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1. Titulo

“Escherichia coli productora de betalactamasas aisladas de urocultivo de usuarios del
Hospital Isidro Ayora- Loja”



2. Resumen

La resistencia es un fenémeno caracterizado por la refractariedad parcial o total de los
microorganismos al efecto del antibidtico generado principalmente por el uso indiscriminado
e irracional de éstos y no solo por la presion evolutiva que ejerce en el uso terapéutico (Malla,
2014). El presente estudio descriptivo de corte transversal, tuvo como objetivo investigar la
frecuencia de E. coli aislada de urocultivos de pacientes del Hospital “Isidro Ayora” de la
ciudad de Loja, identificar los tipos de betalactamasas, y analizar su produccion de acuerdo a
la edad, sexo y servicio de procedencia. La muestra de estudio fue de 225 urocultivos con
crecimiento durante el periodo diciembre 2017- abril 2018, se aislaron 173 cepas de
Escherichia coli (76.89 %); de las cuales 31 cepas fueron productoras de betalactamasas esto
representa el 17.9%. De las 31 cepas de E. coli productoras de betalactamasas, 30 (96.8%)
fueron productoras de BLEE, mientras que 1 (3.2 %) fue productora de AmpC; ademas, se
aislaron otros géneros bacterianos 52 (23.11 %) cepas en total, y 156 cultivos sin crecimiento.
Para asegurar la integridad en los procedimientos fenotipicos, se siguid las instrucciones del
manual del CLSI M100-S27, realizando control de calidad; como control positivo para BLEE
se utilizd Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y como control negativo Escherichia coli
ATCC 25922; para carbapenemasas se utilizd Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 y
como control negativo Klebsiella pneumoniae ATCC BAA- 1706. La mayor parte de
betalactamasas producidas por E. coli se encontré en la poblacion adulta (>60 afios) con 15
(48.5 %) cepas productoras de Blee y 1 (3.2 %) cepa productora de AmpC, ademas E. coli
produce betalactamasas en mayor frecuencia en el sexo femenino y usuarios provenientes del

servicio de emergencia.

PALABRAS CLAVES
(BLEE) Betalactamasas de espectro extendido, Escherichia coli, (IVU) Infecciones de vias

urinarias.



Abstract

Resistance is a phenomenon characterized by the partial or total refractoriness of
microorganisms to the effect of the antibiotic generated mainly by the indiscriminate and
irrational use of these and not only by the evolutionary pressure that exerts in the therapeutic
use (Malla, 2014). The present descriptive study of transversal section, had as purpose
research the frequency of E. coli isolated of urocultivos of patients at Hospital "Isidro Ayora™
in Loja city, identify the types of betalactamases, and analyze its production according to the
age, sex and provenience service. The study sample was of 225 urine cultures with growth
during the period of December 2017- April 2018, 173 strains of Escherichia coli were
isolated (76.89 %); of which 31 strains were producing betalactamases this represents 17.9 %.
Of the 31 strains of E. coli producing betalactamases, 30 (96.8 %) were producers of BLEE,
while 1 (3.2 %) was the producer of AmpC. In addition, other bacterial types were isolated 52
(23.11 %) strains in total, and 156 cultures without growth. To ensure integrity in phenotypic
procedures, the instructions inthe CLSI M100- S27 manual were followed, performing quality
control; as a positive control for BLEE (ESBL), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 was
used and, as a negative control, Escherichia coli ATCC 25922; Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1705 was used for carbapenemases and Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 as a
negative control. The majority of betalactamases produced by E.coli were found in the adult
population (> 60 years) with 15 (48.5 %) producing strains of BLEE and 1 (3.2 %) AmpC
producing strain. Moreover, E. coli produces betalactamases more frequently in females and

users coming from the emergency service.
KEYWORDS

(ESBL) Betalactamasas extended spectrum, Escherichia coli, (IVU) Urinary tract

infections.



