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1.Titulo

DETERMINACION DE BETALACTAMASAS AMPC Y CARBAPENEMASAS EN
ENTEROBACTERIAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA DE PACIENTES QUE

ASISTEN AL HOSPITAL ISIDRO AYORA.



2. Resumen

La resistencia antimicrobiana es una realidad actual, las Enterobacteriaceae son una de las
familias bacterianas que presentan con mayor frecuencia resistencia a multiples antibidticos,
algunas son productoras de enzimas que confieren resistencia incluso a los dotados de mayor
espectro de actividad, por lo que se propuso el presente estudio denominado “Determinacion
de betalactamasas AmpC y carbapenemasas en enterobacterias aisladas en muestras de orina
de pacientes que asisten al Hospital Isidro Ayora”. El estudio tuvo un enfoque cuali-
cuantitativo de tipo descriptivo y transversal, cuyos objetivos fueron identificar
Betalactamasas de tipo AmpC y Carbapenemasas en cepas aisladas de enterobacterias de
muestras de orina y relacionar los resultados segun sexo, edad y procedencia en pacientes
hospitalarios y ambulatorios. La muestra estuvo conformada por cepas de enterobacterias
aisladas de 250 muestras, de las cuales 7 (2,8%) presentaron betalactamasas AmpC y
carbapenemasas. Al relacionar los resultados obtenidos, la produccion de AmpC se da en igual
frecuencia en el sexo masculino y en el femenino con 1 (14,3%), Unicamente en adultos
mayores, cuyos pacientes son ambulatorios; mientras que la produccién de carbapenemasas se
da mayoritariamente en el sexo masculino con 4 (57,1%) que en el sexo femenino con 1
(14,3%), sélo en adultos mayores, cuyos pacientes en su mayoria 3 (42,8%) son hospitalizados
y en menor frecuencia 2 (28,6%) son ambulatorios. Con estos resultados se ha observado que
todavia no es muy frecuente este tipo de betalactamasas en nuestra provincia, pero el hecho de

su presencia ya es una alerta importante.

PALABRAS CLAVES: Enterobacteriaceae, betalactamasas AmpC, carbapenemasas.



Summary

Antimicrobial resistance is a current reality, the Enterobacteriaceae are one of the bacterial
families that most frequently exhibit resistance to multiple antibiotics, some are producers of
enzymes that confer resistance even to those endowed with a greater spectrum of activity,
Therefore, the present study entitled "Determination of AmpC beta-lactamases and
carbapenemases in enterobacteria isolated in urine samples from patients attending the Isidro
Ayora Hospital” was proposed. The study had a qualitative and quantitative approach of
descriptive and transversal type, whose objectives were to identify Betalactamasas of type
AmpC and Carbapenemasas in isolated strains of Enterobacteriaceae of urine samples and to
relate the results according to sex, age and origin in hospital and ambulatory patients. The
sample consisted of strains of enterobacteria isolated from 250 samples, of which 7 (2.8%)
presented beta-lactamases AmpC and carbapenemasas. When relating the obtained results, the
production of AmpC occurs in the same frequency in the male sex and in the female with 1
(14.3%), only in older adults, whose patients are ambulatory; while the production of
carbapenemasas occurs mainly in males with 4 (57.1%) than in females with 1 (14.3%), only
in older adults, whose patients mostly 3 (42.8%). %) are hospitalized and less frequently 2
(28.6%) are ambulatory. With these results it has been observed that this type of beta-
lactamases is not very frequent in our province, but the fact of its presence is already an

important warning.

KEYWORDS: Enterobacteriaceae, beta-lactamases AmpC, carbapenemases.



3. Introduccion

En los ultimos afos se ha producido un aumento rapido en la presencia de bacterias
multirresistentes, en las cuales dentro de ellas estan las enterobacterias productoras de
betalactamasas de tipo AmpC y carbapenemasas. La familia de las enterobacterias constituye
un grupo grande y heterogéneo de bacterias gramnegativas que poseen una estructura
antigénica compleja y producen diversas toxinas ademas de otros factores de virulencia, en
general lo que contribuye a la resistencia bacteriana es el uso indiscriminado de
antimicrobianos, la hospitalizacion que expone a los pacientes al uso de antibidticos y riesgo
de colonizacién por gérmenes multirresistentes, otros factores son la automedicacion y llevar

un tratamiento sin respetar las indicaciones del médico (Puerta y Mateos, 2010, pag. 3426).

Las betalactamasas tipo AmpC o cefalosporinasas, son serinbetalactamasas; que en la
mayoria de la familia Enterobacteriaceae, son clinicamente significativas ya que se
caracterizan por conferir resistencia a una gran variedad de antibidticos betalactdmicos como
las penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacion incluyendo cefamicinas y en
menor medida las de tercera generacién, pero no son capaces de conferir resistencia a las
cefalosporinas de cuarta generacion ni a los carbapenémicos. Las Betalactamasas AmpC

pueden ser cromosomicas (CAmpC) o plasmidicas (pAmpC) (Martinez, 2009, pags. 79-80).

Las betalactamasas AmpC cromosomicas se han descrito en una gran variedad de la familia
Enterobacteriaceae, ya que las expresan de manera natural como en el caso de Enterobacter
spp, Providencia spp, Morganella morganii, Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
Acinobacter baumannii, Shiegella spp y organismos como Pseudomona aeruginosa. Mientras
gue a las betalactamasas AmpC plasmidicas, tienen ain mucho mas importancia clinica y
epidemioldgica, y las expresan enterobacterias como: Klebsiella pneumoniae y oxytoca,
Proteus mirabilis, y Salmonella spp. La Escherichia coli posee betalactamasas AmpC tanto

plasmidicas como cromosdmicas (Chalan, 2014, pag. 20).



Moreno (2013) manifiesta que: Las carbapenemasas representan la familia méas versatil de
las betalactamasas, tienen la capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros
betalactamicos, y ademas presentan la caracteristica de ser resistentes contra la accion de los
inhibidores de betalactamasas disponibles; pueden estar codificadas en el cromosoma

bacteriano o estar presentes en elementos genéticos maoviles (pag. 602).

Las opciones durante el tratamiento de infecciones causadas por Enterobacterias que
expresan este tipo de betalactamasas son limitadas, en especial las plasmidicas porque pueden
dar lugar a fracasos terapéuticos en el tratamiento con betalactamicos y se asocian a una gran
resistencia a mudltiples farmacos, ademas las AmpC plasmidicas pueden transferirse o

diseminarse en el ambiente nosocomial como en la comunidad (Alvarez, 2017, pags. 25-26).

En el caso de infecciones en vias urinarias, segun (Gonzalez, 2015) la E. coli contribuye a
casi 90% de las primeras infecciones urinarias en mujeres jovenes, entre otras Proteus

mirabilis, Klebsiella pneumoniae.

Seral, Gude y Castillo(2012) expresan que, las pAmpC han sido descritas en todo el
mundo, pero no se dispone de datos exactos de prevalencia debido principalmente a la falta de
un método estandarizado para su deteccidn, existiendo diferentes rangos de prevalencia segun
el tipo de enzima y la localizacion geografica, es asi que: En Asia, en un estudio realizado por
el grupo de Yoo et al., durante 2008 y 2009 se observé que el 3,1% de E. coli y el 39,1% de K.
pneumoniae eran productores de DHA-1, CMY-2 y CMY-6, poniendo de manifiesto la
presencia de este mecanismo de resistencia fuera del entorno hospitalario; En América del
norte, en el 2005, Hanson et al., estudiaron la prevalencia de pAmpC en pacientes no
hospitalizados encontrando una prevalencia global en E. coli y K. pneumoniae del 0,6% y

0,5%, respectivamente (pags. 14-15).



En Europa: Navarro, Pascual y Rodriguez (2009) mencionan que en un estudio realizado en

Espafia, encontraron una prevalencia de 0.64% de pAmpC y 0.04% de carbapenemasas.

En un estudio de vigilancia en Norteamérica entre 2012 y 2013, la incidencia de
aislamientos de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, en la orina o0 en un sitio
estéril fue de 2.93 casos por cada 100,000 personas por afio; aproximadamente la mitad de los
aislamientos presentados poseian la betalactamasa KPC; Las carbapenemasas de clase D, son
especialmente problematicas en Europa, pero también se han recuperado de centros médicos
en Asia oriental, Oriente Medio, Australia, América del Sur y los Estados Unidos (Quale y

Spelman, 2018).

En Latinoamérica en el 2011 se reportd la resistencia a carbapenémicos en Guatemala en
dos aislamientos de Klebsiella pneumoniae; en el 2012, en Colombia, se presenta un nuevo
brote por el mismo agente en seis pacientes hospitalizados; y en Paraguay en noviembre de ese
afio, se notifico el hallazgo de carbapenemasa tipo NDM en aislamientos de A. baumanni en

pacientes hospitalizados (Organizacion Panamericana de la Salud, 2012).

En nuestra provincia no hay suficientes estudios con respecto a este tipo de estudio en
enterobacterias productoras de betalactamasas AmpC y carbapenemasas aisladas de muestras
de orina, por ello, debido al poco conocimiento sobre este tema, he visto la necesidad de
realizar este estudio investigativo que tuvo como objetivos identificar las betalactamasas de
tipo AmpC y carbapenemasas en cepas aisladas de enterobacterias de muestras de orina, y
relacionar los resultados segin el sexo, edad y procedencia en pacientes hospitalarios y
ambulatorios del Hospital Isidro Ayora, cuyo enfoque fue cuali-cuantitativo, y formé parte del
macroproyecto denominado “CARACTERIZACION MOLECULAR DE
BETALACTAMASAS AISLADAS DE MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE

HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA LOJA 2017”.



4. Revision de literatura

4.1 Infeccion de Vias urinarias

Es la presencia de microorganismos patogénicos en el tracto urinario incluyendo uretra,
vejiga, rifidn o prostata. El factor més importante involucrado, es la obstruccion del flujo
urinario normal o la presencia de un cuerpo extrafio (sondaje vesical). Dada su alta incidencia
y el empleo de antibidticos que suponen las infecciones del tracto urinario, tienen gran
relevancia socioecondmica y generacion de resistencias antibidticas (Gonzéalez, 2015; Mateos,
2010, pags. 1-2)

En la actualidad, estan apareciendo nuevos mecanismos de resistencia bacteriana que se
propagan a nivel mundial y ponen en peligro la capacidad del personal de la salud para tratar
enfermedades infecciosas comunes, con el consiguiente aumento de la discapacidad, muertes,
y la prolongacién de la enfermedad, lo que significa que sin antimicrobianos eficaces para
prevenir y tratar las infecciones, las intervenciones como cirugias, trasplantes,quimioterapia, el

tratamiento de la diabetes se convertirdn en procedimientos de muy alto riesgo (OMS, 2017).

4.2 Etiologia

En un articulo se describe que los principales agentes uropatdgenos de las infecciones del
tracto urinario representan bacterias Gram negativas de origen intestinal y algunas también
provienen de infecciones intrahospitalarias en pacientes inmunodeprimidos, asociadas a
malformaciones congeénitas de las vias urinarias e instrumentacion uroldgica entre otros
factores predisponentes.Otros microorganismos como levaduras, virus, protozoos y parasitos
causan las infecciones pero con menos frecuencia (Pufiales, Monzote, Torres y Hernandez,

2012, pags. 621-622)



4.3 Las bacterias

Son microorganismos unicelulares que se reproducen mediante fision binaria, y que
presentan tres formas bésicas si se observan al microscopio: las esféricas o cocos(algunos
reciben otro nombre, por ser achatados “cocobacilos”), las alargadas o bacilos y las bacterias
curvadas o espirilos, las bacterias se observan macroscopicamente cuando se encuentran en
grupos, denominaados colonias. Ademas pueden diferenciarse por medio de la tincién de
Gram, por su capacidad para retener un colorante basico (violeta cristal) después de su fijacion
y decoloracion con alcohol, y se dividen en grampositivas (conservan el colorante, a causa de
su pared celular gruesa de peptido glucano y acidos teicocicos) y gramnegativas (que se
decoloran con el alcohol y después se colorean de rojo con safranina, debido su capa fina de
peptidoglucano y una membrana externa adicional que contiene lipopolisacarido) (Vargas,

2014, pags. 1-2; Lépez, et al., 2014 , pag. 3).

4.4 Enterobacterias

La familia de las enterobacterias constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
gramnegativas, son anaerobios o aerobios facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos
de carbono, y poseen una estructura antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros
factores de virulencia. Su nombre es dado debido a la localizacién habitual como saprofitos en
el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes propagados, encontrdndose universalmente en
el suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de
muchos animales ademas del hombre (Mateos, 2010, pag. 1).

Las especies mas importantes para la salud humana son Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter spp, Serratia marcescens, Morganella
morganii y Citrobacter spp, cuando las enterobacterias acceden a otros lugares del cuerpo

humano, producen una infeccion que puede ocasionar enfermedad, las mas frecuentes son las



infecciones urinarias y las infecciones respiratorias, con menor frecuencia se producen

infecciones de localizacion quirargica, asi como infecciones de catéteres o de otros

dispositivos intravasculares. Actualmente puede observarse un incremento de dos nuevos

mecanismos de resistencia: las cefalosporinasas mediadas por plasmidos y las carbapenemasas

(Conselleria de Sanidade y el Servicio Gallego de Salud, 2017; Ferran Navarro, 2009, pag. 3).

4.5 Tratamiento

451

45.2

Antibidticos Betalactamicos. (Jawets, 2011, padg. 340; Gudiol, 2009, pag. 116)
manifiestan que: los betalactamicos son la familia mas numerosa de antimicrobianos y la
mas utilizada en la préctica clinica, son inhibidores selectivos de la sintesis de la pared
celular bacteriana y, por lo tanto, son activos contra las bacterias en proliferacion, ésta
inhibicion es una de las diversas actividades de estos farmacos y es la que mejor se
conoce, su paso inicial en la accion farmacoldgica consiste en enlazar al farmaco a los
receptores celulares, algunas de las cuales son enzimas de transpeptidacion.

Los diversos receptores tienen distintas afinidades por los farmacos y cada una
intermedia un efecto distinto, por otra parte los betalactamicos son compuestos de accion
bactericida lenta, presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico, su
espectro se ha ido ampliando durante afios por la incorporacion de nuevas moléculas con
mayor actividad frente a los bacilos gramnegativos; pero la progresiva aparicién de
resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas

situaciones.

Clasificacion y estructura quimica. Gudiol (2009) afirma que “la presencia del anillo
betalactamico define quimicamente a esta familia de antibidticos, ademas, éste

determina su mecanismo de accion, la escasa toxicidad directa y el principal mecanismo
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de resistencia (las betalactamasas) de esta familia de antibidticos”. Pero para que el
betalactamico sea activo, debe estar unido a otros anillos.

La asociacion de diferentes tipos de cadenas lineales, junto a las caracteristicas de
este esqueleto formado por los 2 anillos, modifica las propiedades del compuesto
resultante dando lugar a los diferentes grupos de antibioticos betalactdmicos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas e inhibidores de las betalactamasas.
Dentro de cada grupo, pequefias alteraciones en la estructura quimica son capaces de
modificar las caracteristicas del antibiotico, como el espectro, la afinidad por

determinados receptores o la resistencia a las betalactamasas (pag. 117).

Cefalosporinas. Las cefalosporinas son un grupo grande de antibi6ticos derivados
de algunos hongos del género Cephalosporium, cuya estructura quimica béasica es un
anillo betalactdimico con un ndcleo de 4&cido 7-aminocefalosporéanico, las
cefalosporinas naturales poseen actividad antibacteriana reducida, pero al anillo se le
pueden agregar cadenas laterales que originan diversos compuestos con variaciones en
su espectro de actividad bacteriana y en sus propiedades fisico-quimicas.

Estos medicamentos se ligan de manera covalente e inhiben las enzimas
traspeptidasas que participan en el ultimo paso de la formacion del peptidoglicano
rigido. A las cefalosporinas se las ha agrupado en cuatro generaciones, de acuerdo con
su actividad antimicrobiana. Esa clasificacion tiene gran utilidad préactica, pues las
sustancias que conforman una misma generacion, tienen propiedades similares (Jawets,
2011, pag. 358; Arguedas, 2010, pag. 35).

