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Aislamiento de Enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica que 

contiene amoxicilina y ácido clavulánico

Resumen

Antecedentes: en los últimos años 
se ha detectado una importancia 
clínica por el complejo Enterobacter 
cloacae Complex debido a su alta 
resistencia a diversos antimicrobianos 
y a su asociación con la inactivación 
y degradación de los mismos y 
por su patogenicidad de carácter 
nosocomial. Objetivo:   mostrar 
la capacidad de supervivencia de 
Enterobacter cloacae a una mezcla 
de antimicrobiano e inhibidor de 
betalactamasa. Método: el método 
de análisis microbiológico utilizado 
en el presente estudio corresponde al 
método directo descrito en el capítulo 
general <62> (Examen microbiológico 
de productos no estériles: pruebas de 
microorganismos especíicos) de la 
Farmacopea de los Estados Unidos de 
América, el cual consiste en colocar 
la muestra directamente en el medio 
nutritivo como preincubación, para 
completar el esquema con pases 
directos a caldo y agar selectivo. 
Resultados: de la determinación 
de microorganismos objetables se 
obtuvo crecimiento microbiano el cual 
se procedió a puriicar para realizar 
las pruebas preliminares para su 
identiicación, obteniendo en tinción 
bacilos cortos Gram (-); en la prueba 
de oxidasa no se obtuvo cambio de 
color en la tira reactiva, lo que indica 
un resultado negativo y en galerías 
miniaturizadas la identiicación dio 
como resultado Enterobacter cloacae 
con un porcentaje de probabilidad 
de 100 %. Los resultados fueron 
obtenidos en el análisis microbiológico 

(microorganismos objetables) de una 
matriz farmacéutica evaluada en el 
Laboratorio de Control de Calidad de 
Análisis Microbiológico de la Dirección 
Nacional de Medicamentos llevado 
a cabo en el 2022.  Conclusión: 

existe una evidente resistencia a 
fármacos antimicrobianos por parte 
de Enterobacter cloacae, inclusive 
cuando se trata de multifármacos, 
destinados a bloquear la acción de las 
betalactamasas (que es la naturaleza 
de la matriz estudiada) creadas por 
microorganismos resistentes.

Palabras Clave: Enterobacter cloacae 
Complex, resistencia bacteriana, 
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Introducción

Las bacterias a lo largo del tiempo 
han desarrollado mecanismos 
efectivos para evitar la acción de los 
antimicrobianos. Estas infecciones 
resistentes son más difíciles de 
tratar, generando mayores tasas 
de morbilidad y mortalidad, 
necesitándose a su vez más recursos 
para controlarlas, lo que genera un 
aumento signiicativo en los costos de 
salud (García, C. 2018).

Las bacterias del 
género  Enterobacter  son bacilos 
gramnegativos pertenecientes 
a la familia  Enterobacteriaceae, 
ampliamente distribuidos en la 
naturaleza. Se les puede encontrar 
en el suelo, agua y como parte del 
microbiota de animales, insectos 
y tracto gastrointestinal humano. 
Incluye 21 especies dentro de las cuales 
se deine el complejo  Enterobacter 
cloacae (Silva y Martínez, 2018).
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La asociación amoxicilina-ácido clavulánico 
presenta actividad frente a un gran número de 
enterobacterias incluyendo las resistentes a la 
amoxicilina por producción de betalactamasas 
de amplio espectro como TEM-1, TEM-2 o SHV-
1. Estas betalactamasas hidrolizan penicilinas 
(aminopenicilinas [ampicilina, amoxicilina], 
carboxipenicilinas [ticarcilina]) y, como se ha 
mencionado, son sensibles a los inhibidores de 
betalactamasa (Navarro, F. 2011).

La resistencia de las enterobacterias a 
antimicrobianos ha ido incrementándose en 
los últimos 20 años. El principal mecanismo 
involucrado es la producción de ß-lactamasas 
de espectro extendido (BLEEs) que coniere 
resistencia a los antimicrobianos de diferente 
generación. La tasa de producción de BLEEs por 
las enterobacterias en países de Latinoamérica 
es más alto que en otras regiones del mundo 
(García, C. 2018).