3. Introduccién

La infeccidn del tracto urinario es una de las principales causas de consulta médica en la
atencion primaria de salud; existen un sin nimero de factores de riesgo para contraer esta
patologia, como por ejemplo la actividad sexual, los embarazos, la edad, defectos anatémicos,

mala higiene intima, entre otros (Montero, 2017).

Escherichia coli es el microorganismo uropatdégeno mas frecuente, causante de 75-90% de
las Infecciones de Vias Urinarias (IVU), es importante determinar el modo de transmision ya

que la colonizacion de esta bacteria se da en el intestino (Montero, 2017).

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibi6tico generado principalmente por el
uso indiscriminado e irracional de éstos y no sé6lo por la presion evolutiva que ejerce el uso
terapéutico. Las infecciones causadas por bacterias multiresistentes causan una amplia
morbilidad y mortalidad; asi mismo, causan un mayor costo por mayor estancia hospitalaria y
complicaciones. El uso de antibidticos se ha extendido, tanto en el campo de la medicina
humana como en veterinaria y agricultura, lo cual ha traido consigo nuevas dificultades en la

lucha frente a las infecciones: las resistencias bacterianas (Duarte Jarquin, 2016).

En 1965 se descubrié en Grecia la primera cepa de E. coli resistente a la ampicilina,
revelando la capacidad de las enterobacterias para adquirir y transmitir factores genéticos de
resistencia que desencadenan la produccion de un tipo de enzima a la que se denominé
betalactamasa de espectro amplio (BLEA) tipo TEM, por las iniciales del apellido Temoneira
del primer paciente afectado. Luego de la produccion sintética e industrializacion de las
cefalosporinas en 1983 se reportaron las primeras cepas de Klebsiella spp capaces de resistir
la accion de las cefalosporinas mediante la generacion de BLEA tipo SHV, denominada asi

por la presencia de puentes disulfuro en su estructura molecular; después de la reclasificacion



de las BLEA se describié a un subgrupo mutante de ellas que se la llamo betalactamasa de

espectro extendido (BLEE) (Chiriboga Urquizo, Chiriboga Acosta, & Araujo Lopez, 2012).

En las bacterias Gram negativas la resistencia a betalactdmicos esta originada por varios
mecanismos, pero el mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la produccion de
betalactamasas. Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos y se producen de manera constitutiva o inducible. De todas las
betalactamasas descritas hasta el momento cabe destacar, por su interés e implicaciones
clinicas, las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), betalactamasas tipo AmpC y las

carbapenemasas (Malla , 2014).

Las betalactamasas es una preocupacion a nivel mundial, sobre todo cuando son
producidas por E. coli y Klebsiella pneumoniae, siendo alta la produccion de BLEE en
América Latina, en comparacion con otros paises del mundo; son los principales agentes
etiologicos, a nivel hospitalario. Se asocia a brotes nosocomiales, principalmente en éareas de
cuidados intensivos y quirdrgicas; sin embargo, los ultimos afios se ha aislado las bacterias de
infecciones adquiridas en la comunidad y asilos, asi como en muestras de orina y heces de

portadores sanos (Macero, 2013).

Diferentes estudios epidemioldgicos llevados a cabo en Europa y otras areas geograficas
como México y Colombia revelan un aumento de la prevalencia y la dispersién de las BLEE,
principalmente en E. coli. En Espafia la frecuencia de BLEE se encuentra entre el 5-10%;
mientras que a nivel de Latinoamérica hay estudios que documentan aislamientos de E. coli
productora de BLEE en urocultivos de usuarios ambulatorios, asi en México con una
frecuencia del 15,5% y Colombia con 3,4%, existiendo diferencias entre distintos paises
segun regiones e incluso centros sanitarios de un mismo ambito. En nuestro medio los datos
de E. coli productora de BLEE de pacientes ambulatorios no se le ha dado la debida

importancia por parte del personal de salud, por lo cual esta bacteria sigue propagandose en la



comunidad, creando resistencia y con el pasar de los afios podria llegar a aumentar la
prevalencia en nuestra localidad y ser causante de infeccion de vias urinarias complicadas. El
cultivo es el principal método para demostrar le presencia de cepas E. coli productora de

betalactamasas en muestras de orina (Villavicencio Pacheco, 2015).