Las cefamicinas son similares a las cefalosporinas pero se derivan de los
actinomicetos y tienen un grupo metoxi en el acido 7-aminocefalosporanico (Mendoza,

2007, pég. 1).
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Clasificacion, segun (Arguedas, 2010, pag. 35; Rodriguez, Tolén y Lopez, 2013,

pags. 2-3) se clasifican en:

a) Cefalosporinas de primera generacion. Son muy activas contra los cocos gram
positivos y moderadamente activas contra algunos bacilos gramnegativos,
principalmente E.coli, Proteus y Klebsiella.

b) Cefalosporinas de segunda generacion. Tienen una cobertura extendida contra
bacilos gramnegativos como E. coli, Klebsiella y otras enterobacterias incluidos
Klebsiella y Proteus pero no P. aeruginosa. Cefaclor es la mas sensible a las
betalactamasas. Cefoxitina inhibe a muchas enterobacterias productoras de
betalactamasas (pero no a las especies de Enterobacter o Citrobacter). Las
cefamicinas se clasifican dentro de esta generacidn porque tienen un espectro de
actividad similar.

c) Cefalosporinas de tercera generacion. Son muy activas contra los bacilos
gramnegativos y muy resistentes a la accion de las betalactamasas de amplio
espectro. Donde las cefalosporinas de segunda generacion tienden a fracasar
contra P. aeruginosa, la ceftazidima o la cefoperazona triunfan también son
activas contra P. Aeruginosa., tienen mayor actividad contra Neisseria y
enterobacterias, incluyendo Citrobacter sp, Serratia marcescens y Providencia
sp.

d) Cefalosporinas de cuarta generacion. A diferencia de las de tercera generacion
tienen mayor actividad contra los cocos gram positivos, similar contra gram
negativos productores de betalactamasas plasmidicas clasicas (Eschericchia coli,
Proteus. mirabilis, Klesbsiella. pneumoniae y Salmonella spp.), su actividad es

limitada frente a anaerobios, y superior frente a Pseudomona aeruginosa.
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Carbapenémicos. (Moreno, 2013, pags.599-600; Letourneau, 2018) manifiestan
que son antibidticos betalactamicos semisintéticos, desarrollados a partir de la
tienamicina (producto del metabolismo del microorganismo Streptomyces cattleya),
generalmente resistentes a la mayoria de las betalactamasas plasmidicas vy
cromosOmicas, y dotados de mayor espectro de actividad que abarca: Organismos
gramnegativos (incluidos los productores de betalactamasas de espectro extendido,
anaerobios, y organismos gram positivos).

Es por ello que son imprescindibles en el tratamiento donde se sospecha de un
patdgeno multirresistente. Su mecanismo de accion consiste en inhabilitar la sintesis de
la pared bacteriana durante la transpeptidacion (debido a la elevada afinidad por las
enzimas que participan en el ensamblaje del peptidoglucano) y su eficacia disminuye

cuando la bacteria produce mecanismos de resistencia para evadir su efecto.

Carbapenémicos mas utilizados:

a) Imipenem. Posee buena actividad contra numerosos bacilos gramnegativos, es
resistente a los betalactdmicos pero es inactivado por las deshidropeptidasas en los
tubulos renales, por lo que se requiere la administracién conjunta de cilastatina (un
inhibidor especifico de esta deshidropeptidasa). Esta indicado en las infecciones
causadas por microorganismos que son resistentes a otros farmacos, pero las
especies de Pseudomona desarrollan resistencia con rapidez a este antibiético
(Jawets, 2011, pag. 361).

b) Meropenem. Es similar al imipenem en cuanto a sus caracteristicas farmacologicas
y espectro antimicrobiano, pero es estable para la deshidropeptidasa (Letourneau,
Combinacién de inhibidores de beta-lactamasa, carbapenémicos y monobactamas,

2018).
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c) Ertapenem. Se usa para el tratamiento de infecciones complicadas que no son
causadas por microorganismos patdgenos hospitalarios. Es activo contra la mayoria
de Enterobacteriaceae y anaerobios, pero menos activo que los otros
carbapenémicos para P. aeruginosa, Acinetobacter y bacterias Gram positivas,
particularmente enterococos y neumococos resistentes a la penicilina (Letourneau,
2018; Jawets, 2011, pag. 361).

d) Doripenem. Tiene actividad contra los bacilos gramnegativos no fermentadores de
glucosa, es mas activo contra P. aeruginosa que el imipenem, pero es igual de
activo que el meropenem, aunque Letourneau (2018) manifiesta que “parece tener
una actividad in vitro méas potente que el meropenem”. En general ha demostrado
eficacia clinica en el tratamiento de infecciones urinarias complicadas (Jawets,

2011, pag. 361; Letourneau, 2018).

4.6 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se produce cuando las bacterias sufren cambios al verse expuestos
a los antibioticos, sin presentar efecto sobre ellos, originandose asi los microorganismos
ultrarresistentes, en los cuales, los medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones
persisten en el organismo, lo que incrementa el riesgo de propagacion a otras personas. Estan
apareciendo nuevos mecanismos de resistencia que se propagan a nivel mundial poniendo en
peligro la capacidad para tratar enfermedades infecciosas comunes, con el consiguiente

aumento de la discapacidad, la prolongacion de la enfermedad y las muertes (OMS, 2018).

4.7 Etiologia de la resistencia segun (OMS, 2017; Alos, 2015)
La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno que aparece de forma natural con el

tiempo, generalmente por modificaciones genéticas o mutaciones, estas mutaciones y el
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intercambio horizontal de genes son propiedades universales de las bacterias que han ocurrido
durante millones de afios como parte de la evolucion. Alés (2015) manifiesta que “La
frecuencia de mutaciones que originan resistencia a antibioticos varia segun el antibidtico y la
bacteria, dichas mutaciones se dan con mayor frecuencia en bacterias deficientes en el sistema
de reparacion del ADN (hipermutadoras)” pag. 694.

El proceso de la resistencia se ve acelerado por el mal uso y el abuso de los
antimicrobianos, tanto en personas como en animales, y es frecuente que se administren sin
supervision de un profesional. Como ejemplos de uso incorrecto se pueden citar su
administracion para tratar infecciones viricas (como resfriados o gripe), su uso como
estimulantes del crecimiento de animales o para prevenir enfermedades en animales sanos.

Las bacterias resistentes pueden transmitirse de persona a persona o entre las personas y los
animales, inclusive a través de la alimentacion de origen animal. EI mal control de las
infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la manipulacién inadecuada de los

alimentos fomentan la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos.

4.8 Epidemiologia

La OMS (2017) indica que la resistencia a los antibidticos afecta a todos los paises, es asi
que la resistencia de Klebsiella pneumoniae al tratamiento utilizado como ultimo recurso (los
carbapenémicos) se ha propagado a todas las regiones del mundo. K. pneumoniae es una
importante causa de infecciones nosocomiales, como la neumonia, la sepsis o las infecciones
de los recién nacidos y los pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos. Debido a
la resistencia, en algunos paises los antibi6ticos carbapenémicos ya no son eficaces en mas de
la mitad de los pacientes con infecciones por K. pneumoniae. La resistencia de Escherichia
coli a las fluoroquinolonas esta muy generalizada. En Europa en 2007 se calcularon 400.000

infecciones por bacterias multirresistentes y 25.000 muertes atribuibles.
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En Estados Unidos las bacterias multirresistentes infectan a unos 2 millones de personas al
afio, de las que al menos 23.000 mueren, en el pais mencionado se ha descrito un 8.5% de
AmpC plasmidicas en K. pneumoniae, 6.9% en K. oxytoca y 4 % en E. coli. En realidad, se
desconoce aun cudl es la prevalencia y la relevancia clinica y epidemioldgica de estas
variantes de AmpC (Navarro, Pascual y Rodriguez, 2009, pags. 2-3).

En el 2015 la situacion epidemioldgica de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(CPE) empeord, especialmente con la rapida propagacion de carbapenem-hidrolisis de
oxacilinasa-48 (OXA-48) y Enterobacterias productoras de metalobalta- matasa de Nueva
Delhi (NDM), en los cuales 13/38 paises informaron de una propagacion interregional o de
una situaciéon endémica para CPE (Albiger, 2015, pag. 1).

En Latinoamérica el 2011, el Centro Nacional de Enlace para el Reglamento Sanitario
Internacional en Guatemala, emitio una alerta epidemioldgica por el aislamiento de dos cepas
multirresistentes de carbapenemasas tipo Nueva Delhi metalobetalactamasa en el pais. El
problema de la resistencia bacteriana ha traspasado las fronteras de la literatura médica y ha

Ilegado a los medios de informacion general de todo el mundo (OPS, 2011, pag. 2).

4.9 Mecanismos de resistencia a antibidticos segun (Letourneau, Antibioticos

betalactamicos: mecanismos de accidn y resistencia y efectos adversos, 2018).

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibiéticos por medio de los siguientes
mecanismos:

a) Disminucion de la penetracion en el sitio objetivo: La membrana externa de los
bacilos gramnegativos proporciona una barrera eficaz para la penetracion de
betalactamicos en sus proteinas fijadoras de penicilinas (PBP) diana en la membrana
plasmatica bacteriana. La barrera de permeabilidad de la membrana externa es un factor

principal en la resistencia de Pseudomona aeruginosa a muchos betalactamicos.
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b) Alteracion del sitio objetivo: Los sitios diana para los antibioticos betalactamicos son
los PBP en la membrana, pero las alteraciones en las PBP pueden influir en su union con
los betalactdmicos y, por lo tanto, la sensibilidad de las células bacterianas alteradas a la
inhibicidn por estos antibioticos. Tal mecanismo es responsable de la resistencia a la
penicilina en los neumococos, a la oxacilina en los estafilococos y las bacterias con
resistencia intrinseca creciente a los betalactamicos, como gonococos, enterococos y
Haemophilus influenzae.

¢) Inactivacion por una enzima bacteriana. La produccién de betalactamasas es un
mecanismo importante de resistencia a los antibioticos betalactamicos en aislados
clinicos. Su produccion puede estar codificada dentro del cromosoma bacteriano
(caracteristica de una especie entera) o los genes pueden adquirirse en un plasmido
(caracteristicos de una cepa individual en lugar de la especie). Las bacterias pueden
sintetizar las betalactamasas constitutivamente (como para muchas enzimas mediadas
por plasmidos) o la sintesis puede ser inducible en presencia de antibidtico (como para

muchas enzimas cromosomicas).

4.9.1 Betalactamasas.

Son enzimas producidas por bacterias que abren el anillo betalactdmico de los
betalactamicos, inactivando el antibidtico. Las enzimas especificas para las penicilinas
son las penicilinasas, para las cefalosporinas son las cefalosporinasas y para los
carbapenémicos son las carbapenemasas (Mufioz, 2018).

La produccién de betalactamasas puede ser inducible (la produccién de
betalactamasas inicia sélo en presencia de un betalactdmico, debido a que la accién de
los agentes antimicrobianos en la pared celular activa un mecanismo genético en cascada

que inicia la produccion de betalactamasas, pero la produccion cesa ante la ausencia de
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los agentes antimicrobianos en la pared celular o a su alrededor) o constitutiva (aquellas
que la bacteria produce en forma continua, como por ejemplo la enzima cromosémica
SHV-1 de K. Pneumoniae que interviene en la resistencia a la ampicilina y ticarcilina)

(Susana Martin, 2012, pag. 100).

4.9.1.1 Principales tipos de betalactamasas en enterobacterias segun (S.Martin,

T.Martin y Liso, 2012, pags. 101-102). Para la clasificacion molecular, Ambler se

basa en la estructura molecular de las betalactamasas y su secuencia de aminoacidos,
reconociendo asi cuatro tipos moleculares designados:

Clase A. Penicilinasas, en general hidrolizan todos los belactamicos, y estan

principalmente las enzimas de tipo KPC, IMI y GES, puede ser inhibido total o

parcialmente por el acido borénico y el acido clavulanico.

Clase B. Llamadas también Metalo-betalactamasas (MBL), las mas importantes de
esta clase son las de tipo VIM, IMP y NDM. Requieren zinc para la hidrolisis eficiente
de los betalactamicos, como resultado, las MBL pueden ser inhibidas por EDTA (un
quelante de iones) e hidrolizan fuertemente a todas los betalactamicos a excepcion del
aztreonam, ademas no son inhibidos por inhibidores de betalactamasa tales como

tazobactam, clavulanato, sulbactam y avibactam.

Clase C. Cefalosporinasas o betalactamasas usualmente tipo cromosomal AmpC
propia de la mayoria de enteobacterias que pueden localizarse también en plasmidos y
se caracterizan por un amplio espectro de hidrolisis. Son resistentes a cefalosporinas,

aztreonam, e inhibidores de betalactamasas.
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Clase D. Las oxacilinasas o betalactamasas plasmidial tipo OXA, debido a su
capacidad preferencial para hidrolizar la oxacilina. Se afectan de forma variable por los
inhibidores de betalactamasa, clavulanato, sulbactam o tazobactam, no afectan a los
monobactamicos, producen alto nivel de resistencia a la temocilina y presentan una
baja eficiencia hidrolitica frente cefalosporinas de tercera y de cuarta generacion y
frente a los carbapenemicos.

Las clases A,C y D son enzimas que incluyen betalactamasas con serina en su sitio
activo, mientras que la clase B son enzimas que comprenden metaloenzimas en los
cuales requieren iones bivalentes (Zinc2+) para la hidrolisis de los betalactamicos en el

sitio activo o parte de este (Molin, 2016, pags. 26-27).

Las AmpC y carbapenemasas se corresponden a los siguientes tipos de
betalactamasas:
4.9.1.2 Betalactamasas AmpC. Son enzimas mediadas por plasmidos, pertenecen a la
clase C de la clasificacion estructural de Ambler. Estas enzimas se caracterizan por ser
resistentes a la combinacion de un betalactamico con inhibidores de betalactamasas,
con la posible excepcion de piperacilina-tazobactam (Seral, et al., 2012, pag. 1).

En la mayoria de la familia Enterobacteriaceae las betalactamasas tipo AmpC son
clinicamente significativas ya que confieren resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas de primera y segunda generacién incluyendo cefamicinas (cefoxitina y
cefotetan) y en menor medida las de tercera generacion, pero no son capaces de
conferir resistencia a las cefalosporinas de cuarta generacion ni a los carbapenémicos.
El Aztreonam, la cloxacilina y el &cido boronico tienen la propiedad de inhibir las
betalactamasas tipo AmpC pero no son afectadas por los inhibidores de las

betalactamasas como el clavulanato, sulbactam y tazobactam (Alvarez, 2017, pag. 25).
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Lopez, Torres y Prada (2015) afirman que las que expresan el gen AmpC se
encuentran en el cromosoma bacteriano y su expresion es de bajo nivel e inducible
como respuesta a la exposicion a ciertos betalactdmicos, esta regulada por un operon
amp que requiere la presencia de betalactdmicos con al menos cinco genes (ampC,
ampR, ampD, ampG, ampE) y estd intimamente relacionado con el reciclaje del

peptidoglicano (pag. 196).

(Martinez, 2009, pag. 80) manifiesta que las Betalactamasas de este tipo pueden ser
cromosomicas (CAmpC) o plasmidicas (pAmMpC):

a) AmpC cromosémicas inducibles. Se producen a bajos niveles de manera natural y
aumentan su sintesis en presencia de inductores (betalactdmicos), pueden
derreprimirse, perdiendo asi la caracteristica de induccién. Entre algunas bacterias
productoras: Enterobacter spp., M. morganii, Providencia spp. P. aeruginosa, entre
otras.

b) AmpC cromosomicas no inducibles (constitutivas). Su expresion es a niveles bajos
sin mostrar resistencia, pero cuando estan hiperproducidas pueden conferir
resistencia a todos los betalactdmicos a excepcién de cefalosporinas de 4ta
generacion y carbapenémicos. Su representante productora es E. coli.

c) AmpC plasmidicas inducibles y AmpC plasmidicas no inducibles (constitutivas).
La evidencia molecular sugiere que derivan de los genes ampC cromosémicos que
naturalmente poseen las enterobacterias arriba mencionadas, ademas han sido
detectadas tanto en aislados intrahospitalarios como en comunitarios. Los genes
ampC mediados por plasmidos han sido encontrados en bacterias como Salmonella
spp., K. pneumoniae y Proteus mirabilis que naturalmente no poseen estos genes;

las enzimas AmpC plasmidicas confieren resistencia a varios betalactdmicos
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incluyendo penicilinas, oxyminocefalosporinas, cefamicinas y, de manera variable,
al aztreonam, excepto la AmpC plasmidica tipo ACC-1 debido a que no confiere
resistencia a cefamicinas. El nivel de expresion de ciertas AmpC plasmidicas
inducibles es mucho mayor en comparacion con las AmpC cromosomicas
inducibles.
Este tipo de betalactamasas AmpC pueden causar fracasos terapéuticos, similares
a los descritos en infecciones causadas por aislados hiperproductores de AmpC
cromosomica inducible (seleccion de mutantes con desrepresion estable) en
tratamientos con betalactdmicos (Calvo, Canton, Fernandez,Mirelis y Navarro
2011).
Pequefas diferencias en la secuencia aminoacidica de estas enzimas han dado
lugar a 6 familias: CIT (incluye los grupos CMY y LAT), DHA, ACC, FOX, MOX,

EBC (incluye ACT y MIR) (Seral, et al., 2012, pag. 2).

4.9.1.3 Carbapenemasas. Son betalactamasas hidrolizantes de carbapenemicos que

confieren resistencia a un amplio espectro de sustratos betalactdmicos, incluidos los

carbapenemicos. Este mecanismo es distinto de otros mecanismos de resistencia, como

permeabilidad alterada debido a mutaciones porin, aunque los patrones de

susceptibilidad para aislados con una carbapenemasa y aquellos con mutaciones porin
pueden ser idénticos (Quale y Spelman, 2018).

Estas representan la familia de betalactamasas mas versatil, con un amplio espectro.

Aunque se conocen como “carbapenemasas”, la mayoria de estas enzimas reconocen e

hidrolizan a casi todos los betalactamicos y son resistentes a la accion de los

inhibidores de los betalactamicos (Pefia, 2016).
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Quale y Spelman (2018) clasifican las carbapenemasas de la siguiente manera:

a) Betalactamasas de clase A con actividad carbapenemasas: Pueden codificarse en
cromosomas o0 plasmidos. Las enzimas codificadas cromosomicamente incluyen
SME (enzima Serratia marcescens), NMC (no metalloenzima carbapenemasa) e IMI
(imipenem-hidrolizante) betalactamasas, mientras que las codificadas por plasmidos
incluyen KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) y GES (espectro extendido
de Guayana). GES se ha descrito en Pseudomonas aeruginosa y K. pneumoniae.