Entre los β-lactámicos, el complejo Enterobacter 
cloacae se considera intrínsecamente resistente 
a las aminopenicilinas, cefalosporinas de 
primera generación y cefoxitina debido a la 
presencia de β-lactamasas del tipo AmpC con 
distintos grados de expresión, lo que implica 
susceptibilidad variable a cefalosporinas de 
tercera y cuarta generación. Además, se han 
descrito cepas productoras de β-lactamasas 
de espectro extendido (Silva y Martínez, 2018).

La resistencia a los antimicrobianos (RAM), 
surge cuando las bacterias cambian a lo 
largo del tiempo y dejan de responder a los 
medicamentos, lo que hace más difícil el 
tratamiento de las infecciones e incrementa el 
riesgo de propagación de enfermedades, de 
aparición de formas graves de enfermedades 
y de muerte. Como consecuencia de la 
farmacorresistencia, los antibióticos y otros 
medicamentos antimicrobianos se vuelven 
ineicaces, por lo que las infecciones son cada 
vez más difíciles o imposibles de tratar (OMS, 
2021).

Por consiguiente, se ve la necesidad del 
presente estudio con el objetivo de demostrar 
la supervivencia que posee el complejo 
Enterobacter cloacae frente a fármacos 
destinados a tratar infecciones bacterianas, 
incluso cuando estos fármacos cuentan con 

un mecanismo de desactivación contra la 
resistencia que presentan las bacterias como lo 
es el ácido clavulánico.

Materiales y métodos

    • Frasco de vidrio conteniendo 90 mL de 
Caldo Digerido de Caseína y Soja
    • Frasco de vidrio conteniendo 100 mL de 
Caldo MacConkey
    • Placas Petri conteniendo 30 mL de Agar 
MacConkey
    • Asas serológicas de 10 µL
    • Puntas estériles de 10 mL y 1 mL
    • Cabina de bioseguridad
    • Pipeteador de 10 mL y 1 mL
    • Incubadora a 42 °C – 44 °C
    • Incubadora a 30 °C – 35 °C
    • Galerías de identiicación MICROGEN ID

El método utilizado para el análisis microbiológico 
fue: Pruebas de Microorganismos Especíicos, 
determinación de Escherichia coli, método 
directo (FEUM, 2021).
Este estudio se realizó utilizando los datos 
generados en el análisis de control de calidad 
para veriicar la pureza microbiológica 
de una matriz farmacéutica que contiene 
amoxicilina y ácido clavulánico, evidenciando 
la contaminación de Enterobacter cloacae 
que es de importancia clínica, necesitándose 
una conirmación de los datos en un segundo 
análisis con un segundo analista, llevado a 
cabo en septiembre de 2022 con el mismo 
lote de la muestra inicial, los  análisis fueron 
efectuados bajo condiciones controladas 
según las  óptimas prácticas de laboratorio 
microbiológico (USP, 2022a) en el laboratorio 
de microbiología de la Dirección Nacional de 
Medicamentos.

Promoción de crecimiento: previo a la 
ejecución de las pruebas realizadas, se realiza el 
control de calidad de los diferentes medios de 
cultivo utilizados, tanto para medios nutritivos 
como para medios selectivos y diferenciales 
realizando la prueba de promoción de 
crecimiento utilizando los microorganismos 
presentados en la Tabla 1 (USP, 2022b) (Ph Eur, 
2022) (BP, 2022a).

Aislamiento de enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica
que contiene amoxicilina y ácido clavulánico
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Preparación de la muestra e incubación previa: se prepara la muestra haciendo una dilución de 10 
gramos de la matriz farmacéutica que contiene amoxicilina y ácido clavulánico en 90 mL de caldo 
digerido de caseína y soja con aditivos (ver Tabla 2), que tienen como función neutralizar la acción 
antimicrobiana de la matriz farmacéutica. Una vez bien incorporada la matriz farmacéutica en el 
caldo (dilución 1 en 10), se procede a realizar una segunda dilución tomando 10 mL de la muestra 
homogenizada colocándola en 90 mL de caldo digerido de caseína y soja con aditivos (dilución 1 en 
100) (USP, 2022b).
Se procede a incubar en condiciones controladas (monitoreo continuo), de temperatura de entre 30 
°C a 35 °C durante un periodo de 18 a 24 horas (FEUM, 2021).