La presente investigacion se ejecutd como parte del Macroproyecto titulado:
“Caracterizacion molecular de betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes de
los hospitales Isidro Ayora y SOLCA de Loja”, permitiendo establecer la presencia de E. coli
productora de betalactamasas, identificar los tipos y analizarlos segun edad, sexo y servicio de

procedencia.



4. Revision de literatura

1. Infecciones de Vias Urinarias (IVU)
1.1. Concepto. Es la presencia y multiplicacion de microorganismos con invasion de los
tejidos adyacentes que forman parte del aparato genitourinario, son producidas generalmente

por bacterias y en menor proporcion por hongos y virus (Alvarez, 2007).

Las IVU siguen en frecuencia a las infecciones del aparato respiratorio en todo el mundo,
son mas frecuentes en el sexo femenino: hasta un 50 % de las mujeres puede presentar una
IVU alo largo de su vida, lo que se relaciona con la actividad sexual, los embarazos y la edad.
En el varon las IVU tienen dos picos de incidencia: durante el primer afio de vida y en

mayores de 50 afios, relacionado con una patologia prostatica (Gonzalez Monte , 2012).

La busqueda del microorganismo productor de la infeccion urinaria se debe realizar por un
cultivo de orina (urocultivo) destinado al aislamiento de la bacteria productora de la
infeccion, para ello debe existir una bacteriuria de gérmenes en orina que no procedan de
flora normal de la uretra, periné o genitales externos y mayor a 100.000 UFC/mL, la mayoria
de infecciones del tracto urinario son causadas por la bacteria Escherichia coli (Sanchez
Cruzatty, 2002).

1.2 Etiologia. La etiologia de las infecciones de las vias urinarias se ve modificada por
factores como el tipo epidemioldgico o geografico, la edad, existencia de enfermedades de
base, como diabetes o lesiones de médula espinal, o por maniobras instrumentales, tales como
la cateterizacidn urinaria. La exposicion a antibioticos y el antecedente de hospitalizacion son
dos contextos que condicionan diferencias en el perfil etioldgico, por lo que la eleccion del
tratamiento empirico en estos pacientes sera mas dificultosa (Ochoa, Eiros, Pérez, & Galiana ,

2005).



Las bacterias que generalmente producen VU son Gram negativas de origen intestinal; de
estas, E. coli representa el 75-95%; el resto es causado por Klebsiella sp, Proteus sp y
Enterobacter sp. Entre las bacterias Gram positivas los enterococos, Staphylococcus
saprophyticus y Streptococcus agalactiae son los mas frecuentes. En el grupo neonatal, la
frecuencia de Gram positivos aumenta, aunque predominan los Gram negativos (Calderén,

Casanova , Galindo , Gutiérrez , & Landa , 2013).

2. Escherichia coli

2.1 Concepto. E. coli es un bacilo gram negativo, habitante natural del tubo digestivo y
colon; productor de varias vitaminas importantes para el organismo, como la B y K; es
anaerobio facultativo, es mévil por flagelos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es
capaz de fermentar la glucosa y la lactosa. Coloniza vagina y uretra; desde la uretra asciende

y causa infeccion del tracto urinario (Vignoli, 2008).

Al ser parte de la flora intestinal se puede utilizar como indicador para detectar y medir la
contaminacion fecal en alimentos y agua. Por lo general, son comensales inofensivas, que
constituyen el 1% de la poblacién microbiana del tracto gastrointestinal; pero algunas E. coli
son patégenas y pueden contaminar los alimentos, el agua, medioambiente y vias urinarias

(Franco , Ramirez , & Orozco , 2013).