KPC es la carbapenemasa de clase A mas importante, ya que residen en
plasmidos transmisibles y confieren resistencia a la mayoria de los betalactamicos.
Se han identificado varias variantes diferentes de enzimas KPC, es asi que algunas
hidrolizan los betalactdmicos a diferentes velocidades, lo que puede contribuir a
diferentes perfiles de susceptibilidad en las bacterias productoras de KPC cuando se
prueban in vitro, ademéas puede transmitirse desde Klebsiella a otros géneros,
incluidos E. coli, P. aeruginosa, Citrobacter, Salmonella, Serratia y Enterobacter
spp.

b) Las betalactamasas de clase B: La primera (MBL) fue IMP-1, luego se
identificaron grupos adicionales de MBL adquiridas: IMP, VIM, GIM, SPM y SIM.
Hay una serie de variantes dentro de cada grupo de MBL (por ejemplo, hay més de
50 variantes de IMP).

Hay MBL de dos tipos: las naturales que se codifican cromosémicamente, y las
adquiridas que consisten en genes codificados en integrones que residen en
plasmidos grandes que son transferibles entre especies y géneros.

Nueva Delhi metallo-betalactamasa (NDM-1), es un nuevo gen MBL que llevan
aislados de Enterobacteriaceae, descrito por primera vez en K.pneumoniae, pero

también se ha identificado en E. coli y Enterobacter cloacae, asi como no
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Enterobacteriaceae (incluyendo Acinetobacter), este gen se encuentra en un
elemento genético muy movil, y el patron de propagacion parece ser mas complejo e
impredecible que el del gen que codifica KPC. En general, las bacterias que
contienen NDM-1 han resultado susceptibles a colistina o tigeciclina, aunque dicha
susceptibilidad puede ser de corta duracion.

c) Las betalactamasas de clase D: Se han identificado carbapenemasas de OXA en
Acinetobacter baumannii y Enterobacteriaceae (especialmente K. pneumoniae, E.
coli y E. cloacae).

En el grupo OXA heterogéneo (que incluye mas de 100 enzimas), se han
identificado seis subgrupos con diversos grados de actividad hidrolizante de
carbapenemicos: OXA-23, OXA-24 | OXA40, OXA-48, OXA-58, OXA-143 (se
transportan en plasmidos transmisibles) y OXA-51 (esta codificado
cromosomicamente). Si bien la mayoria de los aislamientos de A. baumannii que
poseen una carbapenemasa de tipo OXA-23, -24/40 o -58 son resistentes a los
carbapenémicos, las enterobacteriaceae con enzimas de tipo OXA-48 tienen una
susceptibilidad variable a estos agentes. La expresion de un elemento de insercién
del promotor (ISAbal) en OXA-23 y OXA-51 probablemente contribuye a la

resistencia a carbapenemicos.

4.10 Métodos de determinacion de betalactamasas tipo AmpC y Carbapenemasas
Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales,
basados en las caracteristicas fenotipicas observables de las bacterias, como su morfologia,
desarrollo, y propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo continGa siendo el método
diagnostico de eleccion, pues permite el aislamiento del microorganismo implicado, su

identificacion, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos (pruebas de susceptibilidad) y
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facilita la aplicacion de marcadores epidemioldgicos (Fernandez, Garcia, Saéz y Valdezate,

2011, pag. 602).

4.10.1 Métodos de determinacion de betalactamasas AmpC
Método de aproximacion de discos. Es aplicable a betalactamasas AmpC inducibles, la
técnica consiste en realizar un antibiograma convencional, para luego colocar un disco de
cefoxitina o cualquier otro antimicrobiano inductor a una distancia de 27mm centro-centro
de un disco de cefamandol, ceftazidima, ceftriaxona o cefotaxima (antimicrobiano sustrato,
revelador o testigo). Si se observa un halo de inhibicion cortado del antimicrobiano
significa que el microorganismo produce una betalactamasa inducible (Martinez, 2009, pag.

30).

Técnica de sinergia de doble disco. Consiste en inocular una placa de agar Mueller-
Hinton con la cepa a evaluar y colocar en el centro un disco de acido fenil borénico y un
disco de cloxacilina. Seguidamente disponer a ambos lados de cada uno de ellos, discos de
cefotaxime y ceftazidime a una distancia centro-centro de 18-20mm centro centro. Después
de incubar, si se observa un aumento del halo de inhibicion de las cefalosporinas adyacente
a la cloxacilina, o al disco de acido fenil boroénico, se interpreta como prueba positiva para
la produccién de AmpC y es indicativo (cepa productora de AmpC) (Navarro, 2013, pags.

2,13).

4.10.2 Métodos de determinacion de betalactamasas tipo carbapenemasas
Inactivacion de carbapenemicos. Prat (2016) maniesta que, este ensayo se basa en la
sensibilidad al meropenem (MER) que muestran las cepas de enterobacterias. Sélo se

requiere recolectar con un asa de 10 pL de el aislado previamente cultivado en agar
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Mueller-Hinton (MHA) incubada durante 24 horas, y resuspender en en 2 ml de TSB,
agregarle un disco de meropenem, e incubar por 4 horas a 35°C, para cuando el tiempo esté
cerca de terminar se prepara la cepa E.coli ATCC® 25922 a 0,5 MacFarland(MF) y se
inocula una placa MHA. Posteriormente se retira con un asa el disco de meropenem del
TSB de la cepa en estudio secando el exceso de liquido y se lo coloca en la placa inoculada,
luego se incuba a 35°C toda la noche (pag. 19).

Se debe usar control positivo K. pneumoniae ATCC® BAA 1705 y control negativo K.
pneumoniae ATCC® BAA 1706. Para la interpretacion se basa en la presencia de halo de
inhibicidn (negativo para carbapenemasas) debido a que el meropenem en el disco no se
hidroliza e inhiben el crecimiento de la cepa bacteriana, o ausencia de halo (positivo para
carbapenemasas) debido a que el meropenem en el disco se hidroliza y no hay inhibicion o

inhibicidn limitada del crecimiento de la cepa bacteriana (pag. 19).

Prueba de sinergia de discos. Es un método en el que se determinan los halos de
inhibicién del desarrollo bacteriano obtenidos con cada carbapenemico sélo y con la
combinacion de cada carbapenemico con acido fenilboronico (APB), con amoxicilina/acido
clavulanico (AMC) y con ambos a la vez. Se utiliza una distancia de 2 cm entre los discos
del inhibidor y el carbapenem, se observa si hay sinergia de APB o AMC con

imipenem(IMI) o meropenem (MER) (Nicola, Nievas y Smayevsky, 2012, pag. 297).

Prueba de discos combinados. Se determinan los halos de inhibicion del desarrollo
bacteriano obtenidos con cada carbapenemico solo y con la combinacién de discos
inhibidores y con ambos a la vez. Para ello se sigue el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de difusion con discos, se coloca un disco con
meropenem, meropenem+cloxacilina, meropenem+acido borénico y meropenem+EDTA.

También pueden utilizarse discos con imipenem y las mismas combinaciones de
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inhibidores, luego de la incubacién a 35+2°C durante 16-20 horas, se observa si el
incremento >5 mm del didmetro de inhibicidon del carbapenémico con inhibidor respecto al
del carbapenémico la prueba es positiva, y es negativo si no hay diferencia o incremento <5
mm en el halo de inhibicion del carbapenémico con inhibidor respecto al del
carbapenémico.

En resumen, el acido bordnico inhibe las carbapenemasas de clase A, y el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) inhiben las carbapenemasas de clase B, pero es muy
importante la distancia a la que deben quedar los discos para que sea posible observar el

efecto de sinergia (Calvo, et al., 2011, pag. 19; Nicola, et al., 2012, pag. 297)).

4.11 Control de calidad en las pruebas de susceptibilidad

El Grupo para el control de la resistencia bacteriana de Bogota (2010) manifiesta que el
laboratorio de microbiologia cumple funciones muy importantes, como el reporte de la
susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos de importancia en la salud, por ello es
importante realizar el control de calidad interno y externo para garantizar que los resultados
obtenidos son confiables. EI control de calidad son el conjunto de acciones que se aplican

durante el desarrollo de las pruebas para asegurar que se estas se realizan de manera correcta.

Control de calidad externo. Se debe realizar la evaluacion externa del desempefio, con la
finalidad de medir la capacidad del laboratorio para identificar un microorganismo
desconocido, pruebas utilizadas para el diagnéstico etioldgico y sensibilidad a los antibiéticos.

Este tipo de control abarca diferentes procesos mediante los cuales se ejerce algun tipo de
evaluacion de la calidad de los resultados, gracias a la intervencion de una organizacion ajena

al laboratorio.
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Control de calidad interno. Consiste en supervisar diariamente los procedimientos y cada
una de las pruebas realizadas en el laboratorio para cumplir con los requisitos de calidad, lo
cual incluye la utilizacién de controles positivos y negativos en las pruebas. Entre los factores
que se debe controlar estan:

e Medio de cultivo: Se utiliza Agar Mueller Hinton que estd avalado de acuerdo a los
criterios de CLSI. EI medio debe tener una profundidad de 4mm, debe tener un pH entre
7.2 y 7.4. (un pH bajo puede bajar la potencia de aminoglucosidos y macrélidos mientras
que otros agentes antimicrobianos pueden parecer tener mayor actividad como las
tetraciclinas, si el pH es alto se observa el efecto contrario); y la concentracién de cationes
(la variacién de ellos afectara los resultados con aminoglicésidos, tetraciclina y colistina, un
contenido excesivo reducira la zona de inhibicién, mientras que un escaso contenido, puede
dar un inaceptable aumento en el tamafio de la zona).

e Indculo: Se debe utilizar un inoculo con una turbidez al 0.5 de la escala de McFarland, la
misma que debe conservarse a temperatura ambiente y en oscuridad.

e Sensidiscos: Se deben almacenar a -8°C ¢ en congelacion a -14°C hasta su uso, sobre todo
en antibidticos que son labiles como son los betalactdmicos, imipenem, cefaclor y
combinaciones con el acido clavulénico; se debe sacar los discos 2 horas antes de su uso
para ambientarlos, utilizar discos con fecha de expiracion adecuada (pags. 64-66).

eCepas ATCC: Estas cepas de referencia han sido seleccionadas con base en su
susceptibilidad 0 resistencia a los diferentes agentes antimicrobianos y a su confiabilidad en
los métodos de referencia, estas cepas deben almacenarse en forma adecuada para preservar
sus caracteristicas y tener registro de su origen, nimero de copia y almacenamiento (para
largo plazo, se recomienda utilizar un medio estabilizador apropiado, como caldo de soya
tripticasa con 15- 20% de glicerol a temperatura de - 20°C o menos) (Araya I. , Prat S., y

Ramirez V., 2015).
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5. Materiales y Métodos

Tipo de estudio:

El presente estudio tuvo un enfoque cuali-cuantitativo de tipo descriptivo y transversal.

Area:

El area de estudio correspondié al Hospital general Isidro Ayora ubicado en la ciudad de
Loja, en las calles av. Universitaria entre José Félix de Valdivieso e Imbabura, el mismo que
corresponde al nivel Il en el sistema publico de salud, cuenta con los servicios en las areas

béasicas para brindar atencion a usuarios ambulatorios y hospitalizados.

Universo:

El universo estuvo conformado por 732 muestras de orina de pacientes ambulatorios y
hospitalizados que acudieron al hospital Isidro Ayora al servicio de laboratorio clinico con
pedido de urocultivo, durante el periodo 21 de diciembre del 2017— 21 de mayo del 2018.

Se excluyeron 250 muestras que no ameritaron, 185 muestras que no crecieron a las 48
horas de incubacidn, 3 muestras en las cuales se aislo cepas de Candida albicans, 13 muestras
contaminadas, 7 muestras de pacientes que no quisieron participar, 1 muestra rechazada en el

laboratorio, 4 muestras con < 100000 UFC, y 19 muestras con aislamiento de otras bacterias.

Muestra:
Cepas de enterobacterias aisladas de 250 muestras de orina (que cumplen con los criterios
de inclusion y exclusion mencionados en el anexo 5) de pacientes provenientes de diferentes

areas del hospital Isidro Ayora, durante el periodo 21 de diciembre 2017— 21 de mayo 2018.



Se determino el tamafio de la muestra utilizando la siguiente formula:
2
NxZ “xpxq
2
d*x(N-1)+2Z*xpxq

il =

En donde:

N = tamafio de la poblacion

Z = nivel de confianza (95% = 1.96)

p = probabilidad de éxito (probabilidad que se conoce) (0,5)

g= probabilidad de fracaso (probabilidad que no se conoce) (0,5)

d = precision (error maximo admisible en términos de proporcién) 6%= 0,06

n = muestra (?)

Desarrollo:

3924x (1.96) *2 X 0,5 X 0,5
n ey ————
(0,06) 72 (3924-1)+ (1.96) ~2x 0,5 X 0,5

3924x 3,84x 0,25
N = e
0,0036x 3923 +3,84x 0,25
3767,04
[ I ——
14,12+0,96
3767,04
[ I —
15,08

n = 249,80 tamafno de la muestra a obtener.

28
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Fase Pre-Analitica:

1. Solicitud de supervision para el desarrollo de la investigacion (Anexo 1).

2. Entrega de tripticos informativos para la recoleccion de la muestra de orina (Anexo 2).
3. Obtencion del consentimiento informado de cada paciente. Formato (Anexo 3).

4. Obtencidn de informacidn de cada paciente, formulario (Anexo 4).

5. Recepcion de muestras, protocolo (Anexo 5).

(o)}

. Transporte de muestra al centro de diagndéstico de la UNL, protocolo (Anexo 6).

Fase Analitica:
Obijetivo 1: Identificar Betalactamasas de tipo AmpC y Carbapenemasas en cepas aisladas
de enterobacterias de muestras de orina.
7. Siembra de muestra y conteo de colonias, protocolo (Anexo 7).
8. ldentificacion bacteriana en el equipo automatizado, protocolo (Anexo 8).
9. Seleccion de cepas de enterobacterias identificadas como sospechosas de produccion de
Betalactamasas AmpC y Carbapenemasas, registro (Anexo 9).
10. Determinacién fenotipica de Betalactamasas AmpC, protocolo (Anexo 10).
e Meétodo de Sinergia de discos.
e Método de aproximacion de discos (antagonismo).
11. Determinacion fenotipica de Carbapenemasas, protocolo (Anexo 11)
e Sinergia de discos.
e Discos combinados.
e Inactivacion de carbapenémicos.
12. Realizacion del control de calidad interno utilizando cepas de control ATCC: Klebsiella

pneumoniae BAA 1705 (control positivo), Klebsiella pneumoniae BAA 1706 (control
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negativo), y Escherichia Coli ATCC 25922 (cepa sensible a carbapenemicos), insertos
(Anexo 12).

13. Realizacién del control de calidad externo mediante la derivacion de las cepas
bacterianas al Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica INSPI para la

confirmacion de la identificacion y resistencia (Anexo 13).

Fase post- analitica (Validacion):

Objetivo 2: Relacionar los resultados de produccion de Betalactamasas AmpC y
Carbapenemasas segun sexo, edad y procedencia en pacientes hospitalarios y ambulatorios.
14. Registro de los resultados obtenidos, formato (Anexo 14).

15. Evidencia Fotografica (Anexo 15).

Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos:
Para la recoleccion de datos se considerd la fuente de informacion primaria que son los
pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora, a quienes se les aplicé una breve encuesta,

cuyo instrumento fue un formulario (Anexo 3).

Uso que se dard a los resultados de la investigacion:

Los resultados obtenidos se han utilizado para cumplir los objetivos establecidos de la
investigacion, los mismos sirvieron para establecer la prevalencia de betalactamasas AmpC y
carbapenemasas en muestras de orina de pacientes que acudieron al hospital Isidro Ayora, en
la ciudad de Loja, ademas por ser parte del macroproyecto “CARACTERIZACION
MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA" seran

adjuntados al mismo.
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Consideraciones éticas:

Para el desarrollo de la investigacion, previamente se obtuvo la autorizacion del subdirector
de docencia e investigacion del hospital Isidro Ayora para el desarrollo de la investigacion en
la institucion (anexo 1), posteriormente se obtuvo el consentimiento de cada paciente que
posiblemente era parte del grupo de estudio (anexo 3), el mismo que debe estar firmado; y la
informacién de los pacientes fue manejada con total confidencialidad, salvaguardando su

privacidad, derechos y dignidad.

Control de calidad:

Los protocolos, procedimientos y técnicas fueron desarrollados asegurando la calidad de
los resultados. El control de calidad de la presente investigacion se realizd siguiendo
directrices especificadas en el documento “Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing” del CISI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M100.

Se utiliz6 agar sangre para el aislamiento primario en el hospital Isidro Ayora, medios de
transporte Stuart para llevar el aislamiento al Centro de Diagnostico Médico del Area de la
Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja, para la recuperacién de las cepas
nuevamente se emple6 agar sangre, y para las pruebas de determinacion fenotipica de
betalatamasas se us6 agar Mueller Hinton, todos ellos fueron adquiridos de una casa
comercial, asegurando asi las caracteristicas idoneas de los medios segun especificaciones del
documento antes mencionado.

