.85%,
llevandola al patrén de turbidez equivalente al tubo nimero 1 de la escala de
McFarland. De esta suspensiéon se agregd 0.2mL del reactivo de GAD
modificado y luego se incubd a 372C, donde se realizé lecturas previas por cada
hora, por un maximo de 4 horas. La prueba fue considerada positiva cuando el
color del medio (amarillo) cambio de color, (azul o violeta) (13).

Controles Negativo y Positivo para la Prueba de Acido Glutamico
Descarboxilasa Modificado

Se utilizaron cepas ATCC para los controles positivos y negativos de la prueba,
corriendo un control positivo, control negativo y una prueba blanco en cada
ejecucién de la prueba, que se realizé en el Instituto de Medicina Tropical
“Daniel Alcides Carridn”. Las cepas ATTC fueron donadas por el laboratorio de
HONADOMANI San Bartolomé. Siendo consideradas como controles positivos
la cepa Escherichia coli ATCC® 25923 y la cepa Escherichia coli ATCC® 35218. Y
como controles negativos las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853,

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603.

PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Procesamiento y Presentacion de Datos:

Los datos recolectados fueron llenados en tablas de frecuencia. Considerando
el aislamiento e identificacion convencional como la prueba de oro y la técnica
del GAD modificado como la prueba a evaluar.

Se presentd los datos sobre la distribucién de los microorganismos
identificados y su respectivo resultado con la prueba del GAD modificado en
tablas. A la vez se realizé un grafica de pie sobre la distribucién con respecto al
tiempo de reaccion que mostraron los aislamientos pertenecientes a

Escherichia coli con la prueba del GAD modificado.
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Se elabord otra tabla, donde se especifique la frecuencia en que las cepas
identificadas dieron reaccion con la prueba y seran presentadas en frecuencias
absolutas y relativas (%). Considerando también el resultado que mostraron los
aislamientos no Escherichia coli, tomados como control de la prueba. El
formato de cada una de las mencionadas se detalla en la siguiente seccién.
Para estimar la validez y seguridad de la prueba de GAD modificado, los datos
se presentaron en una tabla tetracdrica, para estimar los indices de
Sensibilidad, Especificidad y Exactitud diagnodstica. El formato se detalla en la
siguiente seccidn de este documento.

Estadistica descriptiva:

Se realizé una distribucién de los aislamientos de urocultivo, de los gérmenes
Gram negativos ingresados al estudio, mediante frecuencias en tablas. Ver
tabla 1.

De los resultados obtenidos mediante la aplicacién de la prueba de GAD
modificado, se obtuvo frecuencias de distintos aislamientos que dieron
positivas a esta prueba, tomando como referencia la identificacion
convencional por medios diferenciales, representdndose en una tabla de
frecuencias (40). Ver tabla 2.

En una grafica de barras, se distribuyé los aislamientos de Escherichia coli que
dieron reactivo a la prueba de GAD modificado, distribuyéndose por el tiempo
de incubacidon para dar un resultado positivo a la prueba. (Ver anexos grafica

1).

Estimacion indice de Sensibilidad, Especificidad Y Exactitud

Con los resultados obtenidos de la prueba de GAD modificado se construyd
una tabla tetracdrica, donde se evalué los indices de sensibilidad (S),
especificidad (E) y exactitud (Ex) (40). La prueba de referencia fue la
identificacion bioquimica convencional con los Medios mencionados con
anterioridad.

A continuacion se presenta la tabla 5 (Ver anexo N213), donde se realizo el

calculo de los indices mencionados.
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Sensibilidad (S): La sensibilidad indicara la proporcion del total de Escherichia
coli que el test es capaz de detectar. (41, 40). Esta definida por la proporcién
dada por:

S= A

A + C

Especificidad (E): La especificidad indicard la proporcion de otras
enterobacterias confirmadas como tales por el resultado negativo del test GAD
modificado. (41, 40).

E= D

Exactitud (Ex): Es la probabilidad que un nuevo test de un verdadero resultado
cuando el paciente esta sano o enfermo (13).

Ex = VP +VN

VP + FP + VN + FN
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lll. RESULTADOS

Se procesaron en total 257 aislamientos de urocultivos con un conteo mayor a
100,000 UFC/mL. Distribuyéndose de la siguiente manera: 231 (90%)
correspondieron a Escherichia coli, 15 (6%) a Klebsiella pneumoniae, 7 (3%) a
Proteus mirabilis, 2 (1%) a Klebsiella oxytoca y 2 (1%) a Citrobacter freundii.

