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1. TITULO
“CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA FRENTE A
Escherichia coli EN MUESTRAS DE UROCULTIVO DE PACIENTES DE

CONSULTA EXTERNA DEL HOSPITAL MILITAR DE LA CIUDAD DE LOJA”.



2. RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen un grave problema de salud para la
poblacién, siendo principal motivo de consulta a nivel intra y extra hospitalario. Estas
infecciones se desarrollan por la invasion, colonizacion y multiplicacion de gérmenes en el
tracto urinario, habitualmente enterobacterias que producen alteracion de la flora residente
facilitando la infeccion. La gentamicina es un antibidtico utilizado como terapia alternativa
para tratar ITU complicadas, pertenece al grupo de los aminoglucosidos, con accion
bactericida y es activo frente a microorganismos gramnegativos como la bacteria Escherichia
coli (E. coli). La presencia de ciertos factores, entre estos: la automedicacion, el inadecuado
cumplimiento de la terapia antimicrobiana, posologias incompletas y la falta de conocimiento
han sido la causa primordial para que las bacterias desencadenen modificaciones genéticas y
resistencia a los antibidticos. Es importante conocer la sensibilidad o resistencia a los
antimicrobianos mediante métodos convencionales como la macrodilucion que resulta muy
efectiva para estudiar la concentracion minima inhibitoria (CMI) o la minima cantidad que el
antibiotico es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. En el presente estudio se determind
la CMI de gentamicina frente a la bacteria E. coli para evaluar la sensibilidad y/o resistencia
bacteriana. El estudio fue de tipo descriptivo y corte transversal, en el que se analizaron 146
urocultivos, de los cuales 59 resultaron con crecimiento bacteriano, se realizaron pruebas
bioquimicas identificando E. coli, como el principal agente causal de ITU en un 76% (45
cepas). Se aplico la técnica de macrodilucion para determinar la CMI del antibidtico sobre el
microorganismo, obteniendo como resultado que, de las 45 cepas de E. coli identificadas, el

65% resultaron sensibles, el 22% con sensibilidad intermedia y el 13% resistentes.

Palabras Claves: Concentracion minima inhibitoria (CMI), gentamicina, Escherichia

coli, método de macrodilucion.



SUMMARY

The infections of the urinary tract (UTI) constitute a serious problem of health for the
population, being the main reason of consultation to level intra and extra hospitably. These
infections are developed for the invasion, settling and multiplication of germs in the urinary
tract, usually enterobacteria that produce alteration of the resident flora facilitating the
infection. Gentamicin is an antibiotic used in the treatment of not complicated UTI, belongs
to the group of the aminoglycosides, with bactericidal action against gramnegative
microorganisms as the bacterium Escherichia coli (E. coli). The presence of certain factors,
between these: the automedication, the inadequate compliance of the antimicrobial therapy,
incomplete dosages and that the lack of knowledge have been the primary cause for
bacterium unchain genetic modifications and resistance to antibiotics. It is important to know
the sensibility or resistance to antimicrobial drugs using conventional methods such as the
macrodilucion that is very effective to study the minimum inhibitory concentration (MIC) or
the minimum quantity that the antibiotic is able to inhibit the bacterial growth. In the present
study was to determine the MIC of gentamicin against E. coli germ to assess the sensitibility
and/or bacterial resistance. The study was descriptive and transversal cut, which analyzed
146 urine cultures, of which 59 were with bacterial growth, biochemical tests were performed
to identify E. coli, as the main causal agent of ITU in 76% (45 strains). The technique of
macrodilution was applied to determine the MIC of the antibiotic on the microorganism,
obtaining as result that, of the 45 strains of E. coli identified, 65% were susceptible, 22%

with intermediate sensitibility and 13% resistant.

Key words: Minimum Inhibitory Concentration (MIC), gentamicin, Escherichia coli,

macrodilution method.



3. INTRODUCCION

Las Infecciones del tracto urinario constituyen un grave problema de salud publica que
afecta a la poblacion a nivel mundial, regional y local; y, ha sido motivo principal de consulta
intra y extra hospitalaria durante estos ultimos afios. Algunos estudios demuestran que estas
infecciones en su mayoria afectan a las mujeres en mas del 70 % de los casos (Lujan, D. &

Pajuelo, G., 2008).

En los Estados Unidos de Norteamérica las cifras de ITU corresponden a mas de 7
millones de visitas médicas y 1 millén de atenciones por emergencia anual, siendo el 84%
recurrente en mujeres. En Centroamérica y América Latina las ITU ocupan el segundo lugar;
otros datos estadisticos indican que México ocupa el tercer lugar dentro de las 20 principales
causas de morbilidad. Nuestro pais, no es la excepcion, en Ecuador en el afio 2009 el INEC
(Instituto Nacional de Estadistica) revel6d que las ITU se ubican en el octavo puesto con una
tasa de 10.3% en las mujeres, con relacion a las diez principales causas de morbi-mortalidad
(Colombiana de Salud, S.A., 2014) (Lujan, D. & Pajuelo, G., 2008) (Tumbaco, A., &

Martinez, L., 2013).

La mayoria de infecciones de este tipo tienen como agente causal bacterias que invaden el
aparato urinario, de las cuales E. coli es el microorganismo aislado en mas del 90% de
infecciones. El uso indebido de antibidticos, la ingesta empirica sin prescripcion previa y la
falta de conocimiento han hecho que las bacterias adopten resistencias frente a los
antibidticos desarrollando mecanismos que impidan ejercer su accién, complicando el
tratamiendo y convirtiéndose en la causa principal para la produccion de ITU (Tumbaco, A.,

& Martinez, L., 2013).

Ante la situacion expuesta, se ha realizado este trabajo investigativo con el objetivo de

realizar urocultivos en muestras de pacientes de Consulta Externa del Hospital Militar de



Loja y determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de gentamicina frente a Escherichia
coli para evaluar la sensibilidad y/o resistencia bacteriana mediante la minima concentracion
en la que actia el antibidtico sobre el microorganismo; y con ello, socializar los resultados de

la investigacion a los participantes y a los profesionales médicos de la institucion.

En este estudio, se realizd urocultivos y se utilizaron procedimientos y técnicas
laboratoriales como pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana y, el método de
macrodilucion por diluciones seriadas dobles para medir la accion del antibidtico frente a la
bacteria E. coli. Se analizaron 59 muestras de urocultivo de las cuales el 76% (45 cepas)
resultaron positivos para Escherichia coli; y, en el 24 % de las cifras restantes positivos para

Klebsiella pneumoniae (10%), Proteus vulgaris y Proteus mirabilis (9 y 5%).

Para determinar la sensiblilidad y/o resistencia bacteriana de las cepas de E. coli se realiz6
la CMI de gentamicina dando como resultado sensibilidad en el 65 % de las cepas ensayadas
a concentraciones < 4 ug/mL, sensibilidad intermedia en el 22 % a 8 ug/mL y resistencia en
el 13 % de las cepas a concentraciones >16 ug/mL de antibiotico. Los resultados obtenidos de
la investigacion se socializaron a los participantes y a los profesionales de salud del Hospital

Militar mediante exposicion y entrega de tripticos.



4. REVISION DE LA LITERATURA
4.1 Infeccion de Vias Urinarias

4.1.1 Definicion

La Infeccion Urinaria se define como la invasion, colonizacion y multiplicacién del tracto
urinario por microorganismos, habitualmente bacterias o gérmenes que pueden proceder por

diferentes situaciones y causar infeccion (Tumbaco, A., & Martinez, L., 2013).

4.1.2 Etiologia

La via ascendente es la ruta utilizada para la mayoria de los microorganismos que infectan
al aparato urinario; es por ello, que las propiedades fisico-quimicas de la orina favorecen el
crecimiento y proliferacion de gérmenes. “Se considera que alrededor del 90 % de las ITU
estan causadas por bacterias y de éstas el 90% son causadas por bacterias Gran Negativas”

(Aljama, P.; Arias, M.; Caramelo, C.; Egido de los Rios, J.; Lamas, S. et al. 2008, pag: 529).

“Escherichia coli, es el agente causal que se encuentra en la mayoria de las ITU de
pacientes ambulatorios (80-90%) y menos frecuentes en hospitalarios (50%). El resto de
infecciones son producidas por otras enterobacterias, como: Proteus mirabilis y Klebsiella
spp " afirma Aljama, P., et al 2008 (Aljama, P.; Arias, M.; Caramelo, C.; Egido de los Rios,

J.; Lamas, S. et al. 2008, pag: 529).

La mayoria de estudios destacados conservan la misma tendencia, ubicando a Escherichia
coli como el principal agente causante de ITU con un 73% segun un estudio de la Escuela
Superior Politécnica De Chimborazo, seguido de Proteus spp. con un 27% (Romero, C.,

2012).

En el afio 2007 se realiza un estudio, donde se analizaron cultivos de 100 muestras de

orina, de gestantes que acuden Centro de Salud No 1 del canton Loja, donde se determino
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que en un 43% de los casos el germen identificado fue E. coli, seguido de Klebsiella spp. con

un 32% y Proteus spp. en 25% (Romero, C., 2012).

4.1.3 Patogenia

El mecanismo predominante de este grave problema es la infeccion por via ascendente. En
personas que presentan ITU, los microorganismos situados en el reservorio intestinal
colonizan la region perianal y por via ascendente a partir de una contaminacion fecal
alcanzan el vestibulo vaginal, penetran por la uretra, llegan a la vejiga y posteriormente al
resto del aparato urinario. Con frecuencia se manifiesta en el sexo femenino, debido a la
diferencia anatomica de la uretra que es corta y esta ubicada cerca al ano; mientras que, en el
varon la uretra tiene mayor longitud y ademas es poco probable su contaminacion debido a la
presencia de secrecion prostatica que posee una actividad bactericida (Aljama, P.; Arias, M.;

Caramelo, C.; Egido de los Rios, J.; Lamas, S. et al. 2008, pag: 531).

Algunos factores contribuyen con la penetracion y colonizacion del germen, estos son: la
actividad sexual, la instrumentacion del aparato urinario, las alteraciones en el flujo urinario y
pH, la menstruacion, cambios hormonales, habitos higiénicos y la presencia de orina residual
que produce la alteracion de la flora residente facilitando la infeccion (Aljama, P.; Arias, M.;

Caramelo, C.; Egido de los Rios, J.; Lamas, S. et al. 2008, pag: 530).

Las ITU son el resultado de interacciones entre el patégeno urinario y el huésped;
dependen en gran parte de los factores de virulencia de las bacterias, del tamafio del in6culo y
de la presencia de mecanismos de defensa del huésped que determinan el nivel definitivo de

colonizacién y la generacion de lesion de las vias urinarias (Wein, A, et. al. 2008, pag: 288).



4.1.4 Vias de acceso a la infeccion
4.1.4.1 Via Ascendente
Esta via favorece la adhesion de los microorganismos patdgenos a la mucosa del introito
siendo necesarios algunos factores para que esto ocurra, estos son: la colonizacion periuretral
de patdgenos provenientes de la flora intestinal, la colonizacion del vestibulo vaginal de la
uretra distal de los cuales dependeran las alteraciones que ocurran en la flora local y el pH
vaginal, influenciado por el nivel de estrégenos y su déficit que se relaciona con las cistitis

recurrentes en mujeres menopausicas (Wein, A., et. al, 2008. Pag 228; Romero, C., 2012).

4.1.4.2 Via Hematdgena

Es poco corriente, ocurre en situaciones en las que existen alteraciones en la resistencia
del individuo, siendo las infecciones sistémicas un factor asociado importante en casos
donde se presentan disfunciones anatomicas o funcionales de los rifiones (Aljama, P.; Arias,

M.; Caramelo, C.; Egido de los Rios, J.; Lamas, S. et al. 2008, pag: 531).

Algunas circunstancias favorecen la colonizacion hematdgena como: obstruccidn urinaria,
traumatismos e isquemias renales, analgésicos, poliquistosis renal y la diabetes mellitus; entre
otras (Aljama, P.; Arias, M.; Caramelo, C.; Egido de los Rios, J.; Lamas, S. et al. 2008, pag:

531).

4.1.4.3 Via Linfatica

La posibilidad de ITU por las vias linfaticas es infrecuente, permaneciendo dudosa su
relevancia, no siendo posible la caracterizacion de forma definitiva. Se piensa que la
transmision directa de bacterias desde drganos adyacentes por el conducto linfatico se puede
producir en circunstancias inusuales, como infecciones intestinales graves o absesos

retroperitoneales; asi como también, en condiciones en que la infeccion ocurra de forma
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ascendente, desde la vejiga a los rifiones, pero por medio de capilares linfaticos periureterales

(Wein, A, et. al., 2008. pag: 228.; Romero, C., 2012).

4.2 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
gramnegativas. Su nombre se debe la localizacion habitual como saprofitos en la flora normal
del tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en
el suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de

muchos animales ademas del hombre.

Escherichia coli es el microorganismo més prevalente de esta familia que se encuentra
constantemente en las materias fecales. Reside en el intestino delgado y grueso formando
parte de la flora nativa intestinal, sin causar dafio. Las infecciones producidas por cepas de E.
coli patdgenas pueden estar limitadas a mucosas o diseminarse; es una de las bacterias
prototipicas mas importantes del género enterobacteriaceae sometidas a estudio (Puerta-

Garcia, A., & Mateos-Rodriguez, F., 2010) (Romero, R., 2007).

4.2.1 Caracteristicas generales

La familia Enterobacteriaceae estd formada por bacilos gramnegativos aerobios y
anaerobios facultativos, fermentan glucosa con produccion de acido y en ocasiones gas, son
oxidasa negativos y reducen nitratos a nitritos. Algunos forman cépsula, desarrollan pilis y
fimbrias y pueden ser flagelados no esporulados, moviles o inmoviles. Son poco exigentes y
pueden actuar como oportunistas invadiendo la via ascendente del tracto urinario
produciendo infeccion; sobreviven en el ambiente, contaminan agua y alimentos y crecen en

medios de cultivo comunes (Romero, R., 2007.; Prats, G., 2006, pag 41).



4.3 Escherichia coli

Patégeno oportunista, forma parte de la familia Enterobacteriaceae; estd conformada por
bacilos Gram negativos no esporulados, mdviles con flagelos peritricos o inmoviles,
aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios simples
con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u otros
carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de nitratos a nitritos.

(Romero, R., 2007, pag: 753).

Son bacterias de crecimiento rapido y de amplia distribucion en el suelo, agua, vegetales
y gran variedad de animales. E. coli en su habitat natural, reside en los intestinos de los
mamiferos. En personas sanas; es decir, cuando la bacteria que habita en su interior no
adquiere elementos genéticos que codifican factores virulentos, acta como un comensal
formando parte de la flora intestinal y ayudando a la absorcion de diversos nutrientes

(Romero, R., 2007, pag: 753; Cervantes, B., & Vera, L., 2011).

4.3.1 Caracteristicas morfoldgicas

Son bacilos rectos, cortos, generalmente flagelados peritricos y, motiles que pueden
desarrollarse en condiciones aerobias y anaerobias; son facilmente cultivables en medios
nutritivos convencionales. En la tincion de Gram se pueden observar bacilos que se tifien de

color rosado a rojo (V, Ausina & S, Moreno., 2006, pag: 327).