Se realizé un control con cada nuevo lote de reactivo para la determinacién fenotipica de
Carbapenemasas, con las cepas: K. pneumoniae ATCC BAA-1705(control positivo), K.
pneumoniae ATCC BAA-1706 (control negativo) y Escherichia Coli ATCC 25922 (cepa

sensible a carbapenemicos), los resultados obtenidos se los compard con los insertos para
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validar las pruebas cumpliendo con satisfaccion las caracteristicas y criterios establecidos en el

documento.

Tabulacion, andlisis y presentacion de los datos:
Se tabuld los resultados del instrumento de recoleccion de datos de los 250 participantes
con aislamiento de enterobacterias, se analizaron los resultados en el marco de la revision

bibliogréafica, y se los representa en tablas estadisticas en funcidn de los objetivos establecidos.
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6. Resultados

Tabla N° 1

Enterobacterias productoras de betalactamasas AmpC y Carbapenemasas en cepas aisladas
de enterobacterias de muestras de orina de pacientes que acudieron al Hospital “Isidro

Ayora”.

Tipo de resistencia Frecuencia Porcentaje

Enterobacterias productoras de 7 2,8%
betalactamasas AmpC o

Carbapenemasas.
Enterobacterias que presentan 243 97,2%
betalactamasas de otro tipo o0 no

presentan.
Total 250 100%

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Elaboracion: Gina Stefany Barrionuevo Sarango.

Interpretacion: Se puede observar que de las enterobacterias aisladas en las muestras de
orina, son productoras de betalactamasas AmpC y carbapenemasas 7 muestras que representan

el 2,8% del total de enterobacterias.
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Tabla N° 2

Distribucion de betalactamasas AmpC y Carbapenemasas en cepas aisladas de
enterobacterias en muestras de orina de pacientes que acudieron al Hospital “Isidro

Ayora”.
AmpC Carbapenemasa Total
Enterobacteria © 2 © o 8 2
e 8 2 2 3
S 5 S 5 = Z
5 s 5 3 5
L a L o L o
Escherichia coli 1 14,3 % 1 14,3%
Klebsiella 1 14,3 % 4 57,1 % 5 71,4%
pneumoniae
Citrobacter freundii 1 14,3% 1 14,3%
Total 2 28,6 5 71,4 7 100%

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Elaboracién: Gina Stefany Barrionuevo Sarango.

Interpretacion: Se puede observar que de las enterobacterias aisladas en las muestras de
orina, s6lo son productoras de betalactamasas: Mayormente Klebsiella pneumoniae que
expresa en un 14,3% betalactamasas AmpC y en un 57,1% carbapenemasas, Escherichia coli

que expresé en un 14,3% betalactamasas AmpC, y Citrobacter freundii expreso

carbapenemasas en un 14,3%.
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Tabla N° 3

Distribucion de enterobacterias productoras de betalactamasas AmpC y Carbapenemasas en
relacion al sexo de los usuarios del Hospital “Isidro Ayora”.

AmpC Carbapenemasas TO.T AL

Pacientes

Indicador o o © 2 © @

(Sexo) g £ g g 5 £

3 3 3 3 3 8

e S o S o S

w a w a L a
Masculino 1 14,3 % 4 57,1 % 5 71,4%
Femenino 1 14,3 % 1 14,3% 2 28,6%
Total 2 28,6% 5 71,4% 7 100%

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Elaboracion: Gina Stefany Barrionuevo Sarango

Interpretacion: Se puede observar que la produccion de betalactamasas AmpC se dio en igual
porcentaje tanto en pacientes del sexo masculino como en el femenino con un 14,3% cada uno,
que representan a 1 muestra; mientras que la produccion de carbapenemasas fue mas frecuente
en pacientes del sexo masculino con 5 muestras que reflejan el 57,1% del total. Manifiestan
Capozzi, Mobili, Kornett y Perdomo (2018) que esto puede ser en el caso de los hombres,
debido a la hipertrofia prostatica por la obstruccion uretral, y en las mujeres posmenopausicas
por la deficiencia de estrogenos y la condicion anatémica de presentar menor longitud de la
uretra y su proximidad al ano, lo que aumenta el riesgo de infeccidn por enterobacterias; para
ambos sexos la presencia de procesos comérbidos que se asocian con vejiga neurogénica es

probablemente el mayor factor predisponente para la aparicion de 1TU.
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Tabla N° 4

Distribucion de enterobacterias productoras de betalactamasas AmpC y Carbapenemasas en
relacion a la edad de los usuarios del Hospital “Isidro Ayora”

AmpC Carbapenemas TO.T AL
. Pacientes
Indicador
< o 8 <o < o
[&] [&] (&S]
(Grupo etario) S E S E S E
=) [ =] [} > <5}
3 5 S 5 2 5
w a L a L a
Adulto Mayor
2 28,6% 5 71,4% 7 100 %

(més de 60 afios)

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018.
Elaboracién: Gina Stefany Barrionuevo Sarango

Interpretacion:

Segun el grupo etario se puede observar que s6lo en los adultos mayores (més de 60 afios) se
presentaron los 7 casos con crecimiento de cepas de enterobacterias productoras de las
betalactamasas en estudio, que equivale al 100%, es asi que presentaron betalactamasas de tipo
AmpC 2 muestras que representan al 28,6%, y presentaron carbapenemasas el 71,4% restante
que equivale a 5 muestras. Como lo indica Capozzi, et al. (2018), una de las etapas en las
cuales estas infecciones se presentan con mayor frecuencia son en los adultos mayores, ya que
estos tienen mayor susceptibilidad a las infecciones debido a los cambios fisioldgicos

asociados a la edad.
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Tabla N° 5

Distribucion de enterobacterias productoras de betalactamasas AmpC y Carbapenemasas en
relacion al lugar de procedencia en el Hospital “Isidro Ayora”

AmpC Carbapenemas TOTAL
Pacientes
Indicador E ® © ® g ®
(Lugar de procedencia) Q I Q < Q I}
[<5} c (<5} c [<5} c
= 3 3 8 3 8
o 5 S 5 e 5
L o LL o LL o
Pacientes ambulatorios
Consulta externa y Emergencia
( y g ) 2 28,6% 2 28,6% 4 57,2%
Pacientes hospitalizados
(Cirugia, Unidad de cuidados 3 42,8% 3 42,8%
intensivos y Otros)
TOTAL 2 28,6% 5 71,4% 7 100%

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018.

Elaboracion: Gina Stefany Barrionuevo Sarango

Interpretacion:

Segun el lugar de procedencia se puede observar que es mas frecuente la produccion de estos
tipos de betalactamasas en pacientes ambulatorios, pero especificamente las carbapenemasas
se expresaron con mayor frecuencia en pacientes hospitalizados, mientras que s6lo en
pacientes ambulatorios se expresaron las betalactamasas AmpC. Como lo indica Quale y
Spelman (2018), entre los factores de riesgo para la colonizacion de carbapenemasas se
incluyen ventilacion mecénica, catéteres y estado funcional pobre o enfermedad grave, por
otra parte Al6s (2015) manifiesta que se han publicado pruebas de que hay el intercambio de

genes de resistencia a antibidticos entre bacterias ambientales y patdgenas de humanos.
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7. Discusion

“La resistencia antimicrobiana se ha identificado como un problema importante de salud
publica a nivel mundial razon por la cual se requiere de un seguimiento clinico y
epidemioldgico de las cepas por los programas de vigilancia y control de infecciones

hospitalarias” manifiestan (Vargas, Segura, Bettin y Diez, 2015).

Luego del estudio realizado de las 732 muestras pertenecientes al macroproyecto
denominado “CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS
EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y
SOLCA DE LOJA”, como se detalla en la tabla 1 de enterobacterias aisladas de las muestras
de orina, se ha podido recolectar 250 casos durante el periodo de estudio que concierne desde
el 21 de diciembre del 2017 hasta el 21 de mayo del 2018 en el Hospital Isidro Ayora,
obteniendo 7 muestras con aislamiento de enterobacterias productoras de betalactamasas que
representa el 2,8% de todas las enterobacterias. En la tabla 2 se indic6 que de las
enterobacterias productoras de estas betalactamasas, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
presentan AmpC con n=1 (14,3%) cada una, y las carbapenemasas se presentan en mayor
frecuencia en Klebsiella pneumoniae con n=4 (51,7%) y en menor frecuencia en Citrobacter

freundii con n=1 (14,3%).

Seral, et al. (2012) manifiestan que en un estudio multicéntrico realizado en Espafia, las
betalactamasas pAmpC se presentan en E. coli el 0,57%, el 0,25% en K. pneumoniae, y el
0,43% en P. mirabilis, lo que se asemeja en cuanto al orden de produccién un poco a los
resultados obtenidos en esta investigacion realizada, variando en los porcentajes y el tipo de

enfoque.
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Al relacionar los resultados obtenidos se concluye que, la produccion de AmpC se da en
una frecuencia de n=2 (28,6%), tanto en hombres como en mujeres con n=1 (14,3%),
unicamente en adultos mayores, cuyos pacientes son ambulatorios (de las areas de consulta
externa y emergencia); Lo que no concuerda con el estudio realizado por (Alvarez, 2017),
cuyo universo fueron 46 muestras y de los cuales solo trabajé con Escherichia Coli, el estudio
se desarrollo en la ciudad de Ambato donde la frecuencia de Escherichia coli productora de
betalactamasas tipo AmpC fue de 5% afectando en la mayoria al sexo femenino entre la edad
de 51 a 60 afios. Otro estudio realizado por (Alvarado, 2014) en el Hospital del Dia y Clinica
de la Maternidad Julia Esther Gonzélez, de la ciudad de Loja, utilizd 259 muestras de
diferentes fluidos, de los cuales presentd betalactamasas tipo AmpC en un 47%, lo cual
tampoco concuerda con esos resultados, posiblemente por el tiempo de estudio o por los tipos

de fluidos estudiados.

Seral,et al.(2012) ademas menciona que la prevalencia de pAmpC entre diferentes estudios
difiere considerablemente de una zona geogréafica a otra, de la especie estudiada y del periodo
de tiempo, y que posiblemente pueden influir los diferentes criterios de seleccion utilizados en

cada estudio.

En el presente estudio, la produccion de betalactamasas tipo carbapenemasas se da en una
frecuencia de n=5 (71,4%), mayormente en hombres con n=4 (57,1%) que en mujeres con n=1
(14,3%), unicamente en adultos mayores, cuyos pacientes en su mayoria n=3 (42,8%) son
hospitalizados (de las areas de cirugia, unidad de cuidados intensivos y otros) y en menor
frecuencia n=2 (28,6%) son ambulatorios (de las areas de consulta externa y emergencia). En
el estudio mencionado antes, realizado por (Alvarado, 2014) no se identifico la presencia de
carbapenemasas, lo que posiblemente tiene que ver con la multirresistencia que van

adquiriendo las bacterias. (Guh, 2015) manifiestan que en un estudio de vigilancia realizado en
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siete comunidades en EE.UU entre 2012 y 2013, la incidencia de aislamientos de
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos en la orina o en un sitio estéril fue de 2.93
casos por cada 100,000 personas por afio, aproximadamente la mitad de los aislamientos

presentados poseian la betalactamasa KPC, lo que en ese tiempo era poco.

Pero como lo indican Quale y Spelman (2018), muchas carbapenemasas residen en
elementos genéticos maviles, como transposones o plasmidos, y tienen el potencial de
transmision generalizada a otros aislados y géneros de bacterias, y como las enterobacterias
pueden albergar genes que codifican la carbapenemasa, entonces pueden propagarse de
persona a persona; es por ello que deben realizarse estudios constantemente en cada ciudad
para poder tener control de estas infecciones causadas por enterobacterias productoras de

betalactamasas.
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8. Conclusiones

1. Luego del desarrollo de esta investigacion, se aduce que Unicamente las enterobacterias
productoras de betalactamasas AmpC y carbapenemasas fueron Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae y Citrobacter freundii.

2. Se ha detectado betalactamasas AmpC en estas enterobacterias usando los métodos de
sinergia de discos y aproximacion de discos; relacionando los resultados, se concluyo
que se presentan en igual frecuencia tanto en el sexo masculino como en el femenino,
unicamente en adultos mayores (mas de 60 afios), y siendo todos pacientes

ambulatorios.

3. Se identificd betalactamasas tipo carbapenemasas usando los métodos de sinergia de
discos, discos combinados, e inactivacion de carbapenémicos; concluyendo que se
expresan con mas frecuencia en el sexo masculino, Unicamente en adultos mayores

(mas de 60 afios), y siendo el mayor porcentaje pacientes hospitalarios.
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9. Recomendaciones

Con los resultados antes expuestos y de acuerdo a lo sucedido durante y posterior al

procesamiento y elaboracion de este documento, se recomienda lo siguiente:

1. A los profesionales de la salud implementar un programa de Vigilancia Epidemiolégica en
control de infecciones que requieran el uso de antibidticos betalactdmicos, especificamente
cefalosporinas y carbapenémicos, ademas de solicitar la identificacion de Betalactamasas
tipo AmpC y carbapenemasas en las muestras de orina de pacientes que se sospeche la
presencia de estas bacterias, por la importancia clinica, ya que muchas betalactamasas de

estos tipos estan asociadas a fracasos terapéuticos.

2. A la Facultad de la salud Humana de la UNL y la direccién de la carrera de laboratorio
Clinico, fortalecer la linea de investigacion en el campo de la microbiologia para
establecer un perfil epidemioldgico de la incidencia y prevalencia de Betalactamasas tipo
AmpC y carbapenemasas para contar con datos de multirresistencia en la poblacion de la

zona 7.

3. A los servicios de salud, profesionales y docentes, realizar un proyecto para la aplicacion
de medidas preventivas, dirigido a los productores ganaderos, a la comunidad farmacéutica
y a la poblacion en general sobre los antibidticos, con respecto a la venta sin receta
médica, la automedicacion, o los riesgos que implican el no cumplir todo el tratamiento
segun las indicaciones del médico, para asi evitar el desarrollo de mecanismos de
multirresistencia, situacion que provoca un gran problema de salud pablica generando

grandes costos econdmicos institucionales como al paciente.
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11.Anexos

Anexo 1

Solicitud de supervision para el desarrollo de la investigacion.

Ministerio

£ de Salud Plblica
HOSPITAL GENERAL ISIDRO AYORA
Direccion Médica Asistencial

Memeorando Nro. MSP-CZ7-HIAL-DI-2017-0049-M
Loja, 15 de junio de 2017

PARA: Sr. Ledo. Angel Minos Luzon Ramirez
Responsable del Servicio de Laboratorio Clinico

ASUNTO: AUTORIZANDO DESARROLLO DE INVESTIGACION.

De mi consideracidn:

Por medio de la presente me permito comunicar a Ud. que Iuego de la revision del
proyecto de investigacion: “CARACTERIZACION MOLECULAR DE
BETALACTAMASAS AISLADAS DE MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE
HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA LOJA 20177, dirigida por la Lecda. Carmen
Ullauri Gonzdlez docente de la carrera de Laboratorio Clinico de la UNL, se autoriza el
desarrollo de mencionado estudio, con el cumplimiento de todas las normas éticas y de
bioseguridad del caso, por lo que solicito a Ud. se digne supervisar su Pproceso,
recordando que estid prohibido ftotocopiar cualquier documento del expediente clinico,
llevarlo fuera del servicio o tomar fotografias al paciente, imdgenes o su entorno sin
autorizacién del responsable del servicio, sus pacientes y/o familiares.

Con sentimientos de distinguida consideracién.

Atentamente

Dr. D tetSAINdo
SUBDIRECTOR

Avenida Manuel Agustin Aguirre y Juan José Samaniego @' |
Teléfono: 2570540 ext. 7275 1
hitp://instituciones.msp.qgob.ec/dps/lojal !E LI

NOTA: P(_)r ser parte del macroproyecto, el oficio sera utilizado para poder desarrollar todos
los procedimientos microbiologicos en el Hospital Isidro Ayora.
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Tripticos informativos para la recoleccion de la muestra de orina
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/ NINOS QUE UTILIZAN PANAL
Antes de la recoleccion:

v" Retirar el pafial del lactante y lavar bien el
area genital con jabon v agua v sequela.
v" No utilizar desinfectantes.

Abra y coloque la bolsa de nifio/a sobre los
genitales de su bebe:

4+ Para los nifios se puede colocar todo el pene

dentro de la bolsa '—«/ L
\'a!
A "

-
A -

+ Para las mifias poner Ia bolsa sobre los labios
de la vagma y colocar el pafial un poco
apretado

4 QObservar 1a bolsa cada media hora. Tan
pronto como orine, retirar 1a bolsa. Si no
consigue que el nifio orine en menos de una
hora o la bolsa se ensucia, sustifuirla por
ofra.