De las 231 de Escherichia coli ensayadas absolutamente todas dieron reaccién
positiva a esta prueba rapida, sin importar su caracteristica metabdlica frente a
la lactosa, se procesaron 188 (81.3%) de Escherichia coli lactosa positivo y 43
(18.7%) lactosa negativa. Ningln otro microorganismo aislado de urocultivo
que fuese diferente de Escherichia coli fue detectada la actividad de esta

enzima (Tabla 1).

Tabla 1. Deteccién de la enzima Acido Glutamico
Descarboxilasa mediante la prueba del GAD

modificado en las enterobacterias incluidas en el

estudio.

Total de % de
Microorganismo Aislamientos | positivas
Escherichia coli 231 100%
Klebsiella pneumoniae 15 0%
Proteus mirabilis 7 0%
Klebsiella oxytoca 2 0%
Citrobacter freundii 2 0%
TOTAL 257 100%

Con la finalidad de determinar el tiempo minimo que la prueba GAD
modificado requiere para observar un resultado positivo, se realizé la
distribucidn del tiempo reaccidn positiva, por el viraje evidente del indicador
verde bromocresol, durante la revision en intervalos de una hora de
incubacién. De esta manera, se observé que 187 (81%) de Escherichia coli

reaccionaron en 1 hora de incubacién, 35 (15%) reaccionaron en 2 horas de
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incubacién, 7 (3%) reaccionaron a las 3 horas y 2 (1%) reaccionaron a las 4
horas de incubacion. Ninguna cepa de Escherichia coli necesité 24 horas de
incubacién para mostrar reaccion positiva a la prueba. En la grafica N21 (ver
anexo N212) se muestra la distribucion con respecto al tiempo de las
reacciones positivas a la prueba del GAD modificado.

Los cepas control, de Escherichia coli (ATCC® 25923 y ATCC® 35218) dieron un
resultado positivo, mientras que las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC®
27853, Staphylococcus aureus ATCC® 25923 y la cepa Klebsiella pneumoniae
ATCC® 700603 consideradas como controles negativos no mostraron reaccion,
incluso cuando se aumento el tiempo de incubacién a 24 horas.

Ademds, se utilizaron otras enterobacterias aisladas de diferentes muestras
clinicas, obtenidas del laboratorio de microbiologia HONADOMANI San
Bartolomé. De ellas, solo 2 aislamientos de Shigella flexneriy 2 aislamientos de
Shigella sonnei dieron positivo a la prueba GAD modificado, mientras que las
demas enterobacterias, no Escherichia coli, mostraron actividad nula frente a
la enzima. Los resultados obtenidos asi como la cantidad de aislamientos se

ilustran en la tabla 3 (Ver anexo N29).
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Comparando los resultados de la prueba del GAD modificado con la
identificacion bioquimica convencional como prueba Gold Standard, se
observé una Sensibilidad de 100% , una Especificidad de 100%, y una Exactitud
de 100% (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de la cantidad de resultados a la prueba GAD
modificado con la cantidad de resultados emitidos por identificacion

convencional con medios diferenciales

IDENTIFICACION CONVENCIONAL
RESULTADO DE POR USO DE MEDIOS DIFERENCIALES
TOTAL
GAD MODIFICADO Otra
Escherichia coli
Enterobacteria
Positivo 231 0 231
Negativo 0 26 26
TOTAL 231 26 257
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos concuerdan con los datos reportados por Tsoraeva
(13), Rice (35) y McDaniels (22) en que la Escherichia coli es una
enterobacteria gram negativa que presenta actividad para la enzima Acido
Glutdmico Descarboxilasa; en dichos estudios también se menciona que
especies de Shigella pueden presentar actividad de la enzima del GAD,
demostrandose incluso la presencia del gen gadAB. No hay estudios previos
donde se haya evaluado la actividad de esta enzima frente a su sal conjugada,
el Glutamato monosddico comercial, este posee un 99.0% de pureza segun la
descripcidon del producto. El fundamento bioquimico de esta, se postula que el
sodio es facilmente disociado en medio acuoso. Dejando que la enzima actué
sobre la molécula disociada (42).

Todas las Escherichia coli (n=231) aisladas en urocultivos dieron positivo a la
reaccion del GAD modificado, incluyendo las cepas ATCC usadas como control
positivo. Sin importar su caracteristica fenotipica como el metabolismo de
lactosa, aislamientos lactosa positivo y lactosa negativo mostraron reaccion a
la prueba GAD modificado. Asi también, en el estudio realizado por McDaniels
(1996) que encontré actividad de la enzima en aislamientos de Escherichia coli
enteropatdgenas y enterohemorrdgicas, asi como también en aislamientos
ambientales (22).