4.3.2 Caracteristicas nutricionales

Son aerobios y anaerobios facultativos no exigentes, pueden crecer en un rango de
temperatura minima que oscile entre 5-7 °C, siendo Optima a 37 °C y maxima como a 45 °C;
con pH de 7. Poseen una elevada actividad metabdlica, fermenta glucosa, lactosa y otros

azucares a partir de hidratos de carbono. (V, Ausina & S, Moreno., 2006, pag: 327).
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4.3.3 Caracteristicas coloniales

Las colonias de E. coli son cremosas de color blanquecino. En agar E.M.B. (eosina y azul
de metileno) miden de 2 a 4 mm de didmetro, un centro grande de color oscuro e incluso
negro, y tienen brillo verde metalico cuando se observan con luz refleja. En agar MacConkey
las colonias son rojas con halo turbio (Bonilla, S., 2011.; V, Ausina & S, Moreno., 2006, pag:

327).

4.4 Resistencia Antimicrobiana

Es un fendmeno por el cual un microorganismo se hace inmune a los efectos de los
medicamentos antimicrobianos a los que anteriormente era sensible. Se ve facilitada por el
uso inadecuado de los medicamentos, como, por ejemplo, cuando se toman dosis
insuficientes o0 no se finalizan los tratamientos prescritos, de esta manera, los tratamientos
habituales se wvuelven ineficaces y las infecciones persisten (Olano, M., Ochoa, M.,

Salirrosas, J., & Vazquez, A. et al. 2014).

4.4.1 Mecanismos de resistencia de las bacterias

Existe una resistencia natural o intrinseca en las bacterias si carecen de punto diana para
un antibiotico dado (falta de pared en el Mycoplasma en relacion con los betalactdmicos)

(Olano, M., Ochoa, M., Salirrosas, J., & Vazquez, A. et al. 2014).

Desde el punto de vista clinico, la resistencia adquirida es realmente importante debido a
la modificacion de la carga genética de la bacteria que puede aparecer por mutacion
cromosOmica 0 por mecanismos de transferencia genética. La primera puede ir seguida de la
seleccion de las mutantes resistentes, pero la resistencia transmisible puede estar mediada por
plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de una bacteria a otra (Olano, M.,

Ochoa, M., Salirrosas, J., & Vazquez, A. et al. 2014).
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4.4.1.1 Inactivacion del antibiotico por enzimas:

La bacteria produce enzimas que inactivan al antibiotico (las betalactamasas). En los gram
positivos suelen ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las gram negativas de

origen plasmidico o por transposones, constitutivas y peripldsmicas (Romero, C., 2012).

4.4.1.2 Obstruccion de la llegada del antibidtico al punto diana:

Las mutaciones en las porinas de la pared producidas por las bacterias impiden la entrada
de ciertos antibioticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte (aminoglucésidos
en los anaerobios). En otras ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un
mecanismo de expulsién activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que

actle eficazmente (Romero, C., 2012.; Olano, M., J., & Vazquez, A. et al. 2014).

4.4.1.3 Alteracion del punto diana:

Impidiendo o dificultando la accién del antibidtico. Las alteraciones a nivel del ADN
girasa (quinolonas), del ARNr 23S (macrolidos), de las enzimas PBPs, proteinas fijadoras de
penicilina, que causan la resistencia a betalactdmicos (Romero, C., 2012.; Olano, M., Ochoa,

M., Salirrosas, J., & Vazquez, A. et al. 2014).

4.5 Antibiotico

Son sustancias (obtenidas de bacterias u hongos, o bien obtenidas de sintesis quimica) que
se emplean en el tratamiento de infecciones. La eleccion de uno u otro antibidtico en el
tratamiento de una infeccion depende del microorganismo (obtenido por cultivo), de la
sensibilidad del microorganismo, la gravedad de la enfermedad, la toxicidad, los antecedentes
de alergia del paciente y el costo. Romero, C., 2012.; Olano, M., Ochoa, M., Salirrosas, J., &

Vazquez, A. et al. 2014).
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45.1 Gentamicina

Antibiético aminoglucésido de uso parenteral, producido por un actinomiceto
(Micromonospora purpurea), inhibe la sintesis proteica de los microorganismos, son
relativamente toxicos en comparacion con otras clases de antibioticos y son Utiles para tratar
infecciones causadas por bacterias gramnegativas aerobias. A pesar de que casi todos los
inhibidores de la sintesis proteica de los microbios son bacteriostaticos, los aminoglucésidos
son bactericidas (DeCherney, A.; Laufer, N.; Nathan, L.; Roméan, A., et al. 2014) (Vives, E.;

Medvedovsky, E. & Rothlin, R., et al. 2010).

45.2 Mecanismo de accién

Son bactericidas rapidos, la destruccion de la bacteria depende de la concentracion, y
cuanto mas alta es esta, mayor es la rapidez con que destruye a los microorganismos. Acttan
fundamentalmente sobre bacterias gram (-), por lo tanto deben atravesar una membrana
externa, que las gram (+) no poseen, y la membrana citoplasmatica para llegar a su sitio de

accion intracelular (Vives, E.; Medvedovsky, E. & Rothlin, R., et al. 2010).

Penetra en la pared de la membrana celular, se une de manera irreversible a la subunidad
30S del ribosoma bacteriano impidiendo la transcripcion de su DNA e inhibe la sintesis de
proteinas en los microorganismos susceptibles (DeCherney, A.; Laufer, N.; Nathan, L.;

Roman, A, et al. 2014).

Paso a la membrana externa: Atraviesan esta membrana difundiendo por poros formados
por unas proteinas denominadas porinas. En células bacterianas mutantes (densidad de
porinas 3%), no se afecta la susceptibilidad a estos antibidticos, por lo que la disminucion de
la densidad de porinas no parece ser un mecanismo efectivo de resistencia (la ausencia de

porinas es incompatible con la vida bacteriana) (Vives, E.; Medvedovsky, E. & Rothlin, R., et
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al. 2010).

Paso a la membrana celular: Se efectla por un mecanismo que requiere energia
proveniente del transporte de electrones en la membrana (la membrana bacteriana tiene las
funciones de las membranas plasmatica y mitocondrial de las células eucariotas), por la
necesidad de que haya un potencial de membrana para impulsar el paso de los antibidticos al
interior de la bacteria. Este transporte es concentrativo (contra gradiente) y permite que los
aminoglucoésidos alcancen altas concentraciones en el interior de la bacteria (Vives, E.;

Medvedovsky, E. & Rothlin, R., et al. 2010).

Efectos sobre la funcion ribosomal: Cuando penetran la pared de la membrana celular, se
unen a la subunidad 30s de los ribosomas bacterianos. Los sitios de unién son proteinas que
constituyen, a su vez, el sitio de unién del ARNt al ribosoma, esto provoca una alteracion en
la interaccion codon — anticodon, resultando una mala lectura del codigo genético, existe una
correlacion importante entre la actividad bactericida (Vives, E.; Medvedovsky, E. & Rothlin,

R., et al. 2010).

4.5.3 Complicaciones

Los aminoglucosidos son utilizados ampliamente y son medicamentos importantes, pero
una limitacion grave es su toxicidad notable, entre las consecuencias estan la nefrotoxicidad y

ototoxicidad (Vives, E.; Medvedovsky, E. & Rothlin, R., et al. 2010).

Contraindicada en pacientes alérgicos, puede causar diversos grados de nefrotoxicidad
debido a una elevacion en el nitrégeno ureico en sangre y creatinina produciendo enfermedad
renal previa; se vuelve reversible al discontinuar las dosis del antibiotico. Contraindicada en
el embarazo debido a la posible anormalidad del feto (DeCherney, A.; Laufer, N.; Nathan, L.;

Roman, A, et al. 2014., pag: 743).
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4.6 Métodos de Diagndstico

4.6.1 Cultivo de Orina (Urocultivo)

Permite conocer la cantidad de bacterias presentes mediante la colocacion de una gota de
orina que se siembra por agotamiento con un asa bacteriologica en una placa con agar. Tras
incubacién de 24 horas, el crecimiento bacteriano se observa y se expresa en unidades

formadoras de colonias UFC por mililitro (Wein, A., et. al., 2008., pag.: 240).

Este procedimiento diagnostico es muy esencial, constituye una prueba firme que sirve
para identificar el agente causal, su sensibilidad y resistencia; asi como también, para conocer
la epidemiologia en el area. Un recuento menor a 100.000 UFC/mI o el desarrollo de més de
dos microorganismos reflejan contaminacién de la muestra y no una infeccién del tracto

urinario (Garzon, J. & Guamén, M., 2008.; Wein, A., et. al., 2008., pag: 240).

4.6.1.1 Agar sangre:
Medio no selectivo, empleado para el aislamiento primario de bacterias; en este medio

proliferan todo tipo de bacterias tanto grampositivas como gramnegativas (Wein, A, et. al.,

2008., pag: 240).

4.6.1.2 Agar MacConkey

Medio diferencial exclusivo para el crecimiento de enterobacterias ya que la mayoria de
estas utilizan la lactosa; las colonias metabolizadoras aparecen rosadas debido a la
produccién de acidos mixtos. Este medio inhibe el crecimiento de bacterias grampositivas

(Koneman, E.; Allen, S. et al., 2006. pag: 214).
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4.6.2 Tincion de Gram

Técnica utilizada para el examen microscopico de las bacterias, con ella se puede
diferenciar a las bacterias en dos grandes grupos: las que captan colorante basico o cristal
violeta que se tifien de color purpura (grampositivas), y las que pierden ese colorante por

lavado con el decolorante alcohol o acetona se tifien de color rosa o rojo (gramnegativas).

La diferencia radica en la composicion de la pared de las células grampositivas que
contienen una capa gruesa de peptidoglucano con enlaces cruzados de &cido teicoico que le
confieren capacidad para resistir la decoloracion con el alcohol; por el contrario, las paredes
de las células gramnegativas contienen una capa de peptidoglucano mas delgada; esto
explica las diferencias en la tincién de Gram entre los dos grupos principales (Sahm, D. &

Weissfeld, A., 2007., pag. 81).

4.6.3 Pruebas basadas en enzimas

Se usan para determinar la presencia de una enzima especifica 0 una via metabdlica
completa que puede contener varias enzimas diferentes. Proporcionan resultados rapidos, son
faciles de realizar e interpretar y desempefian un papel fundamental en el esquema de la

identificacion (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 110).

4.6.3.1 Catalasa:

Cataliza la liberacion de agua y oxigeno a partir del peréxido de hidrégeno. Se determina
por andlisis directo de un cultivo bacteriano que se mezcla con una solucion de peroxido de
hidrogeno; la aparicion de burbujas (catalasa positiva), si no hay aparicion de burbujas
(catalasa negativa). Se utiliza para la identificacion de microorganismos grampositivos

(Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag.: 110).
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4.6.3.2 Oxidasa:

Participa en el transporte de electrones y en la via metabdlica del nitrato de ciertas
bacterias. Se determina haciendo pasar una tira impregnada de reactivo sobre una colonia del
agar. Se emplea para la identificacion de bacterias gramnegativas (Sahm, D. & Weissfeld,

A., 2007., pag. 110).

4.6.4 Pruebas Bioquimicas

Son la base en la identificacion de los diferentes agentes bacterianos debido a que cada
microorganismo emplea un cuadro diferente de reacciones, determinan el género y la especie

segun el microorganismo de interés. (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 110).

4.6.4.1 Agar Triple Sugar Iron (TSI):

Medio de cultivo diferencial basado en la capacidad que tienen los bacilos gramnegativos

para fermentar carbohidratos, azlcares, producir H2S y gas. (Prats, G., 2006., pag: 63).

4.6.4.2 Prueba de Ureasa:

Permite la deteccion de cantidades de amoniaco para aquellos microorganismos que

hidrolizan la urea a través de la enzima ureasa (Prats, G., 2006., pag: 64).

4.6.4.3 Citrato de Simmons (CIT):

Determina la capacidad de un microorganismo de utilizar el citrato de sodio como Unica
fuente de carbono y energia para su metabolismo y crecimiento; debido a esto, las bacterias
que lo requieran creceran alcalinizando el medio (Prats, G., 2006., pag: 63).

4.6.4.4 Agar Lisina- Hierro (LIA):

Método basado en la decarboxilacion y desaminacion de la lisina y en la produccion de
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acido sulfhidrico (Prats, G., 2006., pag: 64).

4.6.4.5 Sulfide Indole Motilily (SIM):

Ayuda a verificar la movilidad, produccién de indol y de sulfuro de hidrégeno de la
bacteria. El indol producido a través del triptofano, se determina al afiadir una solucién
alcoholica para dar lugar a coloracion roja en fase sélida (Prats, G., 2006., pag: 64).

4.6.5 Antibiograma

Método in vitro que determina la suceptibilidad de microorganismos a una variedad de
agentes microbianos, por medio de discos impregnados de antibidticos sobre un medio
previamente inoculado de una suspension bacteriana para determinar la inhibicion del

antibiotico mediante la cuantificacion del halo que mide su resistencia o sensibilidad.

Un antibidtico se considera activo frente a una bacteria cuando inhibe su multiplicacion;
estos métodos se realizan bajo condiciones laboratoriales especificas y estandarizadas (Prats,

G., 2006., pag: 48).

4.7 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

4.7.1 Concepto

Se define CIM como la minima concentracion de antibidtico que en un periodo de tiempo
predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un inoculo bacteriano
previamente estandarizado (concentracion conocida de gérmenes). La determinacion de la
CIM puede realizarse por micro o macrodilucion en caldo, dilucién en agar o E-test (marca

comercial) (Taroco, R., Seija, V., & Vignoli, R., 2008).
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4.7.2  Utilidad

Determina la susceptibilidad antimicrobiana de organismos involucrados en procesos
infecciosos cuando la suceptibilidad del organismo no puede ser predecida por su
identificacion. La suceptibilidad del patron de antibidtico es algunas veces utilizada como
monitor en las infecciones nosocomiales y para evaluar el seguimiento y el desarrollo de

resistencia de los nuevos antimicrobianos (Taroco, R., Seija, V., & Vignoli, R., 2008).

4.8 Técnicas de dilucién

Miden directamente de forma cuantitativa la actividad "in vitro™ de un antimicrobiano a
diferentes concentraciones frente a una suspension de bacterias. Se realizan en tubos o placas
con caldo o agar Mueller Hinton para determinar el impacto de la presencia del farmaco
sobre el crecimiento bacteriano e informar al médico sobre la resistencia o la disminucién de

la sensibilidad del microorganismo (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 188).

4.8.1 Dilucién en caldo

Consiste en exponer el microorganismo de interés a agentes antimicrobianos en un medio
liqguido (caldo de cultivo). Cada agente antimicrobiano se prueba en un rango de
concentraciones que suele expresarse en un ug de farmaco activo/mL de caldo nutritivo. Se

pueden emplear dos métodos: (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 190).

4.8.1.1 Microdilucion:

Este método involucra pequefios volumenes de caldo con antimicrobiano a diferentes
concentraciones de forma creciente. La prueba se realiza en policubetas de plastico estériles
de fondo conico o redondo o en placas de microtitulacion. EI volumen total de caldo es de

0.05a0.1 mL (CLSI.2012) (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 190).
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4.8.1.2 Macrodilucion:

Se considera como una “Prueba de Oro”, ya que mediante este método se puede medir de
forma exacta y confiable la CMI del antibidtico que es capaz de inhibir el crecimiento

bacteriano.