4 Trasvasar la muestra dentro de un frasco
recolector de orina o transladar 1a bolsa

maximo de 2 horas.

biencmdaallaboratorioenm@

UNIVERSIDAD NACIONAL
DELOJA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

INDIGAGIONES PARA
RECOLECCION DE
MUESTRA DE ORINA

CARACTERIZACION MOLECULAR DE
BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE
ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO

\ AYORA'Y SOLCA DE LOJA. /
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MUJERES

h

Recoger 1a primera onna de la mafiana
caso de emergencia con una retencion

/,
mintma de 4 horas.

v Utilizar frasco estéril de tapdn de rosca

Antes de la recoleccion:

Lavarse las manos con agua y jabon
g

R
Lavar 1a zona genital con jabon y abundante

agua. Fste lavado se hara siempre de adelante
hacia atras y secar con una toalla limpia

-

Separando con los dedos los labios mayores se
recoge la parte media de 1a miccion para esto
orine primero fuera del frasco, confinde
ormando directamente denfro del frasco hasta
llenar aproximadamente la mitad Cerrar el
frasco anotar el nombre v apellidos del paciente.
Evitar tocar el interior del recipiente
[

. j_l‘:., ;7] ‘?f\}\[;

Llevar la muestra en EI plazu de 2 horas al

HOMBERES

¥ Recoger 1a primera orina de 1a mafiana_ en
caso de emergencia con una retencion
minima de 4 horas.

v" Utilizar frasco estéril de tapdn de rosca
Antes de la recoleccion:

Lavarse las manos con agua y jabon

Refraer el prepucio dejando al descubierfo la
cabeza del pene, lavar con agua y jabon v secar

G _
- 2gil®
&) &

Recoger 1a parte media de la miccion para esto
orine primero fuera del frasco, confinue
ormando directamente dentro del frasco hasta
llenar aproximadamente la mitad Cerrar el
frasco anotar el nombre y apellidos del paciente.
Evitar tocar e] interior del recipiente

r‘_'_""_'f

Lle'l.r:ar la muestra al ]abnmmﬂn en el plazo del

.

\ %




A. ORINA OBTEMIDA A TRAVES DE
CATETERISMO TRANSURETRAL

TECNICA DE RECOLECCION: Realizar
higiene de genitales con guantes no
estériles. Eliminar la primera porcion de
orina obtenida, colectar la siguiente
porcion de orina (510 mL) en el frasco
estéril. retirar la sonda v tapar el frasco

TOMA DE MUESTRAS DE ORINA EN PACIENTES HOSPITALIZADOS

B. ORINA OBTEMIDA A TRAVES DE SONDA
VESICAL.

Realizar desinfeccion del cono de la sonda
con alcohol al 70% o solucion yodada. No
enviar aring gue ha estodo depositada en la
bolsa colectora.

TECNICA DE RECOLECCION: Puncionar la
sonda con jeringa estéril con aguja de calibre
pequeno, aspirar 5 a 10 mL de orina, retirar
jeringa. Emvasar _en el frosco _estéril
manteniendo g fecnica aseptica

Foley catheter
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C. PACIENTES SIN CONTROL DE ESFINTER

Realizar higiene de pgenitales y secar
adecuadamente. Colocar bolsa recolectora, si
la miccién no se da en 20 minutos se debera
repetir el aseo y colocar nueva bolsa.

TECNICA DE RECOLECCION: Colocar bolsa
plastica adherente, verificando ausencia de
fugas. Estar atento cuando elimine, parg
refirar _pronto fa bolsa  y  evitor
dermomamiento o _contomingeion _de g
muestra. Son suficientes 5 - 10 mL de orina.

FRASCOD ESTERIL

MOTA: Las muestras tomadas deben ser enviadas al laboratorio lo mas pronto posible, hasta
un maximao de 2 horas. Colocar las muestras en hielo seco y garantizar la calidad de muestra.




52

Anexo 3

Formato del consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENER MUESTRA DE ORINA QUE SE SOMETERA A ESTUDIO DE
INVESTIGACION MOLECULAR PARA AISLAR BETALACTAMASAS EN EL HOSPITAL SOLCA DE LOJA Y HOSPITAL

ISIDRO AYORA
Historia Clinica: ................... Numero de cédula: ...............
Fecha: ..., Hora: .....coovviiii,
APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO NOMBRES
ESTADO CIVIL NACIONALIDAD DOMICILIO EDAD

¢EN QUE CONSISTE?

Su muestra de orina que va a ser incluida en un estudio se usara para identificar las bacterias causantes de la infeccion y
determinar la posible presencia de bacterias resistentes y ciertas sustancias (betalactamasas) que causan que las bacterias sean
resistentes al tratamiento con ciertos antibi6ticos.

La muestra debe ser la primera orina de la mafiana, o por lo menos luego de 4 horas de retencion, se debe realizar lavado de
los genitales con agua y jabon, luego orinar desechando el primer chorro, y recolectar el resto de la orina en un frasco estéril.
Se debe llevar la muestra enseguida al laboratorio de SOLCA.

Los resultados se informaran al propio laboratorio y no tienen ningln costo extra. En caso de que su muestra de orina sea
positiva para infeccion uno de los participantes del presente proyecto tomar& una muestra de las bacterias que crecieran y las
transportara hacia los laboratorios de la Universidad Nacional de Loja donde se realizara el estudio especifico.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO:
Beneficiard al paciente ya que el tratamiento serd instaurado o modificado por el médico correspondiente siendo éste el
principal beneficio para el paciente.

EFECTOS Y RIESGOS:
No existen efectos secundarios ni riesgos de ningun tipo para el paciente.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE MUESTRA
Fecha: Hora:

Estoy de acuerdo con el procedimiento (enviar la muestra de orina para que sea sometida a estudios en el proyecto de
investigacion de la UNL), que se me ha propuesto; he sido informado de las ventajas e inconvenientes del mismo; se me ha
explicado de forma clara en qué consiste, los beneficios y posibles riesgos del procedimiento. He escuchado, leido y
comprendido la informacion recibida y se me ha dado la oportunidad de preguntar lo que he necesitado consultar sobre el
procedimiento. He tomado consciente y libremente la decision de autorizar el procedimiento. También conozco que puedo
retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

Nombre del paciente Firma del paciente
Firma del responsable de la investigacion

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Fecha: Hora:
No autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto, responsabilidades futuras de cualquier indole al
servicio de salud y a la intervencion sugerida

Nombre completo del paciente Cédula de ciudadania Nombre del investigador

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Revoco el consentimiento realizado en fecha............ y no deseo que prosigan con el procesamiento de la muestra
entregada, doy por finalizado en esta fecha............... Asumo la responsabilidad sobre mi salud y desvinculo de
responsabilidades futuras de cualquier indole al servicio de salud y al profesional sanitario que me atiende.

Nombre completo del paciente Cédula de ciudadania Nombre del investigador

NOTA: Por ser parte del macroproyecto, el consentimiento serd aplicado a cada paciente que
Ilegue con pedido de urocultivo, por lo que da constancia de su consentimiento a formar parte
de cada procedimiento que implica la investigacion.
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Anexo 4

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

FORMULARIO PARA PACIENTES QUE SE SOMETERAN AL ESTUDIO DE
INVESTIGACION MOLECULAR PARA AISLAR BETALACTAMASAS EN EL

HOSPITAL SOLCA LOJA'Y HOSPITAL ISIDRO AYORA.
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Hospital Servicio
Edad Género
Profesion Procedencia
Tipo de muestra Hospitalizado | Si No
Sondas, catéteres Si

Especifique
Hora de la toma de Hora de
muestra llegada al

laboratorio

¢ Consume antibioticos | Si No ¢Por qué?
con regularidad?
¢Consume pollo, Si No ¢Por qué?
huevos o leche?
Primera vez con Si No Recurrente (2 | Si No
infeccion de vias 0 maés veces al
urinarias afio)
¢Supo qué bacteriale | Si No ¢Cual?
causo la infeccién?
¢ Qué antibidtico o ¢Por cuanto
antibioticos us6? tiempo?
¢Cumplid el Si No ¢Por qué?
tratamiento?

Nota: Por ser parte del macroproyecto se realizara toda la encuesta que nos permitira obtener

varia informacion de cada paciente, pero para mi proyecto utilizaré sélo los datos pertinentes.
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Anexo 5

Protocolo de Recepcion de muestras

DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
g LABORATORIO CLINICO
CARACTERIZACION MOLECULAR D BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS

cODIGO: PBO1
Recepcionde | REVISION: 1

la muestra EDICION:1
FECHA: PAGINA: 1/3

1. INTRODUCCION:

El método de recoleccion de las muestras de orina, puesto que una correcta técnica
dependera la eficacia del resultado obtenido, en especial cuando se necesita evaluar la
presencia de infecciones en las vias urinarias. La correcta recoleccion de muestras de orina
requiere las condiciones pre-analiticas del paciente necesarias para cumplir con una muestra
adecuada para analisis microbioldgico; una muestra deficientemente recogida puede ser

motivo de confusion al momento de aislar el agente etioldgico.

2. OBJETIVO:
Identificar las correctas condiciones pre-analiticas para la toma de muestra de orina para

analisis microbioldgico en usuarios que acuden a los Hospitales Isidro Ayora y Solca de Loja.

3. ALCANCE:
Este procedimiento debera ser aplicado por el personal técnico del laboratorio clinico del
Hospital Isidro Ayora y Solca encargado de la recepcion de muestras, asegurando de esta

manera la calidad de la muestra destinada para urocultivo.

4. MATERIALES:
Triptico informativo con instrucciones de toma de muestra en pacientes hospitalizados y

ambulatorios.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

FACULTAD DE LA SALUD HUMANA CODIGO: PBO1
o LABORATORIO CLINICO Recepcion de REVISION: 1
CARACTERIZACION MOLECULAR D BETALACTAMASAS AISLADAS EN la muestra EDICION:1
MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA'Y FECHA: PAGINA: 2/3

SOLCA DE LOJA.

5. PROCEDIMIENTO:
Recomendaciones a los pacientes:
- No tomar diuréticos
- No tomar antibiéticos 7 dias antes del examen
- No tener el periodo
- No tener relaciones sexuales antes de tomar la muestra
- Minimo 3 horas de retencién urinaria
- Lavar con agua y jabdn los genitales y secarlos con toalla limpia

- Transportar la muestra, bien cerrada, en hielo al laboratorio.

Criterios de inclusion:
- Pacientes con solicitud de urocultivo.
- Cultivos primarios con crecimiento > 1 000 UFC/ml (pacientes inmunodeprimidos,
sindrome uretral femenino, puncion suprapubica o renal percutdnea) o > 100 000

UFC/ml (pacientes inmunocompetentes).

Criterios de exclusion:
- Pacientes que hayan recibido terapia antibiotica por lo menos 7 dias antes.
- Muestras que no vengan en hielo.
- Pacientes que ya hayan sido muestreados durante este estudio (no puede haber dos

muestras de un mismo paciente, genera sesgo de muestreo).
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA CODIGO: PBO1
LABORATORIO CLINICO Recepcién dela | REVISION: 1
CARACTERIZACION MOLECULAR D BETALACTAMASAS AISLADAS EN muestra EDICION:1
MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA'Y FECHA: PAGINA: 3/3
SOLCA DE LOJA.

Criterios de eliminacion:

Muestras con espermatozoides, con sangre de origen menstrual o secrecion vaginal.
Mas de dos patdgenos aislados
El personal de salud debe instruir al paciente respecto a la técnica adecuada para

recolectar la muestra.

6. OBSERVACIONES:

La muestra ideal es la de la mafiana debido a que la cuenta bacteriana es mayor. Se
requiere de 3 a 5ml de orina en un frasco estéril

Las muestras para urocultivo no se toman de bolsas recolectoras de orina que
forman parte de un sistema de drenaje a través de una sonda.

Se lleva la muestra al laboratorio y se examina lo mas pronto posible.

Las muestras deben de obtenerse antes de la administracién de cualquier

antibiotico.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

Merida, J., & Moreno, E. (2014). Manual para tecnico superio de Laboratorio
Clinico y Biomedico
Rodriguez, M. (2012). Manual de procedimientos para toma de muestras. Obtenido

de:
http://www.diresacallao.gob.pe/wdiresa/documentos/laboratorio/Manual TomaMue
strasDIRESA2012.pdf
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Anexo 6

Protocolo para transporte de muestra al centro de diagnédstico de la UNL

CARACTERIZACION MOLECULAR D BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS
HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA | Transporte de muestrasal | SO0 \C2 PO% 0 o
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA | Laboratorio de la Facultad de la FECHA: ) )
LABORATORIO CLINICO Salud Humana: CDM PAGTOA: 173

1. INTRODUCCION:

La obtencion y el transporte de muestras son etapas fundamentales en el diagnostico
clinico y en la investigacion. Para mantener la integridad de las muestras se debera tener en
cuenta los procedimientos de obtencion, transporte, condiciones de conservacién, destino
final y bioseguridad.

El control de estos proporcionard valor a las muestras asegurando la calidad y
estabilidad para obtener resultados confiables y oportunos.

El transporte de muestras bioldgicas tiene importancia a nivel mundial ya que un manejo
incorrecto de sustancias con agentes infecciosos puede ocasionar morbilidad y mortalidad
(Rodriguez, 2013).

2. OBJETIVO:

2.1. Determinar los pasos y requerimientos necesarios para garantizar el transporte
adecuado de las muestras biologicas dentro de los parametros requeridos para su
analisis posterior.

3. ALCANCE:

Este procedimiento forma parte del proyecto “Caracterizacion Molecular de
Betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes de los Hospitales Isidro Ayora y
Solca Loja” que garantizara el correcto transporte de muestras de urocultivo del Hospital

Isidro Ayora y Solca hacia el CDM para su analisis posterior.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA | Transporte de muestrasal | SOOI 802
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA | Laboratorio de la Facultad de FECHA: ) )
LABORATORIO CLINICO la Salud Humana: CDM PAGINA' 23

4. RESPONSABLES:
4.1. ESTUDIANTES: transporte de muestras.
4.2. DOCENTES/INVESTIGADORES: validacion del procedimiento.
5. MATERIALES:
5.1. Cooler hermético
5.2. Medio de transporte Stuart

5.3. Medios de cultivo Agar Sangre

6. PROCEDIMIENTO:
6.1. Transporte en el Hospital Isidro Ayora:
6.1.1. Una vez analizada la muestra e identificado el germen, y en el caso de que el
equipo reporte una resistencia BLEE, procedemos a tomar un medio de transporte Stuart,
retiramos el hisopo y recolectamos dos colonias representativas del cultivo para llevar a
confirmar BLEE.
6.1.2.  Se rotula el medio de Stuart con el codigo del paciente de cada una de las
muestras que nos reportaron sospechosas de BLEE, se las guardas en el cooler hermético

sin hielo y se las transporta al CDM.

6.2 Transporte del Hospital SOLCA:
6.2.1  Luego de la recepcion de las muestras. a cada una se la sembrara en un medio

de cultivo Agar Sangre previamente rotulado con el codigo del paciente.
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Zi8y UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA | Transporte de muestras al gg\?llgalgNP?oz EDICION: 1
 FACULTAD DE LA SALUD HUMANA Laboratorio de la Facultad FECHA: ’ ’
LABORATORIO CLINICO de la Salud Humana: CDM PAGINA' 33

6.2.2 Los medios se guardaran en el cooler hermético y seran transportados al
Hospital Isidro Ayora para ser analizado en el Equipo VITEK 2 para la identificacion de
la bacteria.

6.2.3  En el caso de que el urocultivo nos dé como resultado sospechoso resistencia de
BLEE procedemos a tomar un medio de transporte Stuart, retiramos el hisopo y
recolectamos dos colonias representativas del cultivo para llevar a confirmar BLEE.
6.2.4  Se rotula el medio de Stuart con el codigo del paciente de cada una de las
muestras que nos reportaron sospechosas de BLEE, se las guardas en el cooler hermético

sin hielo y se las transporta al CDM.

7. OBSERVACIONES
7.1. Debe ser transportada por personal capacitado en recipientes de material sélido,
impermeable y de facil limpieza.

7.2. El contenedor debe tener papel absorbente en el fondo para eventuales derrames.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Rodriguez, T. (2013). Cursep. Obtenido de
http://www.higiene.edu.uy/parasito/cursep/Transp.pdf
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Anexo 7

Protocolo de siembra de Urocultivos

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CODIGO: PB03
S FACULTAD DE LA SALUD HUMANA Siembra de muestray conteo de | REVISION: 1 EDICION:1
/] LABORATORIO CLINICO colonias FECHA:
PAGINA: 1/5

1. Introduccion

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra (inéculo) en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada
para el crecimiento bacteriano. EI método més usual para la siembra es la técnica de estria en
la cual podemos obtener colonias aisladas en una placa Petri a partir de un in6culo 0 muestra
con diferentes especies. (Santambrosio, 2009)

Una colonia bacteriana es una agrupacién de bacterias formada a partir de la reproduccion
de una Unidad Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio sélido; aunque varia de tamafio
generalmente es visible a simple vista. Las colonias bacterianas tienen una medida, forma,
textura y en algunos casos color caracteristicos, que, aunque puede variar de acuerdo al medio
en que se encuentren, es constante bajo condiciones controladas y depende de la especie
bacteriana que la forme.

Debido a que las caracteristicas de las colonias ocurren en varios grados y combinaciones
dependiendo de las bacterias y son a menudo muy uniformes, sirven para identificar bacterias
en cultivos mezclados. La morfologia colonial es comparable a una estadistica ya que se
deriva de una célula individual, pero es la caracteristica de la masa celular. En una colonia

pueden distinguirse varios aspectos como forma, elevacion, borde, tamafio, color.
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“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CODIGO: PB03
y~ACULTAD DE LA SALUD HUMANA Siembra de muestra 'y REVISION: 1 EDICION:1
/] LABORATORIO CLINICO conteo de colonias FECHA:
PAGINA: 2/5

Para el conteo de colonias se usan varios métodos cuantitativos, en este caso utilizaremos el
método de asa calibrada, el cual consiste contar el niUmero de colonias desarrolladas después
de incubar las siembras a 372 C durante 24 horas, el resultado se multiplica por 100 ya que el
asa de platino contiene 0,01 ml de orina. Cuando se obtienen dos recuentos sucesivos con mas
de 100 000 colonias por ml., la probabilidad de infeccion es de 80%, cifra que se eleva a 95%
si el mismo resultado se logra en tres recuentos sucesivos.