Control negativo: para veriicar las condiciones en las que se ha ejecutado la prueba, se utiliza como 
control negativo el diluyente seleccionado sin la preparación de la muestra. No debe observarse 
crecimiento de microorganismos y este control negativo tiene que someterse a las mismas condiciones 
a las que se enfrenta la dilución de la muestra (USP, 2022b).

Aislamiento de enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica
que contiene amoxicilina y ácido clavulánico

Medios selectivos y diferenciales para la determinación de microorganismos especíicos, las 
siguientes abreviaciones corresponden a los microorganismos presentados en las diferentes pruebas 

P. (Pseudomonas), E. (Escherichia), S. (Staphyloccocus) (BP, 2022b). 

Tabla 1. Promoción de crecimiento, propiedades inhibitorias e indicativas de los medios de 

cultivo.
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Selección y subcultivo: una vez inalizado 
el periodo de incubación se procede a agitar 
la muestra incubada (dilución 1 en 100), se 
transiere 1 mL del caldo digerido de caseína 
y soja a 100 mL de caldo MacConkey y se 
procede a incubar en condiciones controladas 
(monitoreo continuo) de temperatura de 
entre 42 °C a 44 °C durante un periodo de 24 
a 48 horas (BP, 2022a).

Al inalizar el periodo de incubación se procede 
a agitar el caldo MacConkey y se subcultivan 
10 µL en una placa de agar MacConkey y se 
procede a incubar en condiciones controladas 
(monitoreo continuo) de temperatura de 
entre 30 °C a 35 °C durante un periodo de 18 
a 72 horas (BP, 2022a).

Interpretación: el crecimiento de colonias 
indica la posible presencia de E. coli. Esto se 
conirma mediante pruebas de identiicación. 
El producto cumple con la prueba si no se 

desarrollan colonias o si los resultados de las 
pruebas de identiicación son negativos (USP, 
2022b).

Método de identificación: para la 
identiicación del microorganismo detectado 
en la matriz farmacéutica que contiene 
amoxicilina y ácido clavulánico se utilizó una 
galería miniaturizada de pruebas bioquímicas 
de tipo Microgen GnA+B ID (Microgen 
Bioproducts Ltd, 2009a).

Las galerías miniaturizadas utilizan una 
combinación de resultados de pruebas 
bioquímicas para realizar una caracterización 
del microorganismo, con base a su 
metabolismo a través del uso de diferentes 
sustratos, los cuales se describen en la Tabla 
3.

Aislamiento de enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica
que contiene amoxicilina y ácido clavulánico

Los aditivos Tween 80 y lecitina se adicionan para neutralizar la acción antimicrobiana de la
matriz farmacéutica analizada, se utiliza la g para indicar gramos y mL para indicar mililitros.

(USP, 2022b)

Tabla 2. Ingredientes para preparación de caldo nutritivo inicial de prueba determinación de

Escherichia coli
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Tabla 3. Sustratos empleados en pruebas bioquímicas

Fuente: elaboración propia

Cabe destacar que todo microorganismo detectado durante la ejecución de pruebas de pureza 
microbiológica de microorganismos especíicos a las diferentes matrices farmacéuticas se les realiza 
su respectiva identiicación hasta llegar a nivel de género y especie con su respectivo porcentaje de 
probabilidad (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a).

Análisis estadístico: en el formulario de informe Microgen GnA+B ID se ha dispuesto de los sustratos 
en conjunto de 3 reacciones, asignándose a cada sustrato un valor numérico de 1, 2 o 4. La suma de 
las reacciones positivas para cada triplete da un único digito del código octal utilizado para determinar 
la identidad del microorganismo aislado (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a).
El código octal se ingresa en el programa informático para proceder a identiicar, el cual   es un 
programa de identiicación basado en probabilidades asistido por ordenador, este determina la mejor 
gama de pruebas para obtener las máximas capacidades de diferenciación para las especies que se 
están investigando. Dicho programa genera un informe de los cinco microorganismos de la base 
de datos que es más probable que se encuentre. El software genera una identiicación basada en la 
probabilidad, porcentaje de probabilidad, y verosimilitud, con un análisis de la calidad de diferenciación, 
ver Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de probabilidad del análisis de diferenciación