Aunque la técnica resulte tediosa, este procedimiento se realiza en tubos de ensayo, a los
cuales se les agrega el antibidtico (ATB) en distintas concentraciones (normalmente mediante
diluciones seriadas dobles). Luego se inoculan cada uno de los tubos con una suspension
estandarizada del microorganismo en estudio (0.5 escala de Mcfarland). Después de incubar
las pruebas, se observa la presencia de crecimiento bacteriano en cada tubo para determinar la
CMI en ug/mL del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado y asi poder evaluar la
sensibilidad o su resistencia. EI volumen habitual de caldo es de 1 mL, o mas (NCLSI.2012)

(Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 191).
4.8.2 Dilucién en medio sélido

Se realiza en un medio sélido; implica la incorporacion de concentraciones variadas de
agentes antimicrobianos, en un medio solidificado con agar, utilizando generalmente
diluciones seriadas dobles y la aplicacion de un indculo bacteriano definido a la superficie de

la placa que contiene el agar (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag: 193).

4.8.3 Meétodo de epsilometria E-test

Es un método muy simple y facil de usar; el epsilometro se compone de una tira solida de
un material inerte, con una gradiente predefinido y sefialado de antimicrobiano con una
escala de lectura. La tira de E-test\ se coloca sobre una placa debidamente inoculada; tras

incubacion de las placas, se puede observar a ambos lados de la tira una zona de inhibicién
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elipsoidal y simétrica. La carga indicada del punto de la tira en que el extremo de la zona de

inhibicion intersecciona con ella es el valor de la CMI (Prats, G., 2006., pag: 52).

48.4 Meétodos automatizados

Estos métodos utilizan sistemas de microdilucion en medio liquido sobre microplacas con
pocillos en "U" e interpretan el crecimiento bacteriano en los diferentes pocillos por medio de
un autoanalizador (mediciones por turbidez o fluorescencia). Se realizan de forma facil y

rapida (Sahm, D. & Weissfeld, A., 2007., pag. 200).

21



5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

La presente investigacion, se enmarcd en las caracteristicas de un estudio descriptivo y de

corte transversal.

5.2 AREA DE ESTUDIO.

Se realiz6 en el Hospital Militar Basico 7-Bl, nivel Il de la ciudad de Loja. A nivel
hospitalario cuenta con 40 camas y ofrece atencién médica en 15 especialidades, entre ellas:
medicina interna, emergencia, rehabilitacién, dermatologia, ginecologia, traumatologia,
pediatria, laboratorio clinico, imagenologia, cardiologia, radiologia, psicologia, psiquiatria,
nutricion y cirugia. Se encuentra ubicado en la calle Coldn, entre Bernardo Valdivieso y

Bolivar.

5.3 Universo: El universo estuvo constituido por todos los pacientes de consulta externa que

acuden a recibir atencion médica.

5.4 Muestra: 146 pacientes que acudieron a consulta externa con solicitud de urocultivo

durante el periodo marzo- mayo del 2015.

5.5 CRITERIOS DE INCLUSION:

v Pacientes de consulta externa que asistieron al Hospital Militar 7-Bl con diagnéstico
presuntivo de ITU y con pedido de urocultivo.

v' Pacientes que firmaron el consentimiento informado y que aceptaron participar
voluntariamente en el proceso de investigacion. (ANEXO Nro. 3)

v" Aguellos pacientes cuyos urocultivos resultaron positivos para Escherichia coli con

crecimiento de colonias mayor a 100.000 UFC.
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5.6 CRITERIOS DE EXCLUSION:

v' Pacientes que recibieron terapia antimicrobiana previo a la recoleccion de la muestra.
v" Urocultivos que resultaron negativos para E. coli.
5.7 METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

Para el desarrollo del trabajo investigativo se aplico los siguientes procedimientos:

5.7.1 Fase Preanalitica

v Oficio al Director del Hospital Militar 7-Bl de la ciudad de Loja solicitando el permiso
respectivo para realizar la investigacion. (ANEXO 1)

v Oficio dirigido al Director del Centro de Investigaciones y Servicios de Analisis
Quimicos "CISAQ" de la Universidad Nacional de Loja solicitando autorizacion para
la realizacion del trabajo de campo. (ANEXO 2)

v Se elabord una hoja de consentimiento informado al paciente para que autorice la
participacion en el proyecto de investigacion. (ANEXO 3)

v Se llené una ficha de registro con informacién de datos personales del usuario, se

registrd el nimero de muestra y observaciones. (ANEXO 4)

5.7.2 Fase Analitica (Procesamiento de la muestra)

v Preparacion de Medios de Cultivo: Agar MacConkey, agar base sangre utilizando
hemoglobina de cordero liofilizada; y, pruebas bioquimicas para la identificacién de E.
coli. En la preparacion del Agar Base Urea se uso un aditivo de Urea al 50 %. Ademas
se verifico su esterilidad por medio de la adicion de cintas indicadoras de
esterilizacion; se realizo la preparacion del caldo Mueller Hinton para medir la CMI.

(ANEXO 5)
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v Cepa Control: Se realiz6 la reconstitucion de la Cepa Control ATCC 25922 E. coli;
para su crioconservacion durante el tiempo del muestreo, se colocd en viales con
glicerina al 50% a una temperatura de —20 °C para su congelacion. (ANEXO 6)

v' Control de calidad: Los diversos medios de cultivo se realizaron siguiendo
protocolos establecidos: 1). Control de esterilizacion en cada lote; se incubd una
muestra representativa del lote preparado por 24 a 48 horas a una temperatura de 37°C,
verificando luego de este tiempo que no haya presencia de crecimiento bacteriano.
2).Prueba de funcionalidad en medios de cultivo; se ensay6 un vial de cepa control
ATCC 25922 de E. coli semanalmente para verificar el crecimiento éptimo y la
reaccion que produce en cada medio. (ANEXO 7)

v Protocolo de control de calidad con la cepa ATCC 25922 de E. coli para medir la
Concentracion Minima Inhibitoria del antibidtico frente a la cepa control; este
procedimiento se realizé por triplicado teniendo como referencia los manuales de
estandarizacion del CLSI 2015. (ANEXO 7)

v Se realiz6 una prueba piloto previo al analisis de las muestras utilizando la cepa
control ATCC 25922 de E. coli en donde se ensayé la siembra, identificacion con
pruebas bioquimicas y la CMI usando controles positivos y negativos mediante la
aplicacion de calculos para las diluciones seriadas del antibiético. (ANEXO 8)

v’ Se procedi6 a realizar la siembra del espécimen usando como protocolo el método de
Kass para el aislamiento de colonias. Las muestras de orina se sembraron por
triplicado en el Hospital Militar 7-Bl en agar base sangre y medio diferencial agar
MacConkey para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo;
posteriormente para su incubacion fueron transportadas al CISAQ. (ANEXO 9)

v Se aplic6 un protocolo para el transporte y conservacion de cultivos de orina, mismas

que fueron llevadas en couler (medio de transporte) hasta el CISAQ-UNL. Se

24



incubaron a 37 °C por 24-48 horas; transcurrido este tiempo se observd crecimiento
bacteriano, se dio lectura y procedio al contaje de las colonias. (ANEXO 10)

v Se procedié a realizar el método de tincién de Gram a partir de las colonias aisladas
para identificar el grupo de bacterias que crecieron en el medio de cultivo; a través del
microscopio, se identifico cocos y bacilos grampositivos y negativos. (ANEXO 11)

v’ Se efectud las pruebas bioquimicas para bacterias gramnegativas en agar TSI, Citrato,
Urea, Lisina y SIM, respectivamente. En el SIM se realizo la prueba de indol mediante
la adicion de reactivo de Kovac. Ademas se realizé pruebas como: catalasa y oxidasa.
(ANEXOS 8y 12)

v A las 24 horas se procedié a la lectura de las pruebas utilizando la tabla de
identificacion de enterobacterias, especialmente para determinar E. coli. (ANEXO 13)

v' Se realizé la CMI mediante el Método de Determinacion de Sensibilidad
Antimicrobiana por Dilucién estandarizado en el CLSI (macrodilucién); las diluciones
del antibiético se realizaron en caldo Mueller Hinton, se adicion6d suspension de
bacteria (E.coli) al 0.5 de la escala de McFarland; previo a incubacion, a las 24 horas

se did lectura a la observacion del crecimiento bacteriano en cada tubo. (ANEXO 14)

5.7.3 Fase Post Analitica:

v Los resultados de los analisis se registraron en un “Informe Interno de Resultados del
Laboratorio™ con los datos obtenidos de las pruebas ensayadas. (ANEXO 15)

v" Los resultados de la CMI de gentamicina se registraron por triplicado en un formato
acorde a la cantidad de tubos utilizados en las diluciones seriadas de antibiotico.

(ANEXO 16)
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v/ Se entreg6 tripticos mediante socializacién de resultados a los médicos y a los
usuarios que acudieron al Hospital Militar 7B-I de la ciudad de Loja. Se presentaron
las tablas estadisticas obtenidas en el estudio. (ANEXO 17)

v Se entreg6 los resultados obtenidos al responsable del Centro de Investigaciones y
Servicios de Analisis Quimicos para su revision, otorgando un certificado de

desarrollo de Tesis durante el periodo marzo-mayo 2015. (ANEXO 18)

5.7.4 PLAN DE TABULACION

v La tabulacion y andlisis de resultados se realizaron en tablas estadisticas desarrolladas
en el programa Excel; se elaboraron gréaficas para mejorar la interpretacion de los

datos en el estudio.
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6. RESULTADOS

TABLA N° 1

UROCULTIVOS REALIZADOS EN PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL
HOSPITAL MILITAR HB-7 PARA IDENTIFICACION DE Escherichia coli

MICROORGANISMO | FRECUENCIA | PORCENTAIJE %
E. coli 45 76 %
Klebsiella pneumoniae 6 10 %
Proteus vulgaris 5 9 %
Proteus mirabilis 3 5%
TOTAL 59 100 %

Fuente: Registro de la investigacion.
Elaborado por: Ximena Lizbeth Lanche Silva

GRAFICO N° 1

UROCULTIVOS REALIZADOS EN PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL
HOSPITAL MILITAR HB-7 PARA IDENTIFICACION DE Escherichia coli.
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Fuente: Registro de la investigacion.
Elaborado por: Ximena Lizbeth Lanche Silva

Interpretacion:

Se analizd un total de 59 muestras de urocultivo, de las cuales se observd que el
microorganismo aislado con mayor frecuencia fué E. coli con un 76% (45 cepas), esto indica
que este género bacteriano es el principal agente causal que con relevancia se manifiesta en
ITU de pacientes que acuden a consulta externa del Hospital Militar.
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TABLA N° 2

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA EN EL
CRECIMIENTO BACTERIANO DE LAS CEPAS DE Escherichia coli EN
UROCULTIVOS DE PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL HOSPITAL
MILITAR HB-7 Y DETERMINACION DE SU SENSIBILIDAD Y/O RESISTENCIA

GENTAMICINA
Escherichia coli CLSI 2015 FRECUENCIA PORCENTAIJE %
SENSIBLE <4 ug/mL 29 65 %
INTERMEDIO 8 ug/mL 10 22 %
RESISTENTE >16 ug/mL 6 13 %
TOTAL 45 100 %
Fuente: Registro de la investigacion.
Elaborado por: Ximena Lizbeth Lanche Silva
GRAFICO N° 2

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA EN EL
CRECIMIENTO BACTERIANO DE LAS CEPAS DE Escherichia coli EN
UROCULTIVOS DE PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL HOSPITAL
MILITAR HB-7 Y DETERMINACION DE SU SENSIBILIDAD Y/O RESISTENCIA
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Fuente: Registro de la investigacion.
Elaborado por: Ximena Lizbeth Lanche Silva

Interpretacion:

De los 45 urocultivos positivos para Escherichia coli, se evidencio CMI de gentamicina en
diluciones < 4ug/ml, observando inhibicion del crecimiento bacteriano a esta concentracion.
Ademas tenemos que, la alta tasa de sensibilidad (65%) y baja resistencia (13%) para las
cepas de Escherichia coli dan como resultado elevada eficacia del antimicrobiano.
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SOCIALIZACION DE RESULTADOS

Luego de realizado el trabajo de campo, se llevo a cabo la socializacion de resultados a los
profesionales de salud y a los participantes de la investigacion el dia miércoles 05 de agosto
del 2015, a las 08h00 bajo la supervision del Tnte. José Zambrano en el salon de
exposiciones del Hospital Militar 7-BI de Loja; por medio de exposicion, se abordaron temas
como: objetivos de la investigacion, infeccion de vias urinarias, Escherichia coli como agente
causal de ITU, antibioticos usados para tratar las infecciones, resultados, conclusiones y
recomendaciones del estudio. El evento se desarrolld con el proposito de crear conciencia y
tomar medidas preventivas para minimizar las ITU en los usuarios del centro de salud,
erradicar la ingesta de antibidticos sin prescripcion médica y la importancia que tiene la
realizacion de examenes laboratoriales (urocultivos) en la confirmacion de este tipo de

infeciones y en el diagnodstico oportuno de enfermedades.
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7. DISCUSION
Uno de los propdsitos principales de la terapia antimicrobiana es proveer una cantidad

optima del medicamento para que sea activo en el sitio de infeccion.

La presente investigacion se orientd a caracterizar la CMI de gentamicina frente a
Escherichia coli como agente principal causante de ITU en pacientes de consulta externa del
Hospital Militar de Loja. Se analiz6 mediante urocultivo muestras de 146 pacientes, de las
cuales 59 fueron positivos con crecimiento bacteriano, en las que se identifico cuatro tipos de
bacterias: E. coli 76% (45 cepas), Klebsiella pneumoniae 10% (6 cepas), Proteus vulgaris (5
cepas) y Proteus mirabilis (3 cepas) en un 9% y 5% respectivamente. Por otro lado, se
realiz6 la Concentracion Minima Inhibitoria por macrodiluciéon de gentamicina frente a las
cepas positivas de E. coli en las cuales se observo sensibilidad de las bacterias con inhibicion
a concentraciones < 4 ug/mL de antibidtico en un 65% (29 cepas), el 22% (10 cepas)
intermedio con 8 ug/mL y el 13% (6 cepas) que mostrd resistencia a concentraciones > 16

ug/mL segun lo establecido por la tabla M-100 S25 del NCLSI 2015.

En un estudio similar realizado en el Hospital Modelo de Kathmandd- Nepal (2007), se
analizaron 710 muestras de orina de pacientes ambulatorios y hospitalizados con casos
sospechos de 1TU, 219 muestras presentaron aislamiento bacteriano, presentandose E. coli en
un 81.3% (178 aislamientos; 167 en pacientes hospitalizados y 11 en ambulatorios).
Mediante la técnica de macrodilucion, 35 cepas de 48 sometidas a estudio mostraron
resistencia de 72.9% a gentamicina. Al contrastar estos datos con el estudio realizado, hemos
encontrado una alta prevalencia de infecciones del tracto urinario en ambos casos siendo E.
coli el agente causal de ITU. En la poblacion de Nepal se revela un elevado porcentaje de
resistencia a gentamicina debido a las condiciones de las instalaciones para el cultivo de orina
y de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana que alin no estan disponibles, lo que lleva a

un diagndstico incorrecto y tratamiento irracional. Los factores influyentes fueron la
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demografia del paciente y el uso imprudente de los agentes antimicrobianos, que es una
practica comun de los malos usos de antibioticos en Nepal (la automedicacion). En nuestro
estudio aun se muestran cifras bajas de resistencia siendo alta la sensibilidad de la bacteria
para el antibidtico aplicado, esto podria deberse a que la poblacion en estudio fueron

pacientes de consulta externa; por lo tanto, se presentaron pocos casos de ITU.