Por lo general, las muestras contaminadas tienden a mostrar cuentas inferiores a 10 000
colonias/ml. Cuando el recuento revela valores intermedios, entre 10 0000 y 100 000
colonias/ml, el examen debe repetirse. Conviene advertir que pueden pasar inadvertidas
infecciones urinarias verdaderas, si no se toman en cuenta cuentas inferiores a 100 000
colonias por ml, ya que existen diversos factores que pueden explicar recuentos bajos en
infecciones urinarias verdaderas, diuresis acentuada, obstruccion uretral, infecciones cronicas

e infecciones por cocos Gram positivos (Lopardo, 2015).

2. Objetivo

2.1. Definir los pasos necesarios que garantice el procedimiento para siembra de muestras
de orina en medios de cultivo de forma que se logre el aislamiento de bacterias y asi
poder diferenciar el fenomeno de hemolisis en agar sangre e identificar las

caracteristicas de las colonias.

3. Alcance
Este procedimiento forma parte del macroproyecto ‘“Caracterizacion Molecular de
Betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes de los Hospitales Isidro Ayora y

Solca Loja” y garantizara el aislamiento e identificacion de bacterias.
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“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA”

= UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CODIGO: PB03
® FACULTAD DE LA SALUD HUMANA Siembra de muestra 'y REVISION: 1 EDICION:1
i LABORATORIO CLINICO conteo de colonias FECHA:
PAGINA: 3/5

4. Responsables:
4.1. ESTUDIANTES: elaboracion del procedimiento.
4.2. DOCENTES/INVESTIGADORES: validacion del procedimiento.
4.3. COLABORADORES INSTITUCIONES PARTICICPANTES: aplicacion del
procedimiento de acuerdo a protocolos de los laboratorios de las instituciones

participantes.

5. Materiales:

Equipos:
e Mecheros de bunsen
e Lamparas de alcohol con alcohol al 70%
e Incubadora

Instrumentos:
e Asas de platino
e Hisopos estériles
e Soportes para las asas de platino

Insumos:
e Cajas Petri con medio de cultivo elaborado
e Lapiz graso
e Guantes

Sustancias y reactivos:
e Muestra a estudiar

6. Procedimiento:
Para realizar un cultivo bacteriano es necesario:
1. Tomar el asa calibrada e introducirla al fuego para que se esterilice, dejar enfriar
unos segundos y tomar la muestra que se va a estudiar,

2. Laorina se mezcla bien, no se centrifuga.
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“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CODIGO: PB03
my-ACULTAD DE LA SALUD HUMANA Siembra de muestra 'y REVISION: 1 EDICION:1
Y LABORATORIO CLINICO conteo de colonias FECHA:

- PAGINA: 4/5

3. Se usa asa calibrada de platino o de pléastico (0.01 ml).

4. Seinocula la placa de agar MacConkey por estria primaria y secundaria.

5. Seincubaa 35°C, por 24 horas.

6. Se anotan las caracteristicas de las colonias y el nimero de colonias diferentes.

7. Se cuantifican las colonias para obtener las UFC/ml. Se deben anotar todas estas
caracteristicas

Técnica de estria

OCES0OON primana Eslrfa en dngulo rexcto

Lectura de cultivo en UFC/ml:

e Después de incubar las siembras a 37° durante 24 a 48 horas, se cuenta el niUmero
de colonias desarrolladas y el resultado se multiplica por 100, ya que el asa de
platino contiene 0.01 ml. de orina.

e Los resultados del estudio cuantitativo se informan de la siguiente manera:

% No hubo desarrollo microbiano.
< Menos (<) de 10 000 colonias por ml.
% Entre 10 000 y 100 000 colonias por ml.

% Mas de (>) 100 000 colonias por ml.
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- UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
A FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
LABORATORIO CLINICO

Siembra de muestra 'y
conteo de colonias

CcODIGO: PB03
REVISION: 1 EDICION:1
FECHA:

PAGINA: 5/5

7. Observaciones:

7.1. La siembra debe realizarse de la orina sin centrifugar con un asa calibrada, lo que

permitird obtener una estimacion semicuantitativa del desarrollo microbiano.

7.2. Marcar las cajas antes de empezar a trabajar.

7.3. No hablar durante la siembra.

7.4. Flamear el asa antes de realizar la serie de estrias y enfriar en una orilla.

7.5. Las placas no se descartan si no hay crecimiento a las 24 horas, se vuelven a incubar

hasta por 72 horas (observando cada 24 horas), si transcurrido el tiempo no hay

crecimiento, si se descartan

8. Bibliografia:

Lopardo, D. H. (26 de Enero de 2015). Obtenido de BritaniaLab.com:
http://www.laensenadacorp.com/documentos/Apuntelll-UROCULTIVO.pdf



65

Anexo 8

Protocolo de Identificacion bacteriana en el equipo automatizado

CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.

CODIGO: PB04
AUNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA A, . . o
YFACULTAD DE LA SALUD HUMANA Identificacion bacteriana en el REVISION: 01 Edicion: 01

b equipo automatizado VITEK. FECHA: 10-11-2017
LABORATORIO CLINICO PAGINA: 1/4

1. INTRODUCCION:

VITEK® 2 Systems identifica un organismo mediante una metodologia basada en las
caracteristicas de los datos y el conocimiento acerca del organismo y las reacciones que se
analizan. Se han recogido datos suficientes de cepas conocidas como para estimar las
reacciones tipicas de las especies solicitadas a un juego de perfiles bioguimicos
discriminantes. Si no se reconoce un patrén de identificacion Unico, se presenta una lista de
organismos posibles o se determina que la cepa esta fuera del alcance de la base de datos. El
informe de laboratorio impreso contiene sugerencias de los tests complementarios necesarios
para completar la identificacion. Si los tests no son suficientes para completar la
identificacion, deberan consultarse las referencias y la bibliografia microbioldgica estandar.

La tarjeta de identificacion de Gram negativos (GN) VITEK® 2 esta disefiada para ser
utilizada con VITEK® 2 Systems para la identificacién automatizada de los bacilos Gram
negativos fermentadores y no fermentadores clinicamente mas significativos. La tarjeta de
identificacion GN VITEK® 2 es un producto desechable de un solo uso.

La tarjeta GN se basa en métodos bioquimicos establecidos (1, 2, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 15,
16, 18, 19, 22, 23, 25) y sustratos recientemente desarrollados para medir la utilizacién de la
fuente de carbono, las actividades enzimaticas y la resistencia. Existen 47 tests bioquimicos y
un pocillo de control negativo. El pocillo Control negativo de descarboxilasa (pocillo 52) se
usa como referencia basal para los pocillos de anéalisis de descarboxilasa. Se obtienen

resultados finales en aproximadamente 10 horas o menos (bioMérieux, 2013).
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA
PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.

CODIGO: PB04
#Zimy UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA A, . L o
) EACULTAD DE LA SALUD HUMANA Identificacion bacteriana en el REVISION: 01 Edicion:01

p equipo automatizado VITEK. FECHA: 10-11-2017
LABORATORIO CLINICO PAGINA: 2/4

2. OBJETIVO:

2.1 Definir o establecer los pasos necesarios que garanticen que el procedimiento de
preparacion e identificacion de muestras en el equipo automatizado VITEK sea

efectuado de manera correcta.

3. ALCANCE:
El presente protocolo se cumplird en el marco del proyecto de investigacion

“Caracterizacion molecular de betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes
de los hospitales Isidro Ayora y SOLCA de Loja”. Lo que asegurard su correcta

realizacion.

4. RESPONSABLES:
4.1 ESTUDIANTES: aplicacién del procedimiento, registro de resultados.
4.2 DOCENTES/INVESTIGADORES: validacion.
4.3 COLABORADORES: aplicacion procedimiento, validacion de datos y llenado de

registros.

5. MATERIALES:

5.1 Tarjeta de identificacion bacteriana que viene con el equipo.

5.2 Solucidn salina estéril (NaCl acuoso al 0,45 a 0,50 %, con un pH de 4,5 a 7,0).

5.3 Tubos de ensayo desechables de plastico transparente(poliestireno) limpios de
12X75mm.

5.4 Medio de cultivo apropiado (Mack Conkey).

5.5 Bastoncillos o torundas estériles.

5.6 Dispensador de solucion salina de volumen ajustable

5.7 Asas desechables.

5.8 Tubos de ensayo con solucién salina ya dispensada (NaCl acuoso al 0,45 — 0,50 %,
conun pH de 4,5a7,0).
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6. PROCEDIMIENTOS:

6.1 Prepare el inéculo a partir de un cultivo puro (muestra sembrada en agar Mack
Conkey), segun las buenas précticas de laboratorio.

6.2 Siga uno de estos pasos: Elija colonias aisladas de una placa primaria si se satisfacen
los requisitos del cultivo. O subcultive el organismo a analizar en el medio de agar
apropiado e incubelo adecuadamente.

6.3 Transfiera asépticamente 3,0 mL de solucién salina estéril (NaCl acuoso al 0,45 — 0,50
%, con un pH de 4,5 a 7,0) en un tubo de ensayo de plastico transparente (poliestireno)
de 12 x 75 mm.

6.4 Utilice un palillo o torunda estériles para transferir una cantidad suficiente de colonias
morfolégicamente similares al tubo con solucion salina preparado en el paso 3.
Prepare una suspensién homogénea de organismo con una densidad equivalente a
McFarland N°. 0,50 a 0,63 utilizando un densitometro. El tiempo de suspension no
debe superar los 30 minutos antes de inocular la tarjeta de identificacion bacteriana.

6.5 Coloque el tubo con la suspension y la tarjeta en donde corresponde en el equipo de
acuerdo al manual de usuario.

6.6 Eliminar correctamente los desechos bioldgicos peligrosos y todo el material utilizado
como corresponda, ya sea en desechos comunes, cortopunzantes o especiales.

6.7 El software compara el conjunto de reacciones de tests con el conjunto de reacciones
previstas de cada organismo o grupo de organismos que pueda identificarse con el

producto.
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6.8 Se calcula un valor cuantitativo (el porcentaje de probabilidad), que representa el nivel

de comparacién entre las reacciones observadas y las reacciones habituales de cada

organismo.

6.9 Se obtiene la identificacion y resultados a ser interpretados por quien corresponda

(bioMérieux, 2013).

7. OBSERVACIONES:

Debe realizarse una tincion de Gram con el fin de determinar la reaccion de Gram y

morfologia de un organismo antes de seleccionar qué tarjeta de identificacion usar para

inocular.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

v/ bioMérieux. (2013). VITEK. Obtenido de file:///C:/Users/User/Downloads/514740-

1ES1-VITEK 2 Systems_Product_Information_b04.pdf
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Anexo 9

Registro de laboratorio para la seleccion de cepas de enterobacterias identificadas como sospechosas de produccién de betalactamasas
AmpC y Carbapenemasas.
CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA , CODIGO: RGO0L
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA S D A O Y A | REVISION: 1 EDICION:1
LABORATORIO CLINICO FECHA: 22-11-2017 PAGINA: 1/1
FORMATO DE REGISTRO DE LABORATORIO
PROVENIENCIA SEXO
PERFIL DE SUSEPTIBILIDAD OTRO OBSERVACIONES
FECHA o Hospitalizacién a
O | =g gl 2 | @ | BACTERIA
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9 = 2 O U O o| v | w S| u| a| x| N[ ©f S| a| & @] v = el =
1S 18523588 ES S % % x| &G 3 8 5 5528 5 EcLEeE

EME: Emergencia; UCI: unidad de cuidados intensivos; GIN: ginecologia; NEO: neonatologia; CRG: Cirugia.; S: sensible; R: resistente; AN: amikacina; AM: ampicilina; SAM:
ampicilina/sulbactam; CF: cefalotina; FEP: cefepime; CTX: cefotaxime; CAZ: ceftazidime; CRO: ceftriaxona; CXM: cefuroxime; CIP: criprofloxacina; ETP: ertapenem; ESB: ESBL; FOS:
fosfomicina; GM: gentamicina; MEM: meropenem: FT: nitrofurantoina; NOR: norfloxacina; SXT: Trimetropim/ sulfametoxazol.

Nota:

» Presuntivas de expresar BLEE: Que tengan una CMI de > a 1 ug/ml de ceftazidime, aztreonam o ceftriaxona.

» Presuntivas de expresar AmpC: Que tengan disminucidn de sensibilidad o resistencia a cefotaxima con una CIM >1ug/ml y la R a cefoxitina, son resistentes también a los inhibidores de
betalactamasas.

» Presuntivas de expresar carbapenemasas: En el caso de Enterobacterias: CMI de > a 1 ug/ml para meropenem, > 2 ug/ml de imipenem. En el caso de Acinetobacter una CIM de > 4 ug/ ml para
imipenem

» En el caso de Pseudomona aeruginosa se usaran puntos de corte de ceftazidime >16 ug/ml, >a 1 ug/ml para meropenem, >2 ug/ml de imipenem.
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Protocolo para Determinacion fenotipica de betalactamasas AmpC

CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS
HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.

) UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CcODIGO: PB07

% FACULTAD DE LA SALUD HUMANA IDENTIFICACION REVISION: 1 EDICION:1
f LABORATORIO CLINICO FENOTIPICA DE AmpC FECHA: 07/11/2017
PAGINA: 170/5

1. INTRODUCCION O FUNDAMENTO:
Betalactamasas AmpC: Son enzimas que cuando algunas bacterias las portan o producen

generan resistencia a ciertos antibioticos betalactamicos hasta las cefalosporinas de amplio
espectro, pueden ser constitutivas o plasmidicas en cuyo caso tienen mas potencial de
diseminacion, pertenecen al grupo C de Ambler y entre las mas importantes tenemos a CIT,
DHA, FOX, CMY, MIR.

Las AmpC cromosomicas inducibles estan presentes en enterobacterias como: Citrobacter
freundii, Enterobacter spp, Providencia spp. Morganella morganii, Serratia marcescens,
bacterias en las que cuando estd presente el mecanismo de resistencia de pérdida de
permeabilidad puede confundir el patron con una BLEE. Se realizara la deteccion con el uso

de sinergia de discos.

2. OBJETIVO:

Detectar por los métodos de sinergia de discos y aproximacion de discos, la presencia de
enzimas de tipo AmpC plasmidicas en bacterias Gram negativas aisladas de muestras de orina.
3. ALCANCE:

Estos métodos seran aplicados como parte del proyecto de investigacion titulado:
“Caracterizacion molecular de betalactamasas aisladas de muestras de orina procedentes del
Hospital Isidro Ayora y SOLCA de Loja” y se realizardn a todas las cepas bacterianas
presuntivas de expresar enzimas AmpC que tengan la disminucion de sensibilidad o
resistencia a cefotaxima con una CIM >= 1 ug / ml y la R a cefoxitina, son resistentes también

a los inhibidores de betalactamasas.
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4. RESPONSABLES:

4.1 Docente(s)/Investigador (es): Indicaciones, procesamiento y validacion de resultados,
reporte y entrega de resultados a Coordinador de los laboratorios participantes

4.2 Colaborador en cada hospital: Tamizaje de cepas probables productoras de enzimas

AmpCp y procesamiento.

5. MATERIALES
e Cefotaxima (30 ug)
e Ceftazidima (30 ug)
e Cefoxitina (30ug)
 Acido fenil borénico (400 pg)
e Hisopos estériles
e Tubos con 3ml de suero fisiologico estéril
e Densitometro
e Gradilla
e Placas de agar Mueller Hinton
e Pinzas metalicas
e Lampara de alcohol
e Contenedores para desechar materiales cortopunzantes, especiales, comunes e
infecciosos.
e Cabina de seguridad bioldgica
e Incubadora de 35°C

e Agitador tipo vortex

6. PROCEDIMIENTO
6.1 Prueba de sinergia de doble discos

6.1.1 Rotular con el nimero de muestra un tubo con 3 ml de suero fisioldégico o agua
destilada estéril por cada cepa en cultivo puro al que se le vaya a realizar la

determinacion.
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188

6.1.2 Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de suero fisioldégico con una
colonia del microorganismo problema hasta conseguir una turbidez del 0,5
MacFarland, ajustar si es necesario.

6.1.3 Impregnar un hisopo estéril con la suspension bacteriana, escurrirla contra la pared
del tubo y sembrar con ella toda la superficie de las placas de agar Mueller-Hinton
mediante estrias cruzadas en varias direcciones. Dejar reposar de 3 a 5 minutos.

6.1.4 Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias situar un disco con cefotaxima
y un disco con ceftazidima a una distancia de 20 - 25 mm (centro a centro) de un
disco con acido boronico. La separacién 6ptima de los discos puede variar en funcion
de la cepa.

6.1.5 Incubar de 35-37°C durante 16-20 horas.

6.2 Prueba de aproximacion de discos (antagonismo)
6.2.1 Realizar el mismo procedimiento anterior hasta el literal (6.1.3).
6.2.2 Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias situar en la parte superior un

disco con cefotaxima y un disco con cefoxitina a una distancia de 20 mm (borde a
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borde), y en la parte inferior un disco con &cido fenil borénico y un disco con

ceftazidima a una distancia de 20 mm (borde a borde). La separacion 6ptima de los

discos puede variar en funcion de la cepa.

6.2.3 Incubar de 35-37°C durante 16-20 horas.

Consideraciones:

e Hay que tener en cuenta los didmetros de inhibicion con el fin de ajustar la distancia de

separacién entre los discos.

e En el caso enterobacteriaceae se usa cefotaxime, y en el caso de bacilos no

fermentadores se utilizara cefatazidima en lugar de cefotaxime.