Con respecto al establecimiento del tiempo de incubacién se observé que la
incubacién de 2 horas permitié la identificacién de 222 (96%) aislados de
Escherichia coli. Los protocolos de estudios anteriores proponen un tiempo de
incubacién maximo de 4 horas. Tsoraeva (2005) reportd que el 95% de las
reacciones positivas se dieron a la hora de incubacion y el total de reacciones a
las dos horas (13). En este trabajo, a pesar de aumentar el inoculo bacteriano
al equivalente al tubo nimero 1 de McFarland, no se pudo reducir el tiempo
de incubaciéon dentro de la primera hora, pudiéndose deber a muchos factores,
partiendo desde la variacién de la actividad enzimatica frente al Glutamato
monosaddico comercial hasta la efectividad litica de los agentes usados como el
Tritdn X-100 y el EDTA usado en este estudio.

Al igual que en el estudio de McDaniels (1996) donde se evalud la presencia

fenotipica del GAD frente a diferentes bacterias gram negativas, en este
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estudio también se evalud la actividad frente al Glutamato monosddico,
encontrandose ninguna reaccion positiva, excepto por dos aislamientos de
Shigella flexneri y Shigella sonnei, tal como se reporta en estudios anteriores
(22, 35).

Usando la prueba del GAD modificado, con Glutamato monosdédico y EDTA, se
obtuvo una sensibilidad de 100%, una especificidad de 100% y una exactitud
de 100%, porcentaje similar a los presentados por Tsoraeva que obtuvo una
sensibilidad de 100%, una especificidad de 82.8% y una exactitud de 92% (13).
En este trabajo se obtuvo estos porcentajes altos debido a que se considerd
solo los aislamientos de urocultivo mientras en el estudio de Tsoraeva se
considerd muestras clinicas de coprocultivo, por lo que se manifestd la
reaccion positiva de especies de Shigella, afectando la especificidad. Estudio
realizado por McDaniels reporta una sensibilidad de 96.87% para la prueba
fenotipica del GAD, debido a dos aislamientos no mostraron actividad de esta
enzima (22). Asi también tenemos el estudio de Rice que demostré una
especificidad de 95% en aislamientos clinicos y ambientales (35). A esto se
debe recalcar que en la metodologia usada en los estudios mencionados usan
como substrato el L-Acido glutdmico. Este hallazgo es uno de los primeros
reportes donde se usé al Glutamatomonosddico comercial como substrato de
la enzima GAD.

La presencia de Shigella en urocultivo, en el caso de darse en infantes, en
especial nifias, su caracteristica macroscdpica de las colonias son facilmente
diferenciables de Escherichia coli. Dada la cuenta elevada de aislamientos de
Escherichia coli se recomienda la aplicacién de esta prueba rapida de GAD
modificado para la identificacion de este microorganismo, teniendo en cuenta
los altos valores de sensibilidad (100%), especificidad (100%) y exactitud
(100%) obtenidos en este estudio, siendo semejantes al reportado
anteriormente por otros estudios que se usé como substrato al L-Acido
Glutdmico y como agente litico al Triton X-100 (22, 35). Sin embargo, se discute
la pureza del Glutamato monosddico comercial, debido a que, es usado para el

consumo alimenticio.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

El presente estudio constituye un trabajo inédito, no se ha encontrado
similar trabajo publicado en la literatura, donde se evidencid la actividad
de la enzima GAD sobre la sal sédica del L-Acido Glutdmico, es decir el
Glutamatomonosddico comercial.

La prueba del GAD modificado obtuvo resultados semejantes a la prueba
descrita por Tsoraeva et al (2005), reemplazando el substrato L-Acido
Glutdmico y el agente lisante Tritdn X-100, por el Glutamato monosddico
comercial y EDTA disddico, respectivamente, minorando gastos de manera
significativa.

La prueba del GAD modificado, al igual que la prueba descrita por
Tsoraeva et al (2005), resulta ser especifica para aislamientos de
Escherichia coli, lo que acorta el tiempo de identificacién de esta bacteria a
un minimo de 1 hora y un maximo de 4 horas.

Debido a su alta sensibilidad (100%), alta especificidad (100%) y su alta
exactitud (100%) para la identificacién de Escherichia coli, el uso de esta
prueba es recomendable para su uso rutinario en el laboratorio clinico, en
el area de urocultivo.