Ferdosi-Sh E, (2015) en otro estudio realizado en “Ayatollah Rouhani™ Hospital Docente
de la Universidad de Ciencias Médicas de Babol al norte de Irén, en el afio 2013 aislaron 57
muestras de orina con Escherichia coli procedentes de pacientes de la comunidad, estas
fueron analizadas para evaluar los patrones de resistencia frente a varios antimicrobianos que
comunmente son utilizados para la terapia empirica. Al aplicar gentamicina, los resultados
mostraron sensibilidad de un 63.2 %, sensibilidad intermedia 12.3% ' resistencia 24.6%. El
hallazgo de nuestro estudio muestra gran similitud con los resultados de esta investigacion; al
igual que otros estudios, esto podria afirmar que bajo control gentamicina seria un
antibidtico que si se puede emplear como terapia alternativa para tratar ITU complicadas

debido a su gran eficacia en cepas multirresistentes.

En Ecuador no se han realizado estudios que permitan determinar la CMI, a pesar de
existir tecnologia, equipos y personal capacitado para desarrollar investigaciones que
contribuyan a obtener datos estadisticos de posibles resistencias a los antibidticos y

minimizar en cierta parte las enfermedades que ocasionan las ITU.

Si bien la morbilidad a nivel mundial de ITU actualmente es alta, la resistencia de la
bacteria a los aminoglucosidos aun es baja porque de acuerdo a los estudios se ha presentado
con menor frecuencia. Esto afirma que gentamicina puede seguir siendo utilizado para la
terapia antimicrobiana de ITU complicada debido a la alta sensibilidad que muestran las

cepas de E. coli. Cabe recalcar que este grupo de antibioticos al igual que otros se han
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convertido en un problema para el tratamiento de algunos casos de infecciones sobre todo
cuando hay factores que provocan que las bacterias adopten mutaciones genéticas y la accion

del farmaco resulte ineficaz.

El método de macrodilucion se considera como una técnica exacta y confiable que mide
con precision de forma manual las concentraciones en las que actia el antibiotico.
Actualmente no se la emplea en los laboratorios de rutina por ser laboriosa y necesita un
lapso prolongado de tiempo, hecho que limita la posibilidad de realizar investigaciones por
este método. Algunos investigadores han optado por el método de microdilucion que no es
mas que el mismo método ensayado con concentraciones mas pequefias de volumen en

pocillos que son leidos en un equipo automatizado para medir la CMI.
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8. CONCLUSIONES

En las 59 muestras de urocultivos con crecimiento bacteriano, se pudo determinar que el
principal microorganismo causal de ITU fue E. coli en un 76% de los casos (45 cepas), lo
que confirma que es el agente etiolégico comunmente aislado en la gran mayoria de

infecciones de vias urinarias de pacientes del Hospital Militar.

Con la informacion obtenida a través de la técnica de macrodilucion se logro establecer la
CMI de gentamicina determinando que a concentraciones < 4 ug/ml, el 65% de las cepas
de E. coli tienen alta sensibilidad antimicrobiana, el 22% sensibilidad intermedia y el
13% resistencia. Estos resultados nos indican que gentamicina es un antibidtico que tiene
un amplio espectro de accion sobre las bacterias gramnegativas; por lo tanto, se lo
considera efectivo para el tratamiento de infecciones urinarias complicadas debido a su

elevada sensibilidad y baja resistencia.

Se socializo los resultados en el salon de exposiciones del Hospital Militar 7-BI Loja a los
usuarios y profesionales de salud concluyendo que E. coli es el agente causal de la
mayoria de ITU que actualmente afecta a la poblacion local y por medio de métodos de
diagnostico el laboratorio clinico aporta datos de gran interés para la seleccion
antimicrobiana, siendo la correcta toma de muestra es un paso principal para garantizar la

confiabilidad de los resultados.
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9. RECOMENDACIONES

A los estudiantes de la carrera de Laboratorio Clinico que realicen estudios sobre
resistencia bacteriana mediante técnicas moleculares que proporcionen informacion

exacta y precisa debido a que no existen investigaciones a nivel local respecto al tema.

Que, la Universidad Nacional de Loja, en especial la Carrera de Laboratorio Clinico
motive a los estudiantes a realizar estudios similares, en diferentes ciudades de la region
sur del Ecuador, con el fin de establecer estadisticas de acuerdo a nuestra realidad y en
base a ella las autoridades pertinentes tomen acciones frente al problema de la resistencia

bacteriana.
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11. ANEXOS
ANEXO Nro. 1

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

Area de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Loja, 02 de Marzo del 2015.

Crnel. Edison Moreno.
DIRECTOR DEL HOSPITAL MILITAR BRIGADA Nro 7 DE LA CIUDAD DE LOJA.

Ciudad.

De mis consideraciones:

Por el presente y dando cumplimiento al proyecto de tesis de autoria de la
estudiante Ximena Lizbeth Lanche Silva, del séptimo mdédulo de la Carrera de
Laboratorio Clinico del Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja,
certifico que el proyecto ha cumplido todos los requisitos para su respectiva
ejecucidén; asi mismo se conceda el permiso correspondiente para la obtencién de las
muestras de orina de pacientes de consulta externa que acuden al Hospital Militar con
pedido de urocultivo en el periodo Marzo-Abril del 2015 , el cual tiene como tema:
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA FRENTE A ESCHERICHIA
COLI EN MUESTRAS DE UROCULTIVO DE PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL
HOSPITAL MILITAR DE LA CIUDAD DE LOJA.

Por la atencién que le conceda a la presente, le expreso mis sentimientos de
agradecimientos y consideracién

Muy atentamente,

2 Y ‘ e
Lcda. Glen i — P (
DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO SECCION: .o .o o .. P IS
; FEC*. 02/03/0s5 1 .
\)j\/ HOr . .. . J2uo6. o
AT, T \ .
i -/7/7‘% v 4 e covnlipcorse

e .,ﬁ:/*éeé: El s
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ANEXO Nro.2

Loja, 20 de marzo de 2015.

Ing. Patricio Aguirre

DIRECTOR DEL LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO DE LA
UNIVERSDAD NACIONAL DE LOJA.

Ciudad:

De mis consideraciones:

Yo XIMENA LIZBETH LANCHE SILVA. conr cédula de ciudadania N° 1900592856,
estudiante del octavo moédulo de la Carrera de Laboratorio Clinico del Area de la Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja. por medio del presente me dirijo muy
respetuosamente a Ud. para extenderle un fraterno saludo y a la vez desearle €xitos en sus
funciones.

Aprovechando la oportunidad para solicitarle de la manera mas comedida se digne en
autorizarme el permiso correspondiente para realizar el procesamiento de las muestras en el
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICOS: a la misma vez, el uso de los equipos para
llevar a cabo mi proyecto de tesis en el periodo marzo-mayo del 2015 que tiene como tema:
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA FRENTE A
ESCHERICHIA COLI EN MUESTRAS DE UROCULTIVO DE PACIENTES DE
CONSULTA EXTERNA DEL HOSPITAL MILITAR BRIGADA N°7 DE LA CIUDAD
DE LOJA., tengo a bien solicitar se me conceda el permiso respectivo para el desarrollo del
mismo que tiene como propdsito servir de aporte para el conocimiento en beneficio de los
pacientes.

Por la favorable atencion que le conceda a la presente, le expreso mis sentimientos de
agradecimiento, consideracion y estima

Muyy Atentaménte.
(AN ()
\_Mcpater V)
—Ximena Lizbeth Lanche Silva

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

C.1. 1900592856




ANEXO Nro. 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MAYORES DE EDAD

ANEXO Nro. 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo\ . v eee . ddentificado con
cédula de ciudadania Nro...................coceoeiveoeeee e .. declaro que he sido informado
de los siguientes aspectos concernientes al estudio “CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DE GENTAMICINA, CEFUROXIMA, CEFTRIAXONE,
AMPICILINA, CEFOTAXIMA, CRIPOFLOXACINA Y AMIKACINA, FRENTE A
Escherichia coli. AISLADA EN UROCULTIVOS DE PACIENTES DE CONSULTA
EXTERNA DEL HOSPITAL MILITAR BRIGADA Nro.7 LOJA™ en el que participaré
voluntariamente como sujeto:

5. La orina sera utilizada para wrocultivo el cual va a determinar si hay presencia de
Escherichia coli. Si hay la presencia de esta bacteria, se realizard la concentracion
minima inhibitoria de todos estos antibidticos que podran ser usados para el tratamiento
de infeccidn de vias urinanas.

6. Los resultados de las pruebas no podran ser divulgados con mi nombre sin mi
autorizacion previa.

7. Los investigadores no obtendran ningtin beneficio econdémico de este proyecto de tesis
sin mi consentimiento.

8. Mi participacién en este proyecto de tesis es de caracter voluntario, y en caso de no
participar en €l, esta decision no afectara la relacion médico-paciente.

Yoé,.‘_/, ................... como sujeto del estudio me
comprometo a que toda la informaciéon que brinde sera ajustada a la verdad.
Declaro que estoy de acuerdo con descrito anteriormente y que participo voluntariamente y no

he sido sometido a ninguna intervencion con coaccién en esta decision. En constancia firmo a

continuacion:

: - T
Nombre:... O Firma..... . .....
Cédula de Ciudadania NTO. .. .s 1oz ;i e i btnennnnnn, Feeha: . Ll ivinvnnsinin

HUELLA DIGITAL INDICE DERECHO (en caso de pacientes que no sepan
leer ni escribir)
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ANEXO Nro. 3.1
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

MENORES DE EDAD

. 4 / /} p P /S ) »
Sr/Sra....c...s T TLLTEDY EPTP S IERRTLPPS S RRSEtS AR R IR PP P N T mayor de
edad, cc
C.L... padre/madre de el/la menor
.............. o o R e RSP

MANIFIESTAN

Que consienten la participacion de el/la menor _ de

5 afios de edad, en el proyecto de investigaciéon denominado: CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA, CEFUROXIMA, CEFTRIAXONE,
AMPICILINA, CEFOTAXIMA, CRIPOFLOXACINA Y AMIKACINA, FRENTE A
Escherichia coli. AISLADA EN UROCULTIVOS DE PACIENTES DE CONSULTA
EXTERNA DEL HOSPITAL MILITAR BRIGADA Nro.7 LOJA.

6. La orina sera utilizada para urocultivo el cual va a determinar si hay presencia de
Escherichia coli. Si hay la presencia de esta bacteria, se realizara la concentracion
minima inhibitoria de todos estos antibidticos que podra ser usado para el tratamiento de
infeccién de vias urinarias.

7. Los resultados de las pruebas no podran ser divulgados con el nombre de mi hija/hijo sin
mi autorizacion previa.

8. Los investigadores no obtendran ningun beneficio econémico de este proyecto de tesis
sin mi consentimiento.

9. En el supuesto de que la autoridad judicial exija la revelacion de alguna informacion,
el/la laboratorista estara obligada a proporcionar sélo aquella que sea relevante
para el asunto en cuestion manteniendo la confidencialidad de cualquier otra
informacién.

10. La participacién de mi hija/hijo en este proyecto de tesis es de caracter voluntario, y en
caso de no participar en €l, esta decision no fectard la relacxon médico-paciente.

\

FIRMA DEL PADRE/MADRE: // / i ~/ /

C.I: /l T T T i s

1859

FIRMA. DEL INVERTIGADOR: (

=
C.I: -
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ANEXO Nro. 4

REGISTRO DE DATOS DEL USUARIO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

AREA DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
REGISTRO DE DATOS DEL USUARIO

Nro.

NOMBRES Y APELLIDOS

EDAD

CI. Nro

TELEFONO

SEXO

OBSERVACIONES
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ANEXO Nro. 5

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
SANGRE AGAR BASE

Principio: Contiene peptona especial que soporta rapido y abundante crecimiento de microorganismos
exigentes y no exigentes, promueve la morfologia tipica colonial; mejora la produccion de pigmentos y
reacciones hemoliticas mas claramente definidos. Este medio se utiliza como base para los medios que
contienen sangre y para las formulaciones de medios selectivos en los que diferentes combinaciones de agentes
antimicrobianos se utilizan como aditivos.

INSTRUCCIONES

Preparacion:

v Suspender 44 g de agua en 1000 ml de agua destilada.

v' Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

v Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 ° C) durante 15 minutos.
v' Enfriar a 45-50 ° C antes de afiadir compuestos sensibles al calor.

—

Para el Agar Sangre: Afadir 5% v / v de sangre de oveja desfibrinada estéril fresco base. Colocar el
medio en cajas Petri estériles, tapar, esperar a que se enfrien, empacar y guardarlas en refrigeracion con la
tapa hacia abajo (4 ° C) hasta su utilizacion.

CONTROL DE CALIDAD

— Apariencia: Crema a amarillo polvo fluido homogéneo

—  Gelificacién: Firme, comparable con un 1,5% en gel de agar

— El color y la claridad de medio preparado:
Medio de base: La luz de color ambar transparente a ligeramente opalescente gel.
Después de la adicion de 5% w/v de sangre desfibrinada estéril: Cereza formas opacas de color rojo de gel
en placas de Petri.

— Reaccién: 4,4% w/v solucion acuosa a 25 ° C. pH: 7,3 £0,2

— Cajas Petri con Medio Agar Sangre: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 cajas al
azar y verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que las cajas
estan contaminadas y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay
crecimiento bacteriano, las cajas estan listas para su uso.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA EN AGAR SANGRE

v Retirar las cajas Petri de refrigeracion e incubarlas a una temperatura de 37 ° C.

v' En una cdmara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular la caja.

v Esterilizar el asa metalica calibrada; prender el mechero, tomar el asa bacterioldgica por el mango y
colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el alambre quede al rojo vivo.

v Dejar enfriar, sumergir en urocultivo y realizar el estriado para aislar el microorganismo en el agar.

Siembra por agotamiento (estriado)

v Colocar una gota de orina con el asa calibrada en la parte superior de la caja y entenderla hacia la parte
inferior y estriar desde la parte superior de derecha a izquierda. Este estriado implica una sola inoculacion
de una seccion de la placa Petri y a continuacion disminuir la colonia arrastrando microorganismos de la
seccion inicial de dos a tres secciones adicionales, achicando eficazmente la poblacién de microorganismos.
Esterilizar el asa.

v Incubar las cajas Petri en forma invertida (tapa hacia abajo) a 35 a 37° C por 24 horas.

v Retirar las cajas y observar si existe crecimiento bacteriano.

RESPUESTA DEL CULTIVO

Caracteristicas culturales observados con adicion de 5% w/v sangre desfibrinada estéril, después de una
incubacion a 35-37 © C durante 24-48 horas.
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Organismo Inéculo (CFU) Crecimiento Hemodlisis
Escherichia coli 50-100/ UFC Colonias medianas de color | No, pero algunas cepas
blanquecino, cremosas y | producen.
redondeadas.
Interpetacion

Observar las caracteristicas de las colonias. Para el medio de cultivo conteniendo sangre, observar las reacciones
de hemolisis:

— Hemolisis alfa: Lisis parcial de los globulos rojos. Se observa un halo de color verdoso alrededor de la
colonia en estudio, debido a la oxidacion de la hemoglobina a metahemoglobina por el peroxido de
hidrégeno generado por los microorganismos.