2.2 Taxonomia.
e Reino: Protista procariota.
e Filo: Proteobacteria
e Clase: Gamma proteobacteria
e Orden: Enterobacteriaceae
e Familia: Enterobacteriaceae
e Género: Escherichia

e Especie: E. coli (Guzman , Alvarado , & Saquipay , 2011).



E. coli es la causa principal de infecciones de vias urinarias (IVU) adquirida comunitaria y
hospitalariamente, de septicemia, meningitis neonatal y gastroenteritis. En la infeccién
urinaria los factores que predisponen en las mujeres son la proximidad del ano a la vagina y
uretra; esto lleva a colonizacion de uretra y vagina por flora fecal. Si se adquiere la bacteria
durante el nacimiento causa meningitis neonatal, y diarrea, esta bacteria es la segunda causa
de meningitis neonatal en el mundo (Torres, 2013).

2.3 Clases de Escherichia coli. Existen diversas clases de E. coli, la enterotoxigénica es
responsable de causar diarrea del viajero, E. coli enteroinvasiva invade las células epiteliales
humanas causando disenteria similar a la causada por Shiguella, E. coli enterohemorragica se
asocia con diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico, E. coli
enteropatogénica causa diarrea infantil particularmente en paises en vias de desarrollo
(Torres, 2013).

2.4 Cultivo y caracteristicas de crecimiento. Crece en los medios de cultivo usual de
laboratorio, simples o adicionados de sangre, en los sélidos las colonias son de crecimiento
rapido, grandes, elevadas, convexas, de bordes regulares blanco-grisaceas, humedas y de
consistencia semejante a la mantequilla. En los medios liquidos su crecimiento se manifiesta
por enturbamiento homogéneo del mismo, en cualquier cultivo que se aisle el colibacilo, se
produce un olor intensamente fecaloide. Crece en aerobiosis y en ocasiones es anaerobio
facultativo, su temperatura de crecimiento va desde 20 a 40°C, con una 6ptima de 37°C, y su

pHesde7.0a7.7 (Guzman et al., 2011).

Agar sangre. Es un medio de cultivo utilizado para el aislamiento de numerosos
microorganismos, al ser suplementado con 5-10 % de sangre ovina, permite el crecimiento de

microorganismos exigentes y la visualizacion de hemdlisis (Britanialab, 2015).

Agar EMB. Agar de Levine con Eosina y Azul de Metileno es un medio de cultivo

indicado para el aislamiento y diferenciacion de bacilos entéricos Gram negativos
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fermentadores y no fermentadores de lactosa. EI Azul de Metileno inhibe bacterias Gram
positivas y junto con la eosina ayudan a diferenciar colonias fermentadoras de lactosa de las

que no la fermentan (Soria, 2009).

Agar MacConkey. Es un medio de diferenciacion selectivo para aislamiento de
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos. La concentracion de sales biliares, inhibe
microorganismos Gram positivos; mientras que las peptonas proporcionan nutrientes a los

microorganismos que se desarrollan en el medio (Britanialab, 2014).

Actualmente no se recomienda la realizacion de urocultivo en mujeres con infeccién de
tracto urinario no complicada. Por el contrario, el espectro etiolégico de las infecciones de
tracto urinario complicadas y las de adquisicién nosocomial es mucho mas amplio, y muchos

de los agentes causales son resistentes a los antibioticos prescritos (Pigrau, 2011).

En las infecciones de vias urinarias existen complicaciones a corto y largo plazo, por lo
que un diagndstico precoz, tratamiento eficaz y un seguimiento clinico debe ser efectivo en la
eliminacién del microorganismo causante de la infeccion, lo que depende de una eleccion
correcta del farmaco, basada en los patrones de aislamiento y sensibilidad antimicrobiana de
los patdgenos implicados mediante la realizacion de estudios clinicos que fomenten el uso

mas racional de antibidticos (Moya , Diaz , & Ibafiez , 2016).