Esto proporciona una medida de la extensión de las 5 opciones siempre que estén
separados o diferenciados entre sí. (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a)
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Resultados

Promoción de crecimiento: los medios de cultivo utilizados en la prueba donde se detectó la 
presencia de Enterobacter cloacae se evaluaron con cepas madre ATCC de cuarto pasaje, para lo cual 
se veriicaron los diferentes aspectos de calidad del medio de cultivo, determinando que: apariencia 
del medio de cultivo preparado, pH posterior a esterilización, prueba de esterilidad y prueba de 
promoción de crecimiento ver Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de control de calidad de los medios de cultivo utilizados en las pruebas.

Fuente: elaboración propia. las siguientes abreviaciones corresponden a: C. (Cumple), SC. (Sin 
Crecimiento, A. (Aprobado), códigos internos B12(Caldo Digerido de Caseína y Soja), B05(Caldo 

MacConkey), A08 (Agar MacConkey))
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Preparación de la muestra e incubación previa: en los dos análisis realizados en diferentes tiempos 
y con diferentes analistas, se pudo observar que, luego del periodo de incubación de la muestra 
homogenizada en caldo digerido de caseína y soja, esta reportó turbidez ya que la muestra es de origen 
sólido, por tanto, se procede a continuar con la siguiente fase del análisis.

Control negativo: los distintos medios de cultivo utilizados en las diferentes pruebas fueron evaluados 
al mismo tiempo que las muestras, bajo las mismas condiciones, y no se observó crecimiento, dando 
como resultado para el control negativo en cumplimiento.

Selección y subcultivo: en esta etapa del análisis se observó cambio de color en el caldo MacConkey 
a color amarillo claro, este caldo contiene lactosa que según lo indicando en la icha técnica con la 
presencia de enterobacterias se degrada y produce ácido y gas, la producción de ácido es detectado por 
el indicador púrpura de bromocresol, que se torna amarillo. La bilis de buey promueve el crecimiento 
de varias especies de bacterias intestinales e inhibe la de los microorganismos que no habitan en el 
intestino (Merck, 2021a). En la lectura de las placas de agar MacConkey se observó un crecimiento de 
colonias circulares, convexas de color rosado, indicando sospecha para microorganismos especíicos.

Método de identificación: se procedió a puriicar la sospecha en agar nutritivo, obteniendo colonias 
aisladas, circulares, color crema. Se tomó una colonia para realizar las pruebas preliminares para su 
identiicación, obteniendo en la tinción bacilos cortos Gram (-). Mientras que, en la prueba de oxidasa, 
no se obtuvo cambio de color en la tira reactiva, lo que indica una prueba negativa, por lo que se 
procede a montar las galerías miniaturizadas de Microgen GnA+B ID, ver resultados en Tabla 6. La 
identiicación dio como resultado Enterobacter cloacae con un porcentaje de probabilidad del 100 %.

Tabla 6. Pruebas de identificación del microorganismo aislado de una matriz farmacéutica

Fuente: Elaboración propia

Análisis estadístico: una vez creada la tabla de datos adecuada, se pueden organizar en una base 
(ver Figura 1), sustentada en el porcentaje de un organismo positivo determinado para una prueba 
seleccionada.
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Fuente: Elaboración propia mediante software Microgen ID versión 2.0.8.33

El cálculo de probabilidades de una cepa aislada desconocida se realiza (teorema binomial)
para cada especie de la base de datos, ver FIgura 3.