— Hemolisis beta: Lisis total de los globulos rojos. Se observa un halo claro, brillante alrededor de la
colonia en estudio.

— Hemolisis gamma: ausencia de lisis de los globulos rojos. El medio de cultivo no presenta
modificaciones de color y aspecto alrededor de la colonia en estudio.

Referencias:

HiMedia Laboratories. Technical Data. Columbia blood Agar base (2011). Recuperado de:
http://himedialabs.com/TD/M144.pdf

Bernal, M. (2014). Identificacion Bacteriana. Universidad Nacional de Colombia Facultad de Medicina
Departamento de Microbiologia, Bogota, Colombia. Recuperado de
http://www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/microbiologia/Docs/W_IDENTIFICACION BACTERIA
NA%201%2014.pdf
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ANEXO Nro. 5.1

AGAR MacConkey

Principio: Medio selectivo y diferencial para el cultivo de organismos coliformes, se ha recomendado este
medio para la identificacion de Escherichia coli. Lactosa monohidrato es la fuente de hidratos de carbono
fermentables. La accion selectiva de este medio se atribuye al violeta cristal y sales biliares, que son inhibidores
para la mayoria de las especies de bacterias gram-positivas. El cloruro sddico mantiene el equilibrio osmoético en

el medio.
INSTRUCCIONES
Preparacion:
v Suspender 49,53 gramos de medio deshidratado en 1000 ml / agua destilada.
v’ Calentar hasta ebullicion para disolver el medio por completo.
v’ Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 ° C) durante 15 minutos
v’ Bvitar el sobrecalentamiento enfriar a 45-50 °C. Mezclar bien antes de verter en placas de Petri.
v La superficie del medio debe estar seca cuando se inocula.
v' Colocar el medio en cajas Petri estériles, tapar, esperar a que se enfrien, empacar y guardarlas en

refrigeracion con la tapa hacia abajo (4 ° C) hasta su utilizacion

CONTROL DE CALIDAD

Apariencia Rojo con tinte violaceo coloreado formas de gel transparente a ligeramente opalescente

La gelificacion. Comparable con 1,35% de agar gel.

El color y la claridad de medio preparado. Rojo con tinte violaceo coloreado formas de gel
transparente a ligeramente opalescente en placas de Petri.

pH 6,90-7,30

Cajas Petri con Medio Agar Macconkey: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4
cajas al azar y verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta como
contaminacion y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, las cajas estan listas para su uso.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA EN AGAR MacConkey

v
v
v

v

v

v
v

Retirar las cajas Petri de refrigeracion e incubarlas a una temperatura de 37 ° C.

En una camara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular la caja.

Esterilizar el asa metalica calibrada; prender el mechero, tomar el asa bacteriologica por el mango y
colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el  alambre quede al rojo vivo.

Dejar enfriar, sumergir en urocultivo y realizar el estriado para aislar el microorganismo en el agar.

Siembra por agotamiento (estriado)

Colocar una gota de orina con el asa calibrada en la parte superior de la caja y entenderla hacia la

parte inferior y estriar desde la parte superior de derecha a izquierda. Este estriado implica una sola
inoculacion de una seccion de la placa Petri y a continuacion disminuir la colonia arrastrando
microorganismos de la seccion inicial de dos a tres secciones adicionales, achicando eficazmente
poblacion de microorganismos. Esterilizar el asa.

Incubar las cajas Petri en forma invertida (tapa hacia abajo) a 35 a 37° C por 24 horas.

Retirar las cajas y observar si existe crecimiento bacteriano.
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RESPUESTA DEL CULTIVO
Caracteristicas culturales observadas con después de una incubacion a 35-37 ° C durante 24-48 horas.

Organismo Inéculo (CFU) Crecimiento Incubacion
Escherichia coli 50-100/ UFC Colonias color  rosa rojo con | 30-35 C. 18-72 horas
precipitado de bilis.
ATCC8739
Referencias.

HiMedia Laboratories. Technical Data. Columbia blood Agar base (2011). Recuperado de:
http://himedialabs.com/TD/M144.pdf

Bernal, M. (2014). Identificacion Bacteriana. Universidad Nacional de Colombia Facultad de Medicina
Departamento de Microbiologia, Bogota, Colombia. Recuperado de
http://www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/microbiologia/Docs/W_IDENTIFICACION BACTERIA
NA%201%2014.pd
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ANEXO Nro. 5.2

UREA AGAR BASE., CHRISTENSEN

Principio: Urea Agar detecta actividad de la ureasa por todos los organismos Proteus rapidamente ureasa
positiva y también por otros miembros de Enterobacteriaceae que exhiben una reaccion de ureasa retardada.
Esto se logra:

a) laadicion de glucosa al medio
b) disminuyendo la concentracion de peptona, y
¢) disminuir el sistema tampon, como un medio menos tamponada detecta incluso mas pequefia cantidad de
alcali.
INSTRUCCIONES
Preparacion:

v Suspender 24,01 gramos en 950 ml de agua destilada.

v Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

v Esterilizar en autoclave a 10 libras de presion (115 ° C) durante 20 minutos.

v Enfriar a 50 ° C y afiadir asépticamente 50 ml de solucion estéril 40% Urea y mezclar bien.

v' Distribuir en tubos estériles, tapar y colocar en una posicion inclinada (pico de flauta). Esperar a que se
enfrien o solidifiquen, empacar y guardarlos en refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion. No sobrecaliente o
recalentar el medio en forma de urea porque se descompone muy facilmente.

CONTROL DE CALIDAD

Apariencia: Amarillo claro al polvo homogéneo de color rosa claro de flujo libre.

La gelificacion: Firme, comparable con un 1,5% en gel de agar

El color y la claridad de medio preparado:

Color naranja amarillento, formas de gel transparente a ligeramente opalescente en tubo sesgado.
Reaccion: La reaccion de 2,4% w/v solucion acuosa a 25 ° C. pH: 6,8 £ 0,2 (6,60-7,00)

Tubos con Medio de Urea: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 tubos al azar y
verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que los tubos estan
contaminados y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, los tubos estan listos para realizar las pruebas bioquimicas.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA

AN N NANEN

<\

v

v

Retirar los tubos de ensayo con medio de trea en refrigeracion e incubar 37 ° C.

En una camara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular tubos.

Esterilizar el asa metalica recta en punta; prender el mechero, tomar el asa bacteriologica por el
mango y colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el alambre quede al rojo vivo.
Destapar los tubos, flamear. Dejar enfriar el asa y recoger de 1 a 2 colonias aisladas de la caja Petri

Siembra por estria:

En superficie inclinada se introduce el asa en el tubo que contiene el medio; desde el fondo y en
progresion ascendente se desliza el asa en movimiento de zig-zag (se estria).

Se tapan los tubos en los que se ha realizado la siembra, esterilizar el asa e incubarlos a una temperatura de
35a37° C por 24 horas.

Retirar los tubos y observar si existe crecimiento bacteriano.

RESPUESTA DEL CULTIVO

Caracteristicas culturales observadas en la adicion de Soluciéon de Urea al 40% después de una incubacion a 35-

37 © C durante 18-24 horas.
Organismo Inoculo(CFU) Crecimiento Actividad Color del medio
uredsica
Escherichia coli 50-100 Abundante, colonias Negativo Amarillo, sin
pequefias blanquecinas. cambio
ATCC 25922
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Interpretacion

Observar actividad uredsica y cambio de color del medio. Bacterias que hidrolizan lentamente la urea, como ser
Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter, viran al color rojo-rosado de todo el medio de cultivo.

Urea positivo: aparece un color rojo. La bacteria produce ureasa. Ej: En las especies de Proteus el medio se
alcaliniza poco después de la inoculacion, por lo tanto sus resultados deben ser leidos en las primeras 2-6
horas, mientras que Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae tienen actividad ureasa dentro de las 24-
48 horas de incubacion.

Urea negativo: ¢l medio permanece amarillo. La bacteria no posee ni produce la enzima ureasa. Ej:
Escherichia coli y Shigella Esta actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se
usa sobre todo para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo o positivo retardado.

Referencias:

HiMedia Laboratories. Technical Data.  Lysine Iron Agar, Christensen (2011). Recuperado de:
http://himedialabs.com/TD/M377.pdf

Lopez, L., & Torres, C., (20006). Identificacion de Bacterias. Universidad Nacional del Nordeste. Facultad
de Agroindustrias Microbiologia General- Carrera Farmacia. Recuperado de:
http://www.biologia.edu.ar/microgeneral/tp6.pdf

Bernal, M. (2014). Identificacion Bacteriana. Universidad Nacional de Colombia Facultad de Medicina
Departamento de Microbiologia, Bogota, Colombia. Recuperado de
http://www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/microbiologia/Docs/W_IDENTIFICACION_BACTERIA
NA%201%2014.pdf
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ANEXO Nro. 5.3
HIERRO AGAR Lisina (LIA)

Principio: Este medio es sensible para la deteccion de fermentacion de lactosa de microorganismos que
descarboxilan lisina rapidamente y puede producir grandes cantidades de sulfuro de hidrégeno, permite
diferenciar especies fermentadoras y no fermentadoras. El digerido péptico y extracto de levadura proporcionan
nutrientes esenciales; la dextrosa es una fuente de hidratos de carbono fermentable. Citrato de amonio férrico y
tiosulfato de sodio son indicadores de la formacion de H2S.

INSTRUCCIONES
Preparacion:

Suspender 34,56 gramos en 1000 ml de agua destilada.

Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 ° C) durante 15 minutos.

Distribuir en tubos estériles, tapar y colocar en una posicién inclinada (pico de flauta). Esperar a que se
enfrien o solidifiquen, empacar y guardarlos en refrigeracion (4 © C) hasta su utilizacion.

ANANENEN

CONTROL DE CALIDAD

— Apariencia: Amarillo claro a grisaceo polvo fluido homogéneo amarillo

—  Gelificacién: Firme, comparable con un 1,5% en gel de agar

— El color y la claridad de medio preparado
De color purpura claro, forma un gel ligeramente opalescente en tubos como sesgos

— Reaccién: La reaccion de 3,45% w / v solucion acuosa a 25 © C. pH: 6,7 £ 0,2 (6,50-6,90).

— Tubos con Medio de Lisina: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 tubos al azar y
verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que los tubos estan
contaminados y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, los tubos estan listos para realizar las pruebas bioquimicas.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA

Retirar los tubos de ensayo con medio de Lisina en refrigeracion e incubar 37 © C.

En una cdmara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular tubos.

Esterilizar el asa metalica recta en punta; prender el mechero, tomar el asa bacteriologica por el

mango y colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el alambre quede al rojo vivo.

Destapar los tubos y flamear. Dejar enfriar el asa y recoger de 1 a 2 colonias aisladas de la caja Petri con
crecimiento de bacterias.

ASANENENRN

Siembra por estria:

v En superficie inclinada se introduce el asa en el tubo que contiene el medio; desde el fondo y en progresion
ascendente se desliza el asa en movimiento de zig-zag (Se estria).

v’ Se tapan los tubos en los que se ha realizado la siembra, esterilizar el asa e incubarlos a una temperatura de
35 a 37° C por 24 horas.

v’ Retirar los tubos y observar si existe crecimiento bacteriano.

RESPUESTA DEL CULTIVO

Caracteristicas culturales observados después de una incubacion a 35-37 © C durante 18-24 horas.

Organismo Inéculo Crecimiento Fondo Sesgo (pico de flauta) | H2S
(CFU)
Escherichia coli 50-100 Abundante, Alcalino, sin | Alcalino, sin cambio de -
colonias cambio de color (purpura) (K)
ATCC 25922 pequeiias color. (K)
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Interpretacion

Los cultivos que producen sulfuro de hidrégeno pueden causar ennegrecimiento del medio debido a la
produccion de sulfuro ferroso. La descarboxilacion de lisina causa una reaccion alcalina (color ptrpura) para dar
el cadaverina amina y los organismos que no descarboxilan lisina pueden producir tope acido (color amarillo).
Los organismos que desaminan lisina, forma acido alfa - cetocarboxilico, que reacciona con la sal de hierro
cerca de la superficie del medio bajo la influencia del oxigeno para formar el compuesto de color rojizo-
marrén. El medio es apufialado hasta la base de la culata y veteado en inclinacion

A: Reaccion acida. Color amarillo

K: Reaccidn alcalina. Color violeta

R: Reaccion alcalina: color rojo

K/K: Descarboxilacion lisina

K/A: Fermentacion glucosa. Descarboxilacion lisina
R/A: Desaminacion lisina. Fermentacion glucosa.

Referencia:

HiMedia Laboratories. Technical Data. Urea Agar Base, Christensen (2011). Recuperado de:
http://himedialabs.com/TD/M1121.pdf

Lopez, L., & Torres, C., (20006). Identificacion de Bacterias. Universidad Nacional del Nordeste. Facultad
de Agroindustrias Microbiologia General- Carrera Farmacia. Recuperado de:
http://www.biologia.edu.ar/microgeneral/tp6.pdf

Bernal, M. (2014). Identificacion Bacteriana. Universidad Nacional de Colombia Facultad de Medicina
Departamento de Microbiologia, Bogota, Colombia. Recuperado de
http://www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/microbiologia/Docs/W_IDENTIFICACION BACTERIA
NA%201%2014.pdf
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ANEXO Nro. 5.4

TRIPLE AZUCAR HIERRO AGAR (TSI)

Principio: El digerido péptico de tejido animal, extracto de levadura y extracto de carne proporciona
compuestos nitrogenados, azufre, oligoelementos y vitaminas del complejo B, etc. El cloruro sédico mantiene el
equilibrio osmético. Lactosa, sacarosa y la glucosa son hidratos de carbono fermentables. Tiosulfato de sodio y
los iones férricos o ferrosos hacen sistema de indicadores de H2S. Rojo fenol es el indicador de pH.

INSTRUCCIONES

Preparacion:

v' Suspender 64,52 gramos en 1000 ml de agua destilada.

v Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

v" Mezclar bien y distribuir en tubos de ensayo.

v Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 ° C) durante 15 minutos.
v

Distribuir en tubos estériles, tapar y colocar en una posicion inclinada (pico de flauta). Esperar a que se
enfrien o solidifiquen, empacar y guardarlos en refrigeracion (4 ° C) hasta su utilizacion.

CONTROL DE CALIDAD

Apariencia: Amarillo claro a rosa polvo fluido de color homogéneo.

Gelificacion: Firme, comparable con el 1,2% en gel de agar.

El color y la claridad de medio preparado

Formas de color rojo rosado claro a ligeramente opalescente gel en tubos como sesgos.

Reaccion: La reaccion de 6,45% w / v solucion acuosa a 25°C. pH: 7,4 + 0,2

Tubos con Medio de TSI: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 tubos al azar y
verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que los tubos estan
contaminados y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, los tubos estan listos para realizar las pruebas bioquimicas.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA

Retirar los tubos de ensayo con medio de TSI en refrigeracion e incubar 37 © C.

En una cdmara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular tubos.

Esterilizar el asa metalica recta en punta; prender el mechero, tomar el asa bacterioldgica por el mango y
colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el alambre quede al rojo vivo.

Destapar los tubos y flamear. Dejar enfriar el asa y recoger de 1 a 2 colonias aisladas de la caja Petri con
crecimiento de bacterias.

Siembra por estria:

En superficie inclinada se introduce el asa en el tubo que contiene el medio; desde el fondo y en progresion
ascendente se desliza el asa en movimiento de zig-zag (Se pica en el fondo y se estria).