La factibilidad econdmica y utilidad de la prueba permite su aplicacion en

los laboratorios de microbiologia en nuestro medio.
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6.2 RECOMENDACIONES

e Se recomienda evaluar un mayor cantidad de aislamientos de
enterobacterias, incluyendo a la Escherichia coli para validar la prueba
GAD modificado

e Realizar un estudio del GAD modificado junto con la prueba GAD

original para realizar una comparacion directa.
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I.  ANEXOS

ANEXO 1. REACCION DE LA PRUEBA GAD MODIFICADO

0.5mL de Solucidon Salina méas 0.2mL de Reactivo GAD modificado.
(Solucién blanco)
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ANEXO 2. REACCION DE LA PRUEBA GAD MODIFICADO DE UN
AISLAMIENTO DE Escherichia coli

0.5mL Suspension de Escherichia coli mas 0.2mL de reactivo GAD
modificado

Después de una hora de incubacidn a 372C. Notese el viraje del medio
hacia azul (pH alcalino)
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ANEXO 3. REACCION DE LA PRUEBA GAD MODIFICADO DE UN
AISLAMIENTO DE Proteus mirabilis

0.5mL Suspensidon de Proteus mirabilis mas 0.2mL de reactivo GAD
modificado.

Incluso después de 24 horas de incubacion a 372C. Observe que el
medio no alcanza el viraje hacia azul
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ANEXO 4. REACCION DE LA PRUEBA GAD MODIFICADO EN
AISLAMIENTOS DE UROCULTIVO.

Resultado después de una incubacién de 2 horas. Nétese la diferencia de
color entre el aislamiento de Escherichia coli y la demas enterobacterias
mas frecuentes en urocultivo.
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ANEXO 5. REACCION A LA PRUEBA GAD MODIFICADO DE SOLUCION
BLANCO, CONTROL POSITIVO, MUESTRA POSITIVA, CONTROL
NEGATIVO, MUESTRA NEGATIVO.

Resultado después de una incubacion de 2 horas.
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ANEXO 6. RESULTADOS OBTENIDOS EN OTRAS ENTEROBACTERIAS
AISLADAS DE DIFERENTES MUESTRAS CLINICAS NO UROCULTIVO.

Resultado después de una incubacion de 2 horas.
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ANEXO 7. PREPARACION DE REACTIVO GAD MODIFICADO

e Pesar las siguientes cantidades

Reactivo Cantidad (g)
Glutamato monosddico comercial 0.1
Verde de Bromocresol 0.005
NaCl 9.0
EDTA disddico 0.037

e Disolver los componentes en 100mL de agua destilada.
e Ajustara un pH de 3.4.
e Esterilizar por filtracion. Guardar en un frasco dmbar.

e Mantener el reactivo en refrigeracion (4 — 6 2C).
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ANEXO 8. DIAGRAMA DE FLUJO

Recoleccion de Enterobacterias aisladas de Urocultivo
Del Hospital San Bartolomé.

A 4

Transporte en Agar Tripticasa Soya

Lugar Hospital San Bartolomé v

Resiembra en Agar Mac Conkey

Observaciéon del metabolismo de Lactosa

Lugar Instituto de Medicina Tropical Daniel|Alcides Carrién

A A\ 4

Identificacion
por medios diferenciales Prueba GAD modificado
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ANEXO 9. TABLA 3
TABLA 3. RESULTADOS OBTENIDOS DE OTRAS

ENTEROBACTERIAS AISLADAS DE DIFERENTES MUESTRAS
CLINICAS NO UROCULTIVO PARA LA DETECCION DE LA ENZIMA
ACIDO GLUTAMICO DESCARBOXILASA MEDIANTE EL GAD

MODIFICADO.
Aislamientos en muestras
N2 Aislamientos
clinicas diferentes de | Cantidad
positivos
urocultivo
Klebsiella pneumoniae 16 0
Proteus mirabilis 9 0
Salmonella enteritidis
serotipo C 3 0
Pseudomonas aeruginosa 3 0
Shigella flexneri 2 2
Shigella sonnei 2 2
Citrobacter freundii 2 0
Klebsiella oxytoca 2 0
Enterobacter cloacae 1 0
Enterobacter aerogenes 1 0
Proteus vulgaris 1 0
Morganella morganii 1 0
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ANEXO 12. GRAFICA 1. DISTRIBUCION DE REACCIONES POSITIVAS A LA
PRUEBA DEL GAD MODIFICADO
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ANEXO 13. TABLA TETRACORICA

IDENTIFICACION BIOQUIMICA
RESULTADO DE | conVENCIONAL
GAD Escherichia coli Otra Bacteria TOTAL
MODIFICADO Gram
negativa

Positivo A B A+B

Negativo C D C+D
TOTAL A+C B+D TOTAL DE
PRUEBAS
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