NOTA: Si se trata de una AmpC cromosomica inducible que estan presentes en

enterobacterias como: Citrobacter freundii, Enterobacter spp, Providencia spp. Morganella

morganii, Serratia marcescens realizar el mismo procedimiento, pero utilizando una

cefalosporina de cuarta generacién como Cefepime.
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7. OBSERVACIONES:

7.1 La interpretacion de los resultados de la prueba de sinergia de doble discos se
realizar4 de la siguiente manera: Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicion.

v' Positivo: Ampliacién del halo de inhibicion de cefotaxima o ceftazidima en la zona
proxima al disco con cloxacilina o 4cido bordnico (sinergia) o presencia de una “zona
fantasma” (inhibicion del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor.

v Negativo: No ampliacién de los halos de inhibicion de las cefalosporinas ni presencia de
“zona fantasma”.

El resultado positivo se informard como cepa portadora de AmpCp.

NOTA: Colocar los desechos en los contenedores correspondientes: Desechos cortopunzantes,

comunes, especiales e infecciosos.

7.2 La interpretacién de los resultados de aproximacion de discos (antagonismo) se
realizara de la siguiente manera: Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicion.

v" Positivo: Se observa un achatamiento del halo (D invertida) de cefotaxima o ceftazidima
en la zona proxima al disco con cefoxitina o acido fenil borénico.

v Negativo: No se observa achatamiento del halo de inhibicion de las cefalosporinas.

El resultado positivo se informara como cepa portadora de AmpCp.

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

4 Ardanuy, C., Cercenado, E., Morosini, M., & Torres, C. (2011). Deteccion Fenotipica
de Mecanismos de Resistencia en Gram Negativos . Obtenido de
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologi
a/seimc-procedimientomicrobiologia39.pdf

4 Bou, G., Chavez, F., Oliver, A., & Jesus, O. (2015). Sociedad Espariola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Obtenido de
http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/

seimc-procedimientomicrobiologia55.pdf
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Protocolo para determinacion de Carbapenemasas

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS
HOSPITALES ISIDRO AYORA'Y SOLCA DE LOJA”

Nombre del protocolo: Codigo: PB-06
Universidad Nacional de Loja Identificacion fenotipica de Revision: 1 Edicion: 1
Facultad de la Salud Humana carbapenemasas. Fecha:
Pagina: 1/10

1. Int[“roduccién:

Las carbapenemasas son enzimas que confieren resistencia a todos los antibioticos
betalactamicos, las enterobacterias que las producen constituyen una emergencia ya que el
tratamiento se restringe a muy pocas y tdxicas opciones terapéuticas.

Pueden ser serin Betalactamasas 0 metalobetalactamasas segun tengan en su sitio activo
serina o zinc; pertenecen al grupo A, B y D de Ambler y sus principales representantes son
KPC - IMI -SME, VIM, IMP, NDM y OXA respectivamente. Se consideraran para su
deteccion método de sinergia de discos, discos combinados, inactivacion de carbapenémicos y

método colorimétrico.

no

Objetivos:

e Identificar por el método de sinergia de discos y discos combinados la presencia de
enzimas carbapenemasas en bacterias Gram negativas aisladas de muestras de orina.

e Detectar por el método de inactivacion de carbapenémicos la presencia de enzimas

carbapenemasas en bacterias Gram negativas aisladas de muestras de orina.

3. Alcance:

Estos métodos serdn aplicados como parte del proyecto de investigacion titulado:
“Caracterizacion molecular de Betalactamasas aisladas de muestras de orina procedentes del
Hospital Isidro Ayora y SOLCA de Loja” y se realizardn a todas las cepas bacterianas
presuntivas de expresar carbapenemasas, aquellas que tengan una CMI de > = a 1 ug/ml para
meropenem, >= 2 ug/ml de imipenem para Enterobacterias; en el caso de Acinetobacter una
CIM de >=4 ug / ml para imipenem y en el caso de Pseudomona aeruginosa se usaran puntos
de corte de ceftazidime > = 16 ug/ml; > = a 1 ug/ml para meropenem, >= 2 ug/ml de

imipenem.
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4. Responsables:

Docente(s)/ Investigador(es): Indicaciones, procesamiento y validacion de resultados.

Reporte y entrega de resultados a Coordinador de los laboratorios participantes

Colaborador en cada hospital: Tamizaje de cepas probables productoras de enzimas

carbapenemasas

Estudiantes: Tamizaje de cepas probables productoras de enzimas carbapenemasas y

procesamiento.

5. Materiales:

4.1 Materiales para el método de sinergia de doble disco:

Tubo de ensayo con 3ml de solucion salina estéril
Caja de Petri con medio Muller-Hinton
Hisopo estéril

Densitometro

Lampara de alcohol

Pinza metélica

Disco con Meropenem (10 ug)

Disco con EDTA (1000 ug)

Disco con Acido Fenil borénico
Incubadora

Guardian

4.2 Materiales para el método de discos combinados con inhibidor:

Tubo de ensayo

Caja de Petri con medio Muller-Hinton
Solucion salina estéril.

Hisopo estéril

Densitometro
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Lampara de alcohol

Pinza metalica

Disco Meropenem (10 ug)

Disco de Meropenem /&cido borénico(10/600 ug)
Disco con Meropenem/EDTA (10/1000 pg)

Disco con Meropenem/cloxacilina (10/500-750 ug)
Incubadora

Guardian

4.3 Materiales para el método inactivacion de carbapenémicos:

TSB (alicuotas de 2 ml)

Discos Meropenem (10 pg)

Asas de inoculacion (1-uL o 10-pL).
Solucion salina estéril

Placas agar Mueller Hinton.(MHA)
Cepa E. coli (ATCC 25922).

Tubos Eppendorf

6. Procedimientos:

a.

Procedimiento para el método de sinergia de doble disco:

Rotular con el codigo correspondiente el tubo de ensayo con suero fisiologico estéril y
la caja de Petri con Muller-Hinton.

Tomar con un hisopo estéril de 2 a 3 colonias de un cultivo puro de la muestra
problema.

Transferir las colonias al tubo de ensayo que contiene la solucion salina estéril y
suspender las colonias en esta solucion

Ajustar la turbidez de la suspensién en el densitometro al 0,5 McFarland.

Sumerja un hisopo de algoddn estéril en la suspension ajustada, elimine el exceso
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de liquido presionando firmemente contra las paredes internas del tubo por encima del
nivel del liquido.

Inocular antes de 15 minutos después de haber ajustado la suspension.

Tomar la caja de Petri por la base e inocular la superficie seca de una placa de agar
Mueller-Hinton estriando con el hisopo toda la superficie del agar estéril.

Repetir este procedimiento estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucion homogénea del indculo.
Finalmente, se debe estriar el hisopo por el borde del agar.

Dejar reposar 5 minutos antes de colocar los discos.

Esterilizar una pinza a la llama de la lampara de alcohol.

Tomar con la pinza estéril el disco de Meropenem y colocarlo en la superficie del agar
ya inoculado.

Nuevamente se esteriliza la pinza y se toma un disco con inhibidor EDTA y se lo
coloca a una distancia de 1 0 2 cm (margen a margen) del disco de Meropenem.
Repetir la esterilizacion de la pinza y realizar el mismo proceso para colocar el disco
con inhibidor que contiene &cido fenil bordnico.

Incubar a temperatura de 35 = 2 °C, durante 16-20 horas.

Realizar el protocolo con las cepas control positivo y negativo.
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b. Procedimiento para el método de discos combinados con inhibidor:

e Rotular con el codigo correspondiente el tubo de ensayo con suero fisiologico estéril y
la caja de Petri con Muller-Hinton.

e Tomar con un hisopo estéril de 2 a 3 colonias de un cultivo puro de la muestra
problema.

e Transferir las colonias al tubo de ensayo que contiene la solucion salina estéril y
suspender las colonias en esta solucion

e Ajustar la turbidez de la suspension en el densitometro al 0,5 McFarland.

e Sumerja un hisopo de algodon estéril en la suspension ajustada, elimine el exceso de
liquido presionando firmemente contra las paredes internas del tubo por encima del
nivel del liquido.

e Inocular antes de 15 minutos después de haber ajustado la suspension.

e Tomar la caja de Petri por la base e inocular la superficie seca de una placa de agar
Mueller-Hinton estriando con el hisopo toda la superficie del agar esteéril.

e Repetir este procedimiento estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucion homogénea del in6culo.

e Finalmente, se debe estriar el hisopo por el borde del agar.

e Dejar reposar 5 minutos antes de colocar los discos.

e Esterilizar una pinza a la llama de la [&mpara de alcohol.

e Tomar con la pinza estéril el disco de Meropenem y colocarlo en la superficie del agar
ya inoculado.

e Repetir la esterilizacion de la pinza y se toma un disco de meropenem/cloxacilina,
meropenem/&cido fenil borénico y meropenem/EDTA

e Incubar a temperatura de 35 + 2 °C, durante 16-20 horas.
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c. Procedimiento para el método inactivacién de carbapenémicos:

Rotular los tubos Eppendorf para cada aislamiento a ensayar, y emulsionar
bacterias (1 pL) de una placa de agar sangre con cultivo puro de la bacteria
problema (se necesita cultivo fresco) en 2 ml de TSB y vortexear por 10-15
segundos.

Agregar un disco meropenem de 10 ug a cada tubo Eppendorf  usando pinzas
estériles, y asegurarse que todo el disco esté sumergido en la suspension.

Incubar a 35 = 2 ° C en atmosfera ambiental durante 4 horas + 15 minutos.

Después de completar la incubacién de la suspension, preparar la suspension 0.5 de
McFarland (usando el método directo) de E. coli ATCC 25922 en solucién salina
esteéril.

Inocular una placa MHA con la suspension preparada, antes de los 15 minutos y
dejar reposar 5 minutos antes de colocar los discos de meropenem.

Sacar el tubo Eppendorf de la incubadora, remover el disco de meropenem usando
una asa estéril presionando la parte plana del asa contra una de las paredes del
disco usando la tension superficial para sacar el disco fuera del liquido, no olvide
presionar el disco contra la pared del tubo para eliminar el exceso de liquido, luego

colocarlo en la placa MHA previamente inoculada con la cepa E. coli ATCC 25922
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susceptible a meropenem. Capacidad de las cajas: 4 discos en una placa MHA de

100 mm.

e Invertir e incubar las placas MHA a 35 ° C £ 2 ° C en el aire ambiente durante 18-

24 horas, después de la incubacion, medir las zonas de inhibicion como para el

método rutinario de difusién de disco.

e Realizar el protocolo con las cepas control positivo y negativo.

7. Observaciones:

a. Interpretacion de resultados para el método de sinergia de doble disco:

Se reportar el resultado de la siguiente manera:

e Positivo: ampliacion del halo de inhibicion del carbapenémico en la zona cercana al

disco de inhibidor (sinergia) o presencia de una “zona fantasma” (inhibicion del

crecimiento) entre el carbapenémico y el inhibidor.

e Negativo: No ampliacion de los halos de inhibicion del carbapenémico ni presencia

de “zona fantasma”.

Resultado

Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo de
resistencia

Sinergia carbapenémico- &cido
bordnico

Carbapenemasa

de

Clase

A

Serincarbapenemas: KPC, SME, NMC-A, IMI,
PER, GES, SFO, SFC, IB

y/o Hiperproduccion de AmpC

Sinergia carbapenémico-acido
dipicolinico
o0 Sinergia carbapenemico-EDTA

Carbapenemasa de Clase B
Metalo p-lactamasas: VIM, GIM, SIM, NDM,

IMP y SPM.

Fuente: SEIMC 2011
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Reporte de resultados:

o SME/NMC: No se recomienda el uso de penicilinas, cefalosporinas (1lra y 2da
generacion) y carbapenems independientemente de la sensibilidad in vitro. Opciones
de tratamiento (requieren demostrar sensibilidad): amoxicilina/clavulanico,
piperacilina-tazobactam, cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion, y monobactames
(demostrar ausencia de BLEE asociada) y agentes no betalactamicos.

o KPC: No se recomienda el uso de penicilinas, cefalosporinas (todas las
generaciones), monobactames y carbapenemes independientemente de la sensibilidad
in vitro. Opciones de tratamiento (requieren demostrar  sensibilidad):
amoxicilina/clavulanico, piperacilina-tazobactam, y agentes no betalactamicos.

o MBL: No se recomienda el uso de penicilinas, cefalosporinas (todas las
generaciones), monobactames y carbapenemes independientemente de la sensibilidad
in vitro. Opciones de tratamiento (requieren demostrar sensibilidad): monobactaames,
piperacilina-tazobactam, y agentes no betalactamicos.

Nota. Para todos las carbapenemasas, se recomienda aislamiento del paciente.

b. Interpretacion de resultados para el método de discos combinados con inhibidor:
Obtencidn y expresion de resultados: Medir en milimetros los didmetros de las zonas de
inhibicién completa (incluyendo el didmetro del disco) con un pie de rey. Los resultados
se interpretan de la siguiente manera:

o Positivo: Incremento >5 mm de diametro de inhibicion del carbapenémico con
inhibidor respecto al del carbapenémico.
o Negativo: No hay diferencia o incremento <5 mm en el halo de inhibicion del

carbapenémico con inhibidor respecto al del carbapenémico.
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Los resultados positivos se interpretan segun la tabla siguiente:

Resultado Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo de resistencia
CAR+BOR > 5mm CAR y Carbapenemasa de Clase A: KPC, SME, NMC-A, IMl,
CAR+CLO < 5mm CAR! PER, GES, SFO, SFC, IB

CAR+DPA > 5mm CAR Carbapenemasa de Clase B: VIM, GIM, SIM, NDM, IMP
CAR+EDTA > 5mm CAR y SPM.

CAR+BOR y CAR+CLO > Hiperproduccion de AmpC o Hiperproduccion de AmpC
5mm CAR + Carbapenemasa de Clase A

Fuente: CLSI 2017

Limitaciones del procedimiento:
Los métodos basados en la utilizacion de &cido bordnico pueden presentar baja

especificidad y pueden producirse resultados falsos positivos debido a la hiperproduccién
de enzimas de tipo AmpC ya que también es un inhibidor de estas enzimas.
Adicionalmente, los métodos fenotipicos resultan inadecuados para la deteccion de las

carbapenemasas tipo OXA.

c. Reporte de resultados para el método inactivacion de carbapenémicos.
Interpretacion de resultados:

e Carbapenemasa positiva: Halo de 6-15 mm o presencia de colonias intrahalo en una
zona de 16-18 mm. Si el aislado de prueba produce carbapenemasa, el meropenem del
disco se hidrolizara y no habra inhibicién o inhibicién limitada del crecimiento de la
E. coli ATCC 25922 susceptible a meropenem.

e Carbapenemasa negativa: Halos igual o mayores a 19 mm. Si el aislado de prueba
no produce carbapenemasa, el meropenem del disco no se hidrolizara e inhibira el

crecimiento de E. coli susceptible a meropenem ATCC 25922.



84

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES
DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA”

Nombre del protocolo: Codigo: PB-06
Universidad Nacional de Loja Identificacién fenotipica de Revision: 1 Edicion: 1
Facultad de la Salud Humana carbapenemasas. Fecha:
Pagina:10/10

e Indeterminado: Zona 16-18 mm. La presencia o ausencia de una carbapenemasa no

se puede confirmar por este método.

Reporte de resultados:
e Positivo: "Carbapenemasa detectada™.
e Negativo: "Carbapenemasa no detectada”.
e Indeterminado: "Pruebas no concluyentes por la presencia de carbapenemasa.

Llamar al laboratorio para hablar".

8. Referencias bibliogréaficas:
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v

CLSI. (2009). Normas para realizar las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos con
discos. USA.

CLSI, C. a. (2017). Normas de Desempefio para las Pruebas de Susceptibilidad
Antimicrobiana 272 ed. Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio, Complemento
CLSI M100. Wayne, PA.

SEIMC. (2011). Deteccién fenotipica de mecanismos de resistencia en gramnegativos.
Obtenido de Procedimientos en Microbiologia Clinica - Recomendaciones de la Sociedad
Espafiola  de  Enfermedades Infecciosas y  Microbiologia  Clinica
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/sei
mc-procedimientomicrobiologia38.pdf

SEIMC. (2015). Métodos microbioldgicos para la vigilancia del estado de portador de
bacterias multirresistentes. Obtenido de Procedimientos en Microbiologia Clinica -
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Clinica:
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Insertos de las cepas control

Control positivo para carbapenemasas

& Microbiologics:

Cerlificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/6/30

Microorganisnt Name: Klebsiella pneumoniae Release information:

Catalog Number: 01005 Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 1005-22 Release Date: 2017/7/17 )

Reference Number: ATCC® BAA-1705™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Large, circular, convex, enlire edge, light gray, glistening and mucoid. A SBAP
second type Ihat is flatler and less mucoid may be Seen.

Microscopic Features: Method:

Shorl, broad, straight, gram negative bacilli with rounded ends. Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document. (1) Oxiclase (Kovacs): negative

Modified Hodge Test: positive

) o
TRV S T L?/J‘{-‘“-"—"
Amanda Kuperus

Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclazmer The last cigitis) of the 1ol number appeaning on the product label and packing slip are miorely a packaging evenl number, The [0t number displayed on this ceetifieate is the aclual base ot
naniber

Note for Vitek&: Allhough the Vitekh pane! uses many conventional tests, the unique environmert of the card, combined with the shorl ingubation period, may produce results that ditfer
from published resulis oblained by olh 3

ded use and hazardisafely

;- Refer to the enclosed product inserl for Instructliens, i

Individual producls are brateable fo a recognized cullure collection.