Se tapan los tubos en los que se ha realizado la siembra, esterilizar el asa e incubarlos a una

temperatura de 35 a 37° C por 24 horas.

Retirar los tubos y observar si existe crecimiento bacteriano.

RESPUESTA DEL CULTIVO

Caracteristicas culturales observadas después de una incubacion a 35-37 © C durante 18-24 horas.

Organismo In6culo(CFU) | Crecimiento Fondo Sesgo (pico | Gas H2S
de flauta)
Escherichia coli 50-100 Abundante, | Reaccion acido, | Acido, color + -
colonias color amarillo amarillo del .
ATCC 25922 pequefias del medio medio. Sin o
Ennegrecimiento
Interpretacion (A) (A) de medio
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Los organismos que fermentan la glucosa producen una variedad de acidos, girando el color del medio de rojo a
amarillo. Mas cantidad de los acidos se liberan en el fondo (fermentacion) que en la inclinacion
(respiracion). Bacterias que crecen también forman productos alcalinos de la descarboxilacion oxidativa de
peptona y estos productos alcalinos neutralizan las grandes cantidades de acido presente en el fondo. Asi:

La aparicion de un alcalino (rojo) de inclinaciéon y un 4&cido (amarillo) a tope después de la incubacion
indica que el organismo es fermentador de glucosa pero es incapaz de fermentar la lactosa y / o sacarosa.

Las bacterias que fermentan lactosa o sacarosa (o ambos), ademas de glucosa, producen grandes cantidades
de acido. Por lo tanto no reversion de pH en esa region es posible y por lo tanto las bacterias presentan una
inclinacién de acido y tope acido.

La produccion de gas (CO2) se detecta por la presencia de grietas o burbujas en el medio, cuando el
acumulado tiene escapes de gas. Tiosulfato se reduce a sulfuro de hidrégeno por varias especies de
bacterias y H2S se combina con los iones férricos de sales férricas para producir el precipitado negro
insoluble de sulfuro ferroso. La reduccion de tiosulfato procede s6lo en un ambiente con medio acido y el
ennegrecimiento ocurre generalmente en el extremo del tubo.

A: Reaccion acida. Color amarillo

K: Reaccion alcalina. Color rojo naranja.

K/A: Fermentacion de glucosa, No produccion de gas.

A/A: Fermentacion de glucosa y sacarosa o glucosa y la lactosa; fermentacion de todos los tres
azucares, glucosa, lactosa y sacarosa fermentado.

Burbujas o grietas presentes: Produccion de gas

Negro presente: Precipitado H2S produccion de gas.

Referencias:

HiMedia Laboratories. Technical Data. Triple Azicar Hierro Agar (2011). Recuperado de:
http://www.himedialabs.com/TD/M0211.pdf

Lopez, L., & Torres, C., (20006). Identificacion de Bacterias. Universidad Nacional del Nordeste. Facultad
de Agroindustrias Microbiologia General- Carrera Farmacia. Recuperado de:
http://www.biologia.edu.ar/microgeneral/tp6.pdf

Bernal, M. (2014). Identificacion Bacteriana. Universidad Nacional de Colombia Facultad de Medicina
Departamento de Microbiologia, Bogota, Colombia. Recuperado de
http://www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/microbiologia/Docs/W_IDENTIFICACION BACTERIA
NA%201%2014.pdf
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ANEXO Nro. 5.5

CITRATO AGAR SIMMONS

Principio: Este medio se fundamenta en el distinto comportamiento de los Coliformes fecales y los Aerdgenos
en un ambiente que contiene sales inorganicas de amonio como Unica fuente de nitrégeno y citrato como unica
fuente de carbono. En tal situaciéon los primeros muestran su incapacidad de desarrollo, mientras que los
segundos lo hacen sin dificultad. La presencia de azul de bromotimol hace que el medio, inicialmente verde,
pueda cambiar de color por la produccion de alcali, a un azul oscuro.

INSTRUCIONES
Procedimiento:
v Disolver 24,28 gramos en 1000 ml de agua destilada.
v’ calentar y agitar hasta ebullicion y hervir durante 1 minuto.
v’ Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos a 121 ° C.
v se distribuye en tubos de ensayo dejar enfriar en posicion inclinada, dejando un fondo de 2-3 ¢m y una

superficie inclinada de 4-5 cm

CONTROL DE CALIDAD

Polvo Apariencia: Polvo amarillo, suave y fluido sin color.

Aspecto del medio preparado:

Gelificante Firme, comparable con un gel de agar al 1,5%.El color y el color verde bosque

Claridad, ligeramente opalescente forma un gel en tubos.

Reaccion: La solucién acuosa de reaccion 2,43% tiene pH: 6,8 £ 0,1 a2°° C.

Tubos con Medio de Citrato: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 tubos al azar y
verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que los tubos estdn
contaminados y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, los tubos estan listos para realizar las pruebas bioquimicas.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA

v
v
v

Retirar los tubos de ensayo con medio de Citrato en refrigeracion e incubar 37 ° C.

En una camara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular tubos.

Esterilizar el asa metalica recta en punta; prender el mechero, tomar el asa bacterioldgica por el mango y
colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el  alambre quede al rojo vivo. Destapar los tubos
y flamear. Dejar enfriar el asa y recoger de 1 a 2 colonias aisladas de la caja Petri con crecimiento de
bacterias.

Siembra por estria:

En superficie inclinada se introduce el asa en el tubo que contiene el medio, se desliza el asa en
movimiento de zig-zag (en pico de flauta). Se tapan los tubos en los que se ha realizado la siembra,
esterilizar el asa e incubarlos a una temperatura de 35 a 37° C por 24 horas. Observar si existe crecimiento
bacteriano.

RESPUESTA DEL RESULTADO.

Organismo Crecimiento La mitad de color Utilizacién de citrato
Escherichia coli (AATC) Inhibido Verde _
ATCC(25922) Negativo

Interpretacion: Escherichia Coli (negativo -)

Referencias.

HiMedia Laboratories. Technical Data. Citrato Agar Simmons (2011). Recuperado de:
http://www.himedialabs.com.br/produtos/detail.asp?iType=37&iPic=112
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ANEXO Nro. 5.6

Pri

AGAR SIM (Motilidad, Indol, sulfuro de hidrégeno)

ncipio: SIM Medium permite la determinacion de tres caracteristicas por las cuales las bacterias entéricas

pueden diferenciar. Hierro peptonizada y tiosulfato de sodio son los indicadores de produccién de H2S. Este
H2S reacciona con el hierro peptonizada para formar un precipitado negro de sulfuro ferroso, organismos
moviles intensifican la reaccion H2S. Organismos moviles crecen lejos de la linea de inoculacion mostrando
difusa crecimiento mientras que los organismos no moviles crecen a lo largo del stabline. Deteccion de la
motilidad es posible debido a la semisolido naturaleza del medio. Crecimiento que irradian desde el centro
stabline indica que el organismo de ensayo es movil. El triptofano, desde digerido péptico de tejido animal, se
degrada por bacterias especificas para producir indol. El indol se detecta por la adicion de reactivos quimicos
que siguen al periodo de incubacion.

INSTRUCCIONES

Procedimiento:

AN NI NN

Suspender 36,23 gramos en 1000 ml de agua destilada.

Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

Distribuir en tubos. Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 © C) durante 15 minutos.
Permita que los tubos se enfrien en una posicién vertical.

CONTROL DE CALIDAD

Apariencia: Crema a beige polvo fluido homogéneo

La gelificacion: Semisolido, comparable con el 0,3% en gel de agar.

El color y la claridad de medio preparado:

Ambar mediano de color forma un gel ligeramente opalescente en tubos.

Reaccién. La reaccion de 3,6% w / v solucion acuosa a 25 ° C. pH: 7,3 £ 0,2 (7,10-7,50)

Tubos con Medio de SIM: A las 24 horas de guardar en refrigeracion tomar de 2 a 4 tubos al azar y
verificar si hay crecimiento bacteriano. Si existe crecimiento bacteriano se interpreta que los tubos estan
contaminados y por lo tanto no sirven para realizar la identificacion de la bacteria. Si no hay crecimiento
bacteriano, los tubos estan listos para realizar las pruebas bioquimicas.

PROCEDIMIENTO DE SIEMBRA

v’ Retirar los tubos de ensayo con medio de Lisina en refrigeracion e incubar 37 ° C.

v En una cdmara de bioseguridad se hace todo el procedimiento; rotular tubos.

v’ Esterilizar el asa metalica recta en punta; prender el mechero, tomar el asa bacterioldgica por el mango y
colocarla en posicion vertical sobre la llama hasta que el  alambre quede al rojo vivo. Destapar los tubos
y flamear. Dejar enfriar el asa y recoger de 1 a 2 colonias aisladas de la caja Petri con crecimiento de
bacterias.

Siembra por estria:

v Sembrar por puncion Unica en la region central del tubo, utilizando una aguja recta hasta una profundidad
de 2/3 del medio. Se tapan los tubos en los que se ha realizado la siembra, esterilizar el asa e incubarlos a
una temperatura de a 37° C por 24 horas.

v' Agregar 2 6 3 gotas del reactivo de Kovacs para deteccion del indol.

RESPUESTA DEL CULTIVO
Organismo Indculo Crecimiento Motilidad Indol H2S
(CFU)
Escherichia coli 50-100/ exuberante Positivo Positivo (+) Negativo
UFC
ATCC 25922 Anillo en la interfaz )
del medio

Interpretacion de resultados:

57



1. Sulfuro de hidrégeno: negativo reaccion, no se observa ennegrecimiento. La bacteria no produce
sulfuro. Ejm. E. coli.

2. Indol: Prueba positiva: color rojo fucsia en la interface del reactivo y el medio. Este reactivo contiene p-
dimetilaminobenzaldehido que forma un complejo de color rojo con el indol.

3. Movilidad: Prueba positiva: Se visualiza turbidez parcial del medio.

Almacenamiento y caducidad

Almacenar por debajo de 30 °C en un recipiente bien cerrado y en el medio preparado a 2-8 ° C. Usar antes dela
fecha de caducidad.

Referencias:

— HiMedia Laboratories. Technical Data. AGAR SIM (Motilidad, Indol, sulfuro de hidrogeno) (2011).
Recuperado de: http://www.himedialabs.com/TD/M0211.pdf
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ANEXO Nro. 5.7
MUELLER HINTON CALDO

Principio: Hidrolizado acido (digerir) de caseina y de suministro de extracto de carne aminoacidos y otras
sustancias nitrogenadas, minerales, vitaminas, carbono y otros nutrientes para apoyar el crecimiento de
microorganismos. El almidén acta como un coloide protector contra sustancias toxicas que pueden estar
presentes en el medio. La hidrolisis del almidon durante el tratamiento en autoclave proporciona una pequefa
cantidad de dextrosa, la cual es una fuente de energia.

INSTRUCCIONES:
Procedimiento

Suspender el polvo en 1 litro de agua purificada: Difco ™ Mueller Hinton Broth - 21 g; mezclar.

Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para completamente disolver el polvo.
Autoclave a 116-121 ° C durante 10-15 minutos (consulte producto etiqueta). No sobrecaliente.
Compruebe preparé medio para asegurar el pH final es de 7,3 + 0,1 a 25 ° C.

Las muestras de ensayo del producto acabado para el rendimiento utilizando, cultivos de control tipicos
estables.

SNENENENEN

CONTROL DE CALIDAD

— Polvo Apariencia: Beige claro, de flujo libre, homogénea con algunas manchas oscuras.
— Aspecto del medio preparado:

Ambar muy claro, puede tener un ligero precipitar.

La reaccion es de 2,1 %, pH 7,3 £ 0,1 (Calcio: 2.9 - 5.9 mg/L y agnesio: 3.2 - 5.2 mg/L)

Respuesta Cultural

— Difco ™ Caldo Mueller Hinton: Preparar el medio por instrucciones de la etiqueta, la suplementacion
con calcio y iones de magnesio segun M7.2 norma CLSI Preparar micro dilucién en caldo bandejas,
inoculan (con los organismos enumerados a continuaciéon) e incubar segun lo recomendado por CLSI.2
Compare el MIC (concentraciéon mas baja de antimicrobiano que inhibe el crecimiento de la bacteria de
prueba) de los antimicrobianos probado a la norma CLSI.

Resultados Esperados
Para la dilucion de caldo de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, consulte referencias apropiadas

para resultados. El crecimiento de microorganismos en medios de caldo se indica por la presencia de turbidez en
comparacion con un control sin inocular.

Referencias:

— Difco™ & BBL™ Manual, 2nd Edition. Mueller Hinton Broth (Not Cation-Adjusted). Recuperado de:
mhttps://www.bd.com/europe/regulatory/Assets/[FU/Difco BBL/275710.pdf
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ANEXO Nro. 6

RECONSTITUCION DE LA CEPA CONTROL ATCC 25922 Escherichia coli

RE

"

\
=
Akow the unopened

KWIK-STIK™ pouch 1o equilibrate to
room temperature. Tear open pouch
&t notch and remove the KWIK-

STIK™ unit. _J

Tear off Pull-Tab portion on the
label and attach it to the perimary
culture plate or QC record. Do not
disassembile the device during
hydration.

»

-

Pinch (once only)

the ampoule at the top of the
KWIK-STIK™ (just below the fluld
meniscus of the ampoule) found in
he cap to release the hydrating fluks.

Hold vertically and

tap on 2 hard surface

to {acilitate flow of fluid
through shaft into

bottom of unit

containing pefel.

Alicw the hydrating

fluad to flow through the
swab shaft and into the
bottom portion of the unit
containing the peliet, 4

portion
of the unit, crush
the pellet in the
fluid until the peldet
suspansion is

IMMEDIATELY heavily saturale the
Swab with the hydrated material
and transfer o agar medium. 4

Inoculate the primary culture plate(s)
by gently rolling the swab over
one-third of the plate. =2

Using a sterile loop, streak o
facilitate colony sotaton.

Using proper biohazard dsposal,

discard the KWIK-STIK™. ! !

IMMEDIATELY incubale the
Incculated primary culture
plate(s) at ternperature and
conditlons appropriate to the

MICroorganism. —3

=

Remove the unopened LYFD DISK®
vial from 2°C ta 8°C storage and
allow the unopened vial 1o
equitbrate to rcom temperature.

Aseptically remaove
one (1) pellet with

Place the peliet in
0.5 miL of sterile fluid
(water, saline, TSB,
or BHIB).
IMMEDIATELY
stopper and recap
vial and retum the
resealad vial to

2" to B storage.

same swab with the hydrated material
and transfer o agar medium.

Inocudate the primary culture p late(s)

by gently rolling the swab over
ane-third of the plate.

Using a sterile icop, streak to
facilitate colony isclation.

Using proper biohazard disposat,
discard the remaining hydrated
matesial.

82

=

IMMEDIATELY incubate the
Incculated media at temperature
and conditions appropriate 1o the
microorgantsm.

© Microbiologics®



10.

Deje que la bolsa sin abrir KWIK - Stik para que se equilibre a la temperatura ambiente.
Rasge la bolsa abierta en la muesca y retire la unidad de KWIK - Stik

Arrancar parte de pul-tab en la etiqueta y adjuntar a la placa de cultivo primario o registro
de control de calidad, no desmonte el dispositivo durante la hidratacion.

Presione (s6lo una vez) la ampolla en la parte superior de la KWIK- STIK (justo por
debajo del menisco del liquido), si encontro, pulse la tapa para liberar el fluido hidratante.