A/100 * (1 – B/100) * C/100 = probabilidad

Figura 2. Resultado obtenido del microorganismo en estudio en las galerías de identificación 

del sistema GN-ID panel A y B

Figura 1. Patrón de reacción de la cepa aislada
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Discusión: La presencia de Enterobacter cloacae en un antimicrobiano nos indica la capacidad que 
tiene este microorganismo a sobrevivir a dicho agente y es debido a que ha cambiado su material 
genético, por lo que se vuelve de interés farmacéutico el estudiarlo a nivel de biología molecular, ya 
que de esta forma se pueden conocer los metabolitos generados por estos microorganismos. Si bien 
esta matriz farmacéutica tiene un antimicrobiano también cuenta con un agente bloqueador de beta 
lactamasas, que no permite que los microorganismos sobrevivan a los antimicrobianos.
Para poder tener un panorama más amplio del impacto que pueda generar este aislamiento de 
Enterobacter cloacae, es necesario evaluar la estabilidad de la matriz farmacéutica y veriicar a lo largo 
de su vida útil cómo impacta este hallazgo, y así, veriicar si este microorganismo es capaz de degradar 
un antimicrobiano a través de la valoración de los diferentes principios activos presentes en esta.

En la investigación se tuvo como limitante, para poder ampliar y reforzar el estudio, la falta de capacidad 
instalada para evaluar pruebas de resistencia a los diferentes tipos de antimicrobianos que siguen 
distintos mecanismos de acción, con el in de veriicar el impacto en la RAM que este aislamiento pueda 
signiicar. Esto debido a que se ha aislado un microorganismo de una matriz que cuenta con una mezcla 
de fármacos que están destinados a bloquear la capacidad de resistencia de los microorganismos. 
También se ha tenido limitación para realizar pruebas a nivel genético y determinar cuáles son las 
causas del mecanismo de defensa que presenta la bacteria aislada.

Con esta investigación se ha logrado ampliar el cepario de microorganismos salvajes con el que cuenta 
el laboratorio de microbiología de la DNM, el cual se va expandiendo con los diferentes aislamientos 
obtenidos y con los cuales se puede realizar a futuro una investigación de Resistencia Antimicrobiana 
(RAM), que pueden presentar a diferentes productos farmacéuticos destinados a la eliminación de 
bacterias. Esta creación de ceparios podría utilizarse como plan general en la creación de una serie 
de algoritmos que permitan enfrentar a este tipo de microorganismos en situaciones de urgencias 
sanitarias y a la vez, tener bien establecida la causa raíz de los diferentes fenómenos que conllevan a la 
generación de microorganismos resistentes a los antimicrobianos. 

Fuente: Elaboración propia mediante software Microgen ID versión 2.0.8.33

Figura 3. Grado de diferenciación de cada opción de identificación con respecto a las otras 

opciones.
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De comprobar la resistencia a múltiples 
antimicrobianos podríamos llegar a clasiicar 
a Enterobacter cloacae como una nueva 
súper bacteria, teniendo consecuencias 
graves en los esquemas de tratamientos 
antimicrobianos en los sistemas de salud. 
Una de las aplicaciones principales para las 
que se puede utilizar el presente estudio es 
para evitar recomendar o administrar mezclas 
de amoxicilina y ácido clavulánico a pacientes 
de los que se tengan comprobados cuadros 
clínicos de infección por Enterobacter 
cloacae.

Conclusión

En la prueba de pureza microbiológica 
de microorganismos especíicos de una 
matriz farmacéutica que contiene agentes 
antimicrobianos, se aisló Enterobacter 
cloacae, microorganismo oportunista que es 
capaz de poblar el intestino humano y causar 
enfermedades infecciosas. 

Para el análisis de productos farmacéuticos 
que contienen agentes antimicrobianos, no 
se puede dar por hecho que están exentos 
de contaminación. En el presente estudio se 
puede demostrar que sí pueden contaminarse 
por diferentes motivos, pero lo importante es 
la capacidad que tiene el analista para poder 
detectarlos y evidenciarlos, la capacidad de 
poder neutralizar el efecto antimicrobiano 
por los diferentes métodos que existen, como 
la utilización de sustancias inhibidoras o la 
realización de diluciones seriadas, que para 
este estudio se optó por los dos métodos.

Se recomienda para los laboratorios 
fabricantes de productos antimicrobianos 
realizar evaluaciones microbiológicas a 
todas las materias primas involucradas en 
la fabricación de estos productos, así como 
realizar todos los controles de calidad, tanto 
a materias primas como producto terminado, 
utilizando las diferentes formas de inactivación 
de los agentes antimicrobianos.
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