Uno de los estudios clinicos para determinar la sensibilidad antibiética es el método de
difusion con disco (KirbyBauer) que es un método cualitativo muy bien estandarizado que

permite total flexibilidad en la eleccién de los antibiéticos estudiados (Pigrau, 2011).

3. ldentificacion bacteriana mediante equipo automatizado (Vitek)

Fundamento. EI sistema del equipo utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las
que son inoculadas con la suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo

es interpretado de forma automaética. Las tarjetas reactivas tienen 64 pozos que contienen,
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cada uno, un sustrato de prueba individual. Con estos sustratos se miden varias actividades
metabolicas como acidificacion, alcalinizacion, hidrélisis enzimaticas y desarrollo en
presencia de sustancias inhibidoras; las tarjetas estan selladas en ambos lados por una pelicula
clara que evita el contacto entre las diferentes mezclas sustrato-microorganismo y a la vez
permite la transmision del nivel de oxigeno apropiada. Estas tarjetas tienen codigos de barras
que contienen informacion sobre el tipo de producto, nimero de lote, fecha de caducidad y un
identificador unico que puede ser ligado a la muestra ya sea antes o después de cargar la

tarjeta al sistema (UNAM, 2012).

Existen 4 tipos de tarjetas reactivas disponibles para la identificacion de diferentes clases

de organismos:

1. GN — Bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores.

2. GP - Cocos Y bacilos no formadores de esporas Gram positivos

3. YST — Levaduras y organismos levaduriformes

4. BCL — Bacilos formadores de esporas Gram positivos (UNAM, 2012).

Procedimiento. Transferir con asa estéril, a partir de un cultivo puro, una cantidad
suficiente de indculo a un tubo de ensayo que contiene 3 mL de solucion salina estéril, se
ajusta la turbiedad a 0.5 unidades de la escala de McFarland, se coloca el tubo de ensayo que
contiene la suspension bacteriana dentro de la gradilla especial (cassette), y la tarjeta de

identificacion se coloca en la ranura cercana, en el sistema del equipo (UNAM, 2012).

Lectura de reacciones. Cada tarjeta es removida del carrusel cada 15 min, transportada
al sistema Optico de transmitancia el que usa diferentes longitudes de onda del espectro visible
para interpretar las reacciones de turbiedad o el color de los productos metabolicos, y devuelta
a su sitio en el carrusel hasta el siguiente tiempo de lectura; los datos son registrados a

intervalos de 15 min durante el periodo de incubacién total. Los célculos se realizan con los
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datos “crudos” y se comparan en los umbrales para determinar las reacciones para cada
prueba, los resultados aparecen como “+”, “- “, 0 cuando las reacciones son débiles estas se
indican como “?”. Las bases de datos de los productos de identificacion estan construidos con
un gran numero de cepas de microorganismos caracterizados y probados bajo varias

condiciones de cultivo (UNAM, 2012).

4. Resistencia Bacteriana

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de las bacterias para soportar el efecto de los
antibioticos sobre ellas, las bacterias que eran vulnerables al efecto de un antimicrobiano y
que posteriormente no lo son, se consideran bacterias farmacorresistentes. Las bacterias
sensibles a un determinado antibiotico pueden volverse resistentes por una mutacion en sus
genes o por la adquisicidn de genes de resistencia presentes en otro microorganismo, proceso
natural que ha ido sucediendo desde hace mucho tiempo (Instituto Nacional de Salud

Publica, 2017).

4.1 Tipos de resistencia.

4.1.1 Resistencia Intrinseca. Es una propiedad innata que permite a todas las
bacterias de una misma especie sean resistentes por naturaleza a algunas familias de
antibidticos y esto ofrece tener ventajas competitivas con respecto a otras cepas y puedan
sobrevivir en caso que se emplee un antibiotico de esa familia (Torres, 2013).

4.1.2 Resistencia Adquirida