Sostenga verticalmente y toque en una superficie dura para facilitar el flujo de fluido a
través del eje en la parte inferior de la unidad que contiene pellets. Permitir que el liquido
fluya a través de la hidrataciéon del mango de la torunda y en eje porcion inferior de la
unidad que contiene el sedimento.

Usando una accion de pinzamiento en la parte inferior de la unidad de la suspension de
pellets es homogénea.

Inmediatamente, fuertemente saturar el hisopo con el material hidratado y trasladarlo al
medio de agar.

Inocular la placa de cultivo primaria rodando suavemente el hisopo mas de un tercio de la
placa.

Utilizar una asa estéril, para facilitar el aislamiento de colonia.

Usar la eliminacion adecuada de riesgo biologico, descartar la KWIK — Stik

Incubar inmediatamente la placa de cultivo primario inoculado a temperatura y
condiciones apropiadas para el microorganismo.

CRIOCONSERVACION DE LA CEPA Escherichia coli ATCC 25922

Luego de reconstituida la cepa se colocd Iml de Glicerina al 50%(conservante) y 1ml
de la cepa control.

Se mezclo e inmediatamente se llevd a una refrigeradora a -20°C para su posterior uso.
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ANEXO Nro. 7

CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVO

Este procedimiento se lleva a cabo cada vez que se prepara un lote de medio de cultivo antes
de su uso rutinario. Para ello:

v Se debe medir el pH de cada lote preparado.
v’ Se realiza con papel pH o pH-metro.
v Rango aceptable pH 7.2 — 7.4.

1. Control de Esterilidad de cada lote:

— Cada vez que se prepara el medio de cultivo incubar el 100% de estos o una cantidad
representativa de cajas al azar del lote preparado.

— Incubar a 37°C por 24 horas.

— A las 24 horas se observa en cada una de las cajas si hay o no crecimiento bacteriano.
El criterio de aceptacion es que no debe haber crecimiento, si se presenta desarrollo en
alguna caja se rechaza el lote y se preparan nuevamente. Este control permite
demostrar que:

1. El medio es estéril antes de su inoculacion.
2. Se desarrollan o inhiben los microorganismos.

3. Cumplen con criterios fisicos y quimicos de aceptacion dados por el NCCLS (M22-
T).

2. Pruebas de funcionalidad de medios de cultivo

Para evaluar los medios de cultivo se usa una cepa de referencia apropiada (Cepa Control
ATCC) para medir la capacidad de crecimiento y de reaccion, cuyo comportamiento para
reacciones positivas y negativas ya es conocido de acuerdo a lo establecido en la norma
ISO/TS 11133-2:2000. A partir de la cepa de trabajo se prepara un cultivo; y:

v" De los viales de crioconservacion, se inocula una suspension de microorganismo de
cepa control ATCC 25922 E. coli en agar sangre, maCconkey y en pruebas
bioquimicas. Incubar a 37 © C por 24 a 48 horas.

v" A las 24 horas se evalla el desarrollo del microorganismo; es decir, si la cepa control
ya conocida ha crecido o no en los diferentes medios; y, si ha producido su cambio

de color caracteristico.

v" Si el medio de cultivo es conforme, se espera que haya o no reaccion en los tubos
inoculados y el lote de medio se acepta.

3. Medio de cultivo, organismo control reaccion esperada:

La reaccion que debe producir la cepa ATCC 25922 E. coli en el control de calidad de
las diferentes pruebas es:
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— Agar Sangre: Colonias blancas, cremosas, definidas.

— Agar MacConkey: Colonias rosadas-rojas (Lactosa positiva)
— TSI: 4cido/acido (amarillo)

— CIT: color verde, no hay crecimiento.

— Urea: color naranja, negativo.

— LIA: color lila, positivo

— SIM: amarillo, indol positivo, acido sulfhidrico negativo.

v En general los medios preparados se guardan a 4° C, no mas de tres meses. Colocar los de
mas reciente preparacion al fondo y los mas viejos adelante. Se Rotulan todos los medios
preparados, tanto en platos Petri como en tubos, indicando ademas, la fecha de
preparacion y expiracion.

NOTA: El control de Calidad se realizé semanalmente. Todas las cajas de los medios de
cultivo preparadas sometidas al control de calidad se eliminaron, independientemente de que
desarrollen o no crecimiento bacteriano y se realizaron otras siguiendo el mismo
procedimiento de control de calidad.

Referencias:

— HiMedia Laboratories. Technical Data. (2011). Recuperado de:
http://www.himedialabs.com/TD/M0211.pdf
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ANEXO Nro. 8

PRUEBA PILOTO (Ensayo del Proceso del muestreo en la investigacion)

- UROCULTIVO Preparacion previa de todos los medios de cultivo de acuerdo a Anexo Nro. 5
— Homogenizar muestra de urocultivo
1. AGAR - Este-riliza.r el asa calibrada con un mechero, —>
enfriar e introducir en la orina.
SANGRE — Sembrar, el indéculo se extiende a lo largo del
diametro de la caja, estriar en zigzag o por
/ agotamiento para el contaje de colonias.
SIEMBRA por
—|  METODO DE KASS
\ — En A. MacConkey se estria 3 veces girando la
2. AGAR caja en un angulo de 90 grados.
MacCONKEY — Incubar cajas a 37° C por 24-48 horas.

Recoger una colonia y extender sobre un cubre objetos,

fijar sobre el mechero, secar y tefiir:

TINCION DE GRAM
— Colocar violeta de genciana por 1 min. Lavar

Observar al
microscopio

—>

1. Observar
crecimiento de
colonias y contaje
por UFC/ml

2. Observar
caracteristicas de
colonias. (E. coli:
redondas, rosadas
cremosas.

— Lugol: 1 min, lavar
— Alcohol cetona: 30 seg. Lavar
— Safranina 1 min. Lavar y secar

Bacilos
gramnegativos
(bacterias

alargadas de color

rosado a rojo)
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PRUEBAS
ENZIMATICAS

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

(siembra)

/N

AN

CATALASA

OXIDASA

TSI

CITRATO

UREA

LISINA

SIM

— Recoger una colonia de cultivo bacteriano, colocar sobre un
porta, mezclar con peréxido de hidrogeno. E. coli: Catalasa

positivo (produccion de burbujas).

— Colocar una tirilla de Oxidasa sobre una colonia, leer a los

:

(No hay cambio de color).

Picar fondo del medio y realizar

estriado en pico de flauta.

Picar el fondo y realizar estriado en
] Y
pico de flauta.

Picar el medio y realizar estriado en

pico de flauta.

Picar en el fondo y realizar estriado en

pico de flauta.

1 Picar con rectitud en el fondo del
medio.

2 min. Observar cambio de color. E. coli: Oxidasa negativo

IDENTIFICACION E. coli

Gas: (1), SH2: (-)
Reaccion: A/A color
amarillo del medio

No hay cambio de color
negativo (-).

Crecimiento de colonias:
negativo/ variable (-/v)

No hay cambio de color
(k/k) positivo (+).

Motilidad: (+)
Indol: (+)
SH2: (-)

Incubar a 37 ° C por 24 a 48 horas. Leer el resultado (ANEXO 14).
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CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA

(CMI)

—

1. Preparacion de la solucion madre de antibidtico GENTAMICINA.

— Tubos con 1 ml de caldo Mueller Hinton + antibidtico de acuerdo a las
diluciones seriadas dobles (primer tubo: 64 ug/ml, 32, 16,8 etc.).
Esquema de diluciones TABLA 1

— Colocar 1 ml de suspension bacteriana al 0.5 de escala de McFarland e
incubar 24/48 horas.

— Ver crecimiento en tubos, sembrar en placas e incubar.

— Leer resultados ¢ interpretar la CMI de acuerdo al Patron que
establece la NCLSI M100-S25:

e SENSIBLE: <4 ug/ml

e INTERMEDIO: 8 ug/ml
e RESISTENTE: >16 ug/ml

NOTA: Todos los procedimientos se realizaron por triplicado.
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CALCULO PARA LA PREPARACION DEL ANTIBIOTICO

TABLA 1. SOLUCION MADRE:

ATB: 10 mg/ Iml-> 10000 ug/ml (Solucion inyectable)

10000 ug 1000 ul
256 ug (primer tubo)

10000 ug 1000 ul
X 80 ul AB + 920 ul CMH= 1000 ul 6 Iml AB1 (Sol. Madre)
X = 800 ug

800 ug 1000 ul

256 ug X = 320ul ATB + 1680 CMH AB2 (Primer tubo)

256 ug ATB €588 2000 ul Sol. preparada

ABREVIATURAS:

AB: Antibidtico

CMH: Caldo Mueller-Hinton

AB1: Antibidtico solucion 1

AB2: Antibiotico solucién 2, solucion madre final
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TABLA 2. ESQUEMA DE DILUCIONES
T1 T2 T3 T4 TS5 To6 T7 T8 T9 T10 T11 C+ C-
CAB 64 ug/ml | 32 ug/ml | 16ug/ml | 8 ug/ml | 4 ug/ml | 2 ug/ml | 1 ug/ml | 0.5 ug/ml 0.25 0.125 0.062
ug/ml ug/ml ug/ml
CMH 1. 680 ul 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul | 900 ul | 1000ul
AB 320 ul 100 ul
CLF.
TA Pasa 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul
1000ul =1 > > > > > > > > >
Dilucion Iml Iml Iml Iml 1ml 1ml Iml 1ml 1ml Iml Desecha 1ml Iml
1000ul
VF
Queda
1000ul
1B 1000ul 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul 1000ul 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul
Solucion 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
VF
ABREVIATURAS:
CAB: Concentracion de Antibiotico TA: solucidon del Tubo Anterior IB: In6culo Bacteriano
CMH: Caldo Muelle-Hinton Dilucion VF: Volumen Final de dilucion Solucion VF: Volumen Final de solucion final.

AB:Antibidtico

CLF: Cloroformo
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ANEXO Nro. 9

UROCULTIVO- METODO DE KASS

Para realizar un cultivo de orina se requieren medios selectivos y no selectivos. Casi siempre
es suficiente una combinacion de agar Sangre de carnero al 5% y agar MacConkey medio
selectivo para identificacion de enterobacterias y otros bacilos gram negativos. El
procedimiento para realizar la siembra de una muestra de orina es el siguiente:

1. Se homogeneiza bien la muestra.

2. Se esteriliza el asa en el mechero o se saca una nueva asa de su estuche.

3. Se espera unos segundos hasta que el asa este completamente fria

4. Se introduce el asa y se obtiene una porcion de orina con el asa calibrada

5. Se procede a realizar la siembra dentro de una Cabina de Seguridad Bioldgica:

6. Primero sembramos en el medio basico Agar Sangre y se realiza picaduras en la zona
de estriado para observar si hay o no hemolisis,

7. Luego sembramos de la misma manera con el asa calibrada en Agar MacConkey
medio diferencial.

8. Procedemos a incubar las cajas Petri previamente rotuladas en la base. Durante 24-
48horas.

9. Se reporta los resultados segun el crecimiento a las 24 o 48 horas.

RESULTADOS

e Una bacteriuria igual o inferior a 1.000 UFC/ml se corresponde con un cultivo
negativo o ausencia de IVU.

e La bacteriuria comprendida entre 1.000 y 10.000 UFC/ml se considera que no tiene
significado patologico y sefiala una simple contaminacion en el acto de la miccion,
sobretodo se el cultivo contiene flora mixta. No debe olvidarse, sin embargo que todas
las bacteriurias atravieesan este estado al iniciarse o al retroceder en intensidad y que
algunos microorganismos como Staphylococcus y Candida deben valorarse con
recuentos bajos

e Entre 10.000 y 10.000 UFC/ml de un unico microorganismo existe clara sospecha de
IVU y hay que valorar cada paso por separado.

Referencia:

Microbiologia clinica aplicada. Pedro Garcia Martos,Maria Teresa Fernandez del Barrio,
Fernando Paredes Salido

ANEXO Nro. 10
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TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS

Las muestras remitidas al laboratorio deben cumplir una serie de condiciones generales de las

que depende la calidad y eficiencia de los resultados microbioldgicos:

v' Las cajas inoculadas del microorganismo deben transportarse de inmediato al
laboratorio; para ello, se colocan con la tapa hacia abajo sobre el medio de transporte.
No deben utilizarse fijadores ni sustancias conservantes.

v" El tiempo de envio debe ser antes de 1 0 2 h a temperatura ambiente.

v Enviar en contenedores estériles (couler), de un solo uso y con cierre hermético que
conserven la temperatura y las condiciones de crecimiento del microorganismo. (37 °C)

v" Las muestras inoculadas deben ser almacenadas en estufa o incubadora a 37 °C para su

crecimiento.

Referencia:

Sahm, D. & Weissfeld, A. (2009). Bailey&Scott Diagnostico Microbiologico. Argentina-
Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. S.A. 12* Edicion Recuperado de:
https://books.google.com.ec/books?1d=239cauK qSt0C&pg=PA80&dg=tecnica+de+la+tincio
n+de+gram&hl=es&sa=X&ei=6gWaVYawBceWgwTigl YCQ&ved=0CCAQO6AEWAQ#v=
onepage&q=tecnica%20de%201a%20tincion%20de%20gram&f=false. pag 62-63.

ANEXO Nro. 11
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PROTOCOLO PARA REALIZAR LA TINCION DE GRAM

1. Un extendido fijado al calor se cubre con un colorante violeta bésico, por lo general
violeta de genciana. Como el colorante violeta imparte su color a todas las células se
lo denomina colorante primario.

2. Después de un breve lapso, se escurre el colorante violeta, se lava el extendido y se lo
cubre con yodo un mordiente. Cuando se lava el yodo tanto las bacterias
grampositivas como las gramnegativas aparecen de color violeta oscuro o purpura

3. A continuacion se lava el portaobjetos con alcohol o con una solucion de alcohol-
acetona. Esta solucion es un agente decolorante que elimina el color violeta de las
células de algunas especies pero no de otras.

4. Se elimina el alcohol con agua y se tifie el portaobjetos con safranina un colorante
basico. Luego se vuelve a lavar el extendido, se lo seca con papel absorbente y se lo

examina con el microscopio.

Referencia:

Sahm, D. & Weissfeld, A. (2009). Bailey & Scott Diagndstico Microbiologico. Argentina-
Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana S.A. 122 Edicion. Recuperado
de:https://books.google.com.ec/books?id=239cauKgSt0C&pg=PA80&dqg=tecnica+de+la+tin
cion+de+gram&hl=es&sa=X&ei=6gWaVYawBceWgwTigL_YCQ&ved=0CCAQ6AEWAQ
#v=onepage&q=tecnica%20de%201a%20tincion%20de%20gram&f=false
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ANEXO Nro. 12

PRUEBA DE CATALASA

La enzima catalasa cataliza la liberacion de agua y oxigeno a partir del perdxido de hidrogeno
(H202 + catalasa = H20 + O2); su presencia se determina por analisis directo de un cultivo
bacteriano.

Interpretacion:

— La produccion répida de burbujas (efervescencia) cuando el cultivo bacteriano se
mezcla con una solucion de perdxido de hidrogeno se interpreta como positiva.
— Sino se produce efervescencia o ésta es débil la prueba es catalasa negativa.

OXISTRIPS ™ TIRAS DE OXIDASA Y _OXISTICKS ™ COTONETES DE
OXIDASA

Restimen: Citocromo contiene Organismos que producen una enzima intracelular oxidasa.
Esta enzima oxidasa cataliza la oxidacion de citocromo c. Los organismos que contienen
citocromo ¢ como parte de su cadena respiratoria son oxidasa-positivo y gire el reactivo azul /
morado. Organismos que carecen de citocromo ¢ como parte de su cadena respiratoria no se
oxidan el reactivo, dejando incoloro dentro de los limites de la prueba, y son oxidasa
negativo.

v" Procedimiento:

Tiras OxiStrips ™ Oxidasa: Coloque la tira de prueba oxidasa en una placa de Petri y
humedecer un area de la tira a ensayar con agua. No sature tira. Con cualquiera de un
bucle de platino o aplicador de madera, manchar una pasta bacteriana de 3-4 colonias
bien aisladas sobre el area humedecida. Use colonias que son de 18-24 horas de vida.

OxiSticks ™ oxidasa hisopos: Retire hisopo del contenedor sin tocar la punta. Utilice el
hisopo para recoger cuidadosamente 3-4 colonias bien aisladas. No hay necesidad de pre-
humedecer el hisopo. Use colonias que son de 18-24 horas de vida.

Interpretacion de resultados: La aparicion de un color azul / morado dentro de los 30
segundos indica una prueba positiva. Si no hay cambio de color, el microorganismo es
oxidasa negativo (-)

Referencias:

— Sahm, D. & Weissfeld, A. (2009). Bailey & Scott Diagnostico Microbiologico.
Argentina- Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana S.A. 12* Edicion. Recuperado
de:https://books.google.com.ec/books?id=239cauK qSt0C&pg=PA80&dg=tecnica+de+la
+tincion+de+gram&hl=es&sa=X&ei=6gWaVYawBceWgwTigl YCQ&ved=0CCAQ6A
EwAQ#v=onepage&q=tecnica%?20de%201a%?20tincion%20de%20gram& f=false.

- BD Oxidase Reagent Droppers. Recuperado de:
https://www.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/L001133(201006).pdf
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ANEXO Nro. 13

TABLA DE LECTURA: PRUEBAS BIOQUIMICAS

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS MAS FRECUENTES

ENTEROBACTERIAS

MICROORGANISMO TSI GAS | HS2 | CITRATO | UREA | MOTILIDAD | INDOL | LISINA | ADNasa

IDENTIFICADO
Escherichia coli AIA + - - - + + +
Enterobacter aerégenes A/A ++ - + - + - +
Enterobacter cloacae A/A ++ - + +/- + - B
Klebsiella pneumoniae A/A ++ - + + - - +
Klebsiella oxytoca A/A ++ - + + - + +
Proteus vulgaris ALC/A +/- + -+ ++ + + _
Proteus mirabilis ALC/A + + +/- ++ + - -
Citrobacter freundii A/A0 + + + +/- + - i

ALC/A

Citrobacter kosari ALC/A + - + +/- + + i
Serratia marcescens ALC/A + - + - + - + +
Morganella morganii ALC/A + - - ++ + + -
E. agglomerans ALC/A -/+ - +/- -[+ + -1+ -
Hafnia aivei ALC/A + - - - + - +
Providencia ALC/A - - + ++ + + -
Salmonella typhi K/IA - + - - + - T
Salmonella paratyphi K/A - - - - + - -
Pseudomona aeruginosa K/K - + - + - +/-
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ANEXO Nro. 14

TECNICA DE MACRODILUCION

Preparar cultivos de 18 horas de las bacterias a estudiar en solucion salina.

Inocular una porcion de una colonia aislada en 2mL de solucion estéril e incubar en un bafio a
37°<C hasta que la turbidez sea visible (2-5h). Ajustar la turbidez con la solucion salina o caldo
de cultivo estéril hasta una turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala de McFarland
aproximadamente 108 UFC/ml.

Colocar 11 tubos con 1 ml de caldo Mueller-Hinton (el primer tubo con 2ml). Preparar una
solucion madre de antibidtico a una concentracion de 256 ug/ml equivalente (320 ul) TABLA 1.
Afadir 320 ul de la solucién madre de antibidtico al tubo que contiene 2ml de caldo Mueller-
Hinton (concentracion de antibiotico de este tubo= 256 ug/ml). A partir de este tubo, preparar
diluciones dobles seriadas tomando 1ml del primer tubo (128 ug/ml) y transfiriéndolo al
segundo (la concentracion de antibidtico sera de 64 ug/ml). Después de mezclar bien todo el
contenido del segundo tubo, transferir 1ml al tercer tubo (32 ug/ml) y asi sucesivamente hasta el
ultimo, de cual se toma 1ml y se descarta. De esta manera habremos obtenido diluciones dobles
del antibidtico desde 256 ug/ml hasta 0,25 ug/ml en 1 ml.

Anadir a cada tubo con antibidtico 1ml del inoculo preparado en el punto 3 que contiene
aproximadamente 106 UFC/ml. Esto supone un indculo final aproximado de 5x105 UFC/ml.
Las concentraciones finales de antibidtico seran ahora de 64 ug/ml hasta 0,062 ug/ml. TABLA 1.
CONTROL NEGATIVO: Anadir 1ml del in6culo bacteriano a un tubo de la primera serie
denominado C1R1 (Control: 1, Repeticion: 1) con 1ml de caldo de cultivo.

CONTROL POSITIVO: Anadir 900 ml de Caldo de Cultivo en 100 ul de cloroformo, mas
1000 ul de in6culo bacteriano

Incubar los tubos de las diluciones durante 18 horas a 37°C. Leer los resultados mediante la
observacion de crecimiento bacteriano en cada tubo y calcular la CML

A partir de cada uno de los tubos sin desarrollo bacteriano inocular una placa de agar
MacConkey e incubar las placas 18 horas a 37°C; contar el numero de colonias en las placas
para la determinacion de la CMB.

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE CMI

Se considera CMI como la menor concentracion de antibiotico cuyo subcultivo produce un
numero de colonias menor al 0,1% del indculo original, demostrado por la presencia de
turbidez.

Los resultados de la CMI pueden ser interpretados en las categorias de sensible, intermedio o
resistente de acuerdo a la tabla establecida por el NCLSI (TABLA 2)

e Se considera CMB como la menor concentracion de antibidtico donde no se ha observado
desarrollo bacteriano debido a la actividad bactericida del mismo.
Bibliografia:

Gamazo, C., Lopez, 1., Diaz, R. (2005). Manual Practico de Microbiologia. Tercera Edicion.
Editorial Elsevier.
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TABLA N°1

>3-4 colonias

TSB
(S-)
Cultivo Siembre Preparacion del indculo  McFarland n° 0,5
fresco . Y’Q il
800 ug Atb/ 1ml CMH
/Swadre =3
\ % !
\;;/1ml tmbAmt Am tml Am Am im Am im tm im im 19,8 ml
R Ve Y Ve Ve Ve Ve 'V Van Ve Van"\ MH
(108 UFC/mI)
23
=

~

320 ul Sol.M 1 miMH *g‘fﬁ
w0 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 012 0,06 Determinar el
i i s indculo real

Concentracion de antibictico (ug/ml)
Inocular (1 ml/tubo)
: Incubar
(37 °C, 18 h)
256 128 64 32 16 8 4 2 105 025 0,12 0,06 0,03 Concentracién
de antibiético
Siembra en placas (ug/mi)

agar sangre de los tubos
sin turbidez

Procedimiento y Determinacion de CMI y CMB. Método de Dilucion en caldo.
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Interpretacion de la Concentracion Minima Inhibitoria para Enterobacterias segun el
NCLS 2015

TABLA N° 2.
MIC INTERPRETATIVE CRITERIA (ug/mL)
S SDD I R
GENTAMICINA <4 8 > 16
(parenteral)

Clinical and Laboratory Standars Institute. M100-S25
e S: Susceptible

e [: Intermedio
e R: Resistente

Bibliografia:

Clinical and Laboratory Standars Institute. Performance Standars for Antimicrobial
Suceptibility Testing; Twenty-fifth Internatioal Supplement MI100 S25 (2015). Recuperado
de: http://shop.clsi.org/c.1253739/site/Sample pdf/M100S25 sample.pdf
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ANEXO Nro. 15
REGISTRO INTERNO DE RESULTADOS PARA IDENTIFICACION BACTERIANA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
REGISTRO INTERNO DE RESULTADOS

FECHA:.. 0= S0 22010 8
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ANEXO Nro. 16

REGISTRO DE RESULTADOS METODO DE MACRODILUCION

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
REGISTRO INTERNO DE RESULTADOS DEL METODO DE MACRODILUCION

FECHAS .70 0 P e eereees
Resultados de la concentracién minima inhibitoria de GENTAMICINA obtenidos por el método de MACRODILUCION frente a Escherichia
coli spp. Tl e 5, s -
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0$@$ | _nkey
‘)\3(‘,\ ug 64 32 |6 | 8 4 2 1 0.5 | 025 | 0.125 | 0062 | ug | Nohay Tubo N ° Tubo N ©
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ANEXO Nro. 17

TRIPTICO Y SOCIALIZACION DE RESULTADOS

CONCLUSIONES

# El desarrollo de métodos estandarizados de
susceptibilidad antimicrobiana, a pesar de
las dificultades que presentan, constituyen
un notable avance en la terapia de
infecciones bacterianas, sobre todo las que
comprometen la vida del paciente.
Actualmente se cuenta con puntos de corte
para varios antimicrobianos de uso clinico y
para bacterias frecuentemente aisladas de
infecciones de vias urinarias.

# Con la informacién obtenida de los métodos
estandarizados se ha podido detectar cepas
intrinsecamente resistentes a los
antimircrobianos y cepas con CIMs mas
elevadas que lo habitual, asociado a falla
terapéutica

RECOMENDACIONES

Destacar la prevencion y tratamiento
adecuado en las infecciones principalmente
la de vias urinarias, que este inmerso en el
uso de los antibidticos, con charlas
educativas dirigidos por profesionales de la
salud debidamente aptos y capacitados, y
de esta manera evitarla automedicacion

Actualizar con mayor frecuencia nuevas
investigaciones con la finalidad de conocer
nuevos datos estadisticos acerca de la
resistencia y/o sensibilidad bacteriana a los
antibioticos para que tomen en cuenta al
momento de prescribir firmacos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

AREA DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO.CLINICO

TEMA: } " \

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DE AMPICILINA, AMIKACINA,
CEFTRIAXONE, CEFUROXIMA,

CEFOTAXIMA, GENTAMICINA Y
CIPROFLOXACINA FRENTE A Escherichia
coli AISLADA EN UROCULTIVOS DE
PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA
DEL HOSPITAL MILITAR BRIGADA NRO.

TLOJA

N 'c ) ‘

‘LOJA- ECUADOR ¥

' 2015 \

4 | !

f »
A \
~ / N




OBJETIVOS
Objetivo General:

e Determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de ampicilina,
amikacina, ceftriaxone, cefuroxima,
cefotaxima, gentamicina y ciprofloxacina
frente a Escherichia coli en pacientes de
consulta externa con solicitud de
urocultivo del Hospital Militar Brigada
Nro. 7 Loja.

Objetivos especificos:

1. Realizar urocultivo a partir de muestras de
orina de pacientes que acuden a consulta
externa que tengan peticion de urocultivo
en el Hospital Militar Brigada Nro. 7 de la
ciudad de Loja.

2. Determinar la concentraciéon = minima
inhibitoria de ampici;lina, amikacina,
ceftriaxone, = cefuroxima, = cefotaxima,
gentamicina. |y ciprofloxacina en
urocultivos de Esc¢herichia. colispp en
muestras de orina de pacientes de consulta
externa del Hospital Militar Brigada Nro.
7 de la ciudad de Loja mediante la técnica
de macrodilucion.

3. Difundir los resultados al personal médico
del Hospital Militar Brigada Nro. 7 de la
ciudad de Loja.

DEFINICIONES

INFECCION DE VIAS URINARIAS: Se
considera como infeccion del trato urinario a la
presencia de microorganismo patégeno que
puedan estar presentes con o sin sintomas, de
ahi que las de origen bacteriano son las mas
frecuentes.

Escherichia coli: La Escherichia coli es un
bacilo gramnegativo, bacteria comiin que se
encuentra en los intestinos de los animales y
las personas y es la causa mas frecuente de
infeccion de vias urinarias y contribuye casi al
90% de las infecciones urinarias en mujeres
jovenes

UROCULTIVO: Es el cultivo de orina para
diagnosticar infeccion sintomatica del tracto
urinario o infeccidén asintomatica en pacientes
con riesgo de infeccion.

CIM: es la minima concentracion de
antibidtico capaz de inhibir el crecimiento de
un microorganismo después de un tiempo de
incubacion que generalmente es de 24 horas.

RESISTENCIA BACTERIANA: el
mecanismo mediante el cual la bacteria puede
disminuir la accion de los agentes
antimicrobianos

RESULTADOS

Sensibilidad y/o resistencia de ceftriaxone,
amikacina, ampicilina, cefuroxima,
ciproloxacina, gentamicina y cefotaxima
frente a Escherichia coli en urocultivos de
pacientes de consulta externa del Hospital
Militar Brigada N° 7 Loja

SENSIBILIDAD Y/0 RESISTENCIA

ANTIBITICO | SENSIBLE |INTERMEDIO|RESISTENTE | FRECUENCIA PORCENTAJE
CEFTRIAXONE 18 3 3 4 100%
AMIKACINA 34 4 100%
AMPICILINA 3 3 100%
CEFUROXIMA 18 9 I 4 100%
CIPROFLOXACINA 33 1 3 100%
AEATAAMIAINA 10! 1N C 1 10no/

SENSIBILIDAD Y/ORESISTENCIA DE CEFTRIAXONE, AMIKACINA,

AMPICILINA, CEFUROXIMA, CIPROFLOXACINA, GENTAMICINA Y
CEFOTAXIMA FRENTE A ESCHERICHIA COLI EN URDCULTIVOS DE
PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA DEL HOSPITAL MILITAR
BRIGADA N27 LOJA

B SENSIBILIDAD Y/O
RESISTENCIA SENSIBLE
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ANEXO Nro. 18

CERTIFICADO DE DESARROLLO DE TESIS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

Laboratorio de Analisis Quimico

Unidad de Fitoquimica

Of. N2 006-2015-UFQ-LAQ-UNL Loja, 10 de julio de 2015

Dr. Luis Alberto Morocho Yaguana, Responsable de la Unidad de Fitoquimica, del
Laboratorio de Anélisis Quimico-UNL (antes CISAQ), por medio del presente CERTIFICO
que la sefiorita Ximena Lizbeth Lanche Silva, estudiante de la Carrera de Laboratorio
Clinico, con C.I. N° 1900592856, desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia de la
Unidad de Fitoquimica el componente practico de su proyecto de tesis denominado
“Concentracién minima inhibitoria de gentamicina frente a Escherichia coli
aislada en muestras de urocultivo de pacientes del Hospital Militar de la Ciudad de
Loja”, durante el periodo marzo-mayo del presente afio, trabajo que fue desarrollado
bajo mi supervisién y acogiéndose al proyecto de Tesis aprobado por la carrera.

Es lo que puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a la interesada hacer uso del
presente como a bien tuviere.

Atentamente,

Dr. LhisA-Morocho Y., Mg, Sc.
Responsable Unidad Fitoquimica-
UNL
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Fig 7. Cepa control ATCC 25922
Escherichia coli.
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