(') Tha ATCC L i Do

rhcrghiobagics, ine s b

Embilem, e ATCC Licensed Derivolive wont mark and 0g marks are {rademarks of ATCC,

inks and 193l products deeived fran ATCCS

MEDIBAC-INCSA
Distribuidor para ol fcuvador de
MICRCB L CGICS
@L@ Registro Sonoiin AZ-541.04-13

IESTING CERT 52653,01

e
2 W ase these fraded

ATCC Liensed

Dattvative

(13 These tests are aacredited w ISMEC 170252505

© 2012 Mic'robioiog'rcs.ﬂlnc. All Righls Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 00C.2z8
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Control negativo para carbapenemasas

&) Microbiologics:

Cerlificate of Analysis: Lvophifized Micsaoraanism Specifaalion znd Perinrmance Ligon Relaase

Specitications Expiration Date: 2019/1/31
Microorganism Name: Kizbsiella proumeniac Release Information:
Catalog Number: 41006 Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Lot Number: 1005-20 Release Date: 201713723
Reference Number: ATCOR BAA-1706 '
Purity: Pure
Passage from Reference: 3 .
Performance
Macroscople Fealures: Medium:
%g:ggi ésize may vary), circuldr, convex, entire edge, pale gray, glistening and SBAP
¥ .

Microscopic Features: Method:
Geam negative straighl bacilli frem coccobaciliary 10 19ng forms peesent. Gram Stain {1)

ID Systern: MALDI-TOF Other Features!/ Challenges: Resulls

Sce sllached 1D System resylts document. (1) Oxidase (Kovacs): negative
Modified Hodae Tes!: negative

Lo
A NL— '.;y';bt-'-,fl“ L

Amanda Kuperug
Qualily Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Dacorar The 12105} 017 ¢ LLmvabar s g o U geacticn 120l doct PArh oG WhD Jed tarcly @ LVTadvjoa) gar Dar Lo Vg bl ranrd mn vy oot 00 1 obi il g 20 Sulid Lacs At
rass

Note b VIIQY £z ATcug i Ut VIteh ® para| unel Many coswypnilanst feats, e unique ervisnnmpst of the eand. combined with 1ne shor incuballon pariod, may produce 1eavis INL dtle
hoes poblicled fpsdts ohlawed by other m_uhedl.

v 1lerer 50 1ha Giioned pIoEstl AN R INSINITLS M, sfeaied Lrke 00w hazard'sslety informalion,

Mevahil producia a1 INICedd% 10 aretoyaized v o Collectan,
Tho ATCC Craece it Dievamie Conraem, o ATET (venced Ename vt B ard o ATIC 0tAb-} enods » o babmtahs of ATCC

1"
T rJoi € 1 MR en o 130 A b 1700 PASor s 3040 1) 0% Jeonir I8 Sceiani! Yoo ATEU S mito vy

AT Tacennedd
Phevvaiay

1 1 Therse s g acctedod LS5l 170 A0, “i E D ' B A C_' N C S.&‘
Disteibuidor pars el [evador d2 i
MICRC 3 7% GEICS

ACCREDITED Regisire Sormgua A7 54i.04-.3

IESTING CERT 22655.0)

&

15 2012 Microtrologics, Inc. All Rights Reserved, 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1ol



Cepa sensible a carbapenémicos

& Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2018/11/30

Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Catalog Number: 0335 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 335-219 Release Date: 2017/1/23

Reference Number: ATCC® 25922 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

; Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types, bolh are gray & beta hemolytic: one is circular lo irregular, SBAP
convex, slighlly erose edge & smooth; other’is larger, irregutar, low convex,
erose edge & rough

Microscopic Features: Method:

Gram negative straight rod Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See sttached 1D System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

Bela-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
(1) Ampicillin {10 mcg - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm

) Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26
m

(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29
mm

1
m

/1
',.
L

v (! Az r\,.,.L.«‘ y/‘r,{v(?f/‘—(‘:.«—-a

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclanmes The fast digitfs) of the fot rumber appeanng on the product label and packing <lip are meraly a packaging evenl sumber The fol ntimder displayed on tus cortficate 1s ihe aclual base fot
number

Note for Vitekie): Although the Vituk® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the shorl incubation period, may produce resulls that ditfer
tiom pubhshed results oblainedd by other mathods.

1 Refer to the enclosed producl insert for instructions, f use and b [ ir

{ndividual products are traceabls to a recognized culture collection.

(') The ATCC Licansed Dereative Emblerm, the ATCC Licensed Denvative word mack and the A alon ritths ate radzmarks of ATCC

Kicromiclogies, 10208 boensed 1o vse st vademarks and 1o sell prodixts derved from ATCCR cuburas,

(1) Those teats e acaredited @ 1S0H00 170232005 Eg E D ‘ 8 ﬁ C-i I\d Q’: S' &‘

Distribuidor pata el fcuador de
MICRCB! L OGICS

(ACCREDITED] ) Registro Sanitarin A 541.04-13

TESTING CERT 22655.01

ATCC Licensed

Deiwative

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 0of 1 DOC.”86
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Control de calidad externo

Registro enviado al INSPI

89

FORMULARIO DE ENVIO DE CEPAS BACTERIANAS Cédigo: F-RAM-001
RESISTENTES A LOS ANTIMICROBIANQS —
Edicién: 03
Macro-Proceso: Proceso Interno: -
Laboratorios de Vigilancia | Centro de Referencia Nacional | Fechade Aprobacién: | 29/12/2017

Epidemioldgica y Referencia
Nacional

de Resistencia a los
Antimicrobianos

fnstitucion Remitente:
Fecha / Hora de aislamiento: {

Correo Institucionat:

[ Cagersided Vosondd de R

]

B s e (B

Y

l e, llao (F‘J v:'\l . u;&u-:-;(_',

]

DATOS DEL PACIENTE:

Fecha de envio:

Nimero Telefénico: I ¢

L 26/ es/ecif

Responsable de envio: L/.rc . Cadvmen Uilauy, |

239495 9632 I

Nombres y Apellidos: L C

Edad :

Hospitalizacion / Servicio:L

‘ ] ¢ ]
Género: (())Femenino  (D)Masculino Fecha de ingreso al servicio: |15 /o / Sei® [ HC: i j
Terapia Antimicrobiana: L ]

[ ] Ambulatorio [ Emergencia [ wa

Diagnostico del Paciente: |

MOTIVO DE DERIVACION:

I |:| Identificacién de Cepa @ Confirmacion Resistencia / Mecanismo Otro: [ | l
DATOS DE LA CEPA:
Género: Especie: Cédigo Laboratorio: | $1S 5 4 ¢y Tipo de muestra:
Mecanismo de resistencia inferido: l Cobpoere musc;_,j
MEDIOS DE TRANSPORTE: |Z\ Stuart D Agar Ntritive  Otro: j
Antibiético Concentracién | Halo en mm Antibidtico Concentracién | Haloenmm Antibidtico |Concentracion| Haloen mm
AC. NAL 30ug CLINDAMICINA 2ug OXACILINA Tug
AMIKACINA 0ug 264 COLISTIN 10ug PIP/TAZ 100/10 ug
AMO/CLA 20/10ug CTX/CLA 30/10ug RIFAMPICINA.  [5ug
AMP/SULB 10/10ug >34  |ERITROMICINA 15ug SULF/TRIME 23.75/1.25ug Z330
AMPICILINA 10ug ERTAPENEM 10ug TEICOPLANINA |30 ug
AZTREONAM 30ug ESTREPTOMICINA {300 ug TETRACICLINA  (30ug
CAZ/CLA 30/10ug FOSFOMICINA 200 ug TIGECICLINA 15ug
CEFACLOR 30ug GENTAMICINA 120 ug 246 VANCOMICINA |30ug
CEFAZOLINA 30ug GENTAMICINA 10ug
CEFEPIME 30ug 26y IMIPENEM 10ug
CEFOTAXIMA  {30ug 2 G LEVOFLOXACINA  |6ug I
CEFTAZIDIMA |30ug 2 Gy |UNEZOLID 30ug
CEFTRIAXONA  |30ug 64 MERCPENEM 10ug =16
CEFUROXIMA  |30ug NITROFURANTOINA 300 ug 251
CIPROFLOXACIN {5ug 2y NORFLOXACINA  |10ug > 16

NOTA: Favor adjuntar hoja de equipo automatizado.
Favor llenar todos los datos solicitados.

Coniécios en caso de inguietudes: Quito: Mtr. José Eduardo Villacis / jvillacis@inspi.geb.ec /02 250 9625

Guayaquil: 8q. Evelin Cruz Vargas Arroyo / evargas@inspi.gob.ec/ 04 228 2281 ext. 217

Cuenca: Espc. Nadia Patricia Villavicencio Apolo / nvillavicencio@inspi.gob.ec / 07 410 9301

Horario de recepcidn de
cepa: 08h00 a 16h00.

Entregado por:

Recibido por:

Revisado por:

Responsable Externo de la Erifrega de Cera Analista Analista
y ._.-/ T “(r)
- £ { > Firma Firma

Hora:

COD. INSPI:

Pdgina 1/ 1—‘
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Registro enviado desde el INSPI

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA INSPI'

"Dr. Leopoldo Izquieta Perez”
CENTRO DE REFERENCIA NACIONAL DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS
ramregionaustro@inspi.gob.ec

Localizacion = UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
Nombre =

Apellido =

Cédigo del laboratorio = 515270

Historia clinica paciente = 515870

Fecha de recepcion = 30-may-2018

Codigo INSPI = UNL157-0518RAM-C

Tipo de muestra = Orina

Microrganismo recibido = Klebsiella pneumoniae
Motivo de la solicitud = Confirmar Resistencia

Edad =95 4

Sexo=f

Desarrollo Crecimiento

Hallazgos microbiolégicos INSPI-RA

Microorganismo = Klebsiella pneumoniae ss. pneumoniae
Acido nalidixico R 6 mm " Cefotaxima R 6 mm
Ceftriaxona R 6 mm Ceftazidima R 6 mm
Cefoxitina. R 6 mm Ciprofloxacina R 6 mm
Trimetoprima/Sulfametoxazol "R 6 mm Ampicilina/Sulbactam R 6 mm
Gentamicina R 6 mm Meropenem R 6 mm
Imipenem R 16 mm Cefepima R 6 mm
Amicacina R 12 mm Tigeciclina S 22 mm
Ertapenem R 6 mm Aztreonam R 6 mm

Método de identificacidn Manual

Pruebas de sensibilidad Difusién de disco

Norma de interpretacion CLSI

Carbapenemase Positivo

Inactivacion del Carbapenemico Positivo

Sinergia ABP-IM1 Positivo

Sinergia EDTA-IMI Negative

Investigacion biologia moleeular  SI

bla-KPC Positivo

bla-VIM Negativo

bla-IMP Negativo

bla-NDM Negativo

Comentario Mieroorganismo productor de carbapenemasa tipo KPC.

Considere el uso de terapia combinada :
Favor Mantener la Vigilancia al microorganismo
RESPONSABLE/S Nadia Villavicencio/ José Villacis Documento firmado electrénicamente

7-jun-2018 16:09

R =Resistente | =Intermedio S =3Sensible NS =No-Sensible
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Anexo 14

Formato de los registros de los resultados obtenidos

“Caracterizacion Molecular de Betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes de los Hospitales Isidro Ayoray Solca de Loja”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
LABORATORIO CLINICO FECHA:

CODIGO: RG003

FORMATO DE CONFIRMACION REVISION: 1 EDICION:1

DE PRODUCCION FENOTIPICA
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Formato de los registros de los resultados obtenidos

FORMATO DE CONFIRMACION DE PRODUCCION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS
AMP C
Sinergia de discos Discos combinados
z z
FOX Q w FEP | FEP/ | CTX | CTX/ Q
- o 8 o 4 o 8
Codigo Germen cLo < 2 d 2 cLo cLo < 2 CONTROL
de aislado CAZ g o @ = g - DE
Muestra & é E Z() & 5
|L|_J s 8 }U—J i CALIDAD
Z Z
Fecha: /| |/

Significado de siglas:
FOX = Cefoxitin

CAZ = Ceftazidime
CLO = Cloxacilia
FEP= Cefepime

CTX= Cefotaxime
FEP/CLO =
Cefepime/Cloxacilina
CTX/CLO =
Cefotaxime/Cloxacilina

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

AMPC:

SINERGIA DE DISCOS

Positivo. Ampliacion del halo de inhibicién de cefotaxime o ceftazidime en la zona préxima al disco
con cloxacilina o presencia de una “zona fantasma". Cepa portadora de AmpCp.

Negativo. No ampliacion de los halos de inhibicion de las cefalosporinas ni presencia de "zona
fantasma”.

DISCOS COMBINADOS:

Positivo. Incremento del didmetro de inhibicién de ceftazidime o cefotaxime en presencia de
cloxacilina o acido boronico >5 mm al de la cefalosporina correspondiente sin inhibidor.

Negativo. No diferencia o diferencia <5 mm en los halos de inhibicidn de las cefalosporinas con
cloxacilina o acido boronico con respecto al de las cefalosporinas correspondientes sin inhibidor. El
resultado positivo se informard como cepa portadora de AmpCp.

CONTROL DEL CALIDAD:

Positivo: presencia de halo en forma de D

Negativo: no modificacion de halos de inhibicion
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA CODIGO: RG004
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LABORATORIO CLINICO PRODUCCION FENOTIPICA DE FECHA:
CARBAPENEMASAS PAGINA: 1/1

CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DEL HOSPITALES ISIDRO AYORA DE LOJA
FORMATO DE CONFIRMACION DE PRODUCCION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS

CARBAPENEMASAS Fecha: /[ [
Sinergia de discos
Cadigo de ) . Discos combinados Método directo Inactivacion
Muestra Microrganismo
identificado MM Control de Interpretacié | Control de | Resultado = Control de | Resultado | Control de
APB calidad APB MM/ EDL MM/ CLO MM/ nde calidad calidad calidad
EDL APB EDL CLO resultado

SIGNIFICADO DE SIGLAS:
MM = Meropenem
OXA = Oxacilina
APB = Acido Fenilboronico
EDL = EDTA
CLO = Cloxacilia
MM/CLO = Meropenem / Cloxacilina
MM/APB = Meropenem / Acido Fenilboronico
MM/EDTA= Meropenem / EDTA

REPORTE:

1. Sinergia de discos, e inactivacion se reportara como POS
(Positivo)/ NEG (Negativo).

2. Discos combinados se reportara la medida del Halo de
inhibicién en mm.

3. Inactivacion de carbapenemicos: POS (Positivo)) NEG
(Negativo).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Sinergia de discos:
Positivo: Ampliacién del halo de inhibicion del carbapenémico en la zona cercana al disco de inhibidor (sinergia) o
presencia de una ‘“zona fantasma” entre el carbapenémico y el inhibidor. Sinergia MM/AFP identifica
Carbapenemasas de Clase A y/o Hiperproduccion de AmpC. Sinergia MM/EDTA identifica carbapenemasas de
Clase B
Negativo: No ampliacion de los halos de inhibicion del carbapenémico ni presencia de “zona fantasma”.

Discos combinados
Positivo: Incremento de halo de inhibicion >5 del carbapenémico con inhibidor con respecto el Carbapenémico
Negativo: No hay incremento de halo de inhibicion >5 del carbapenémico con inhibidor con respecto el
carbapenémico.

Inactivacion de carbapenemasas:
Positivo: Zona 6-15 mm o presencia de colonias dentro de una zona de 16-18 mm.
Negativo: Zona de 19 mm.
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Anexo 15
Evidencia Fotografica

Fotografia 1. Exposicion y socializacion del Fotografia 2. Identificacion bacteriana en el
macroproyecto en el Hospital Isidro Ayora. equipo automatizado.

Fotografia 3. Medios stuart utilizados para el Fotografia 4. Recuperacién de las cepas transportadas
transporte de cepas desde el hospital.

e
Pl Lk

Fotografia 5. Conservacion de las cepas en caldo de Fotografia 6. Preparacion de la suspension de las
soya tripticasa y glicerina. muestras problema a 0,5 MacFarland.
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Fotografia 7. Siembra de la suspensidn bacteriana ~ Fotografia 8. Desarrollo de los métodos fenotipicos para
en el agar Mueller Hinton. la determinacion de AmpC y carbapenemasas.

Fotografia 9. Determinacion de AmpC por el Fotografia 10. Determinacion de AmpC por el método
método de aproximacién de discos(antagonismo). de sinergia de doble disco.

Fotografia 11. Determinacion de carbapenemasas Fotografia 12. Determinacion de carbapenemasas por
por el método de sinergia de doble disco. el método de discos combinados con inhibidor.



Fotografiald. Lectura de cada una de las muestras
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Anexo 16

Certificado de traduccion del Resumen

r—_———————————

Yo, Freddy Castillo H., profesor de Wei English institute (FORMAR Cfa. Ltda.);

Certifico:

Que tengo el conocimiento y dominio de los idiomas espafiol e Inglés y que las
traducciones de los siguientes:

para: Barrionuevo Sarango Gina Stefany
es verdadero y correcto a ejor saber y entender.
—

A |
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Z 75' 3
Firmado en Loja a los catorce dias ¢t mes de noviembre de 2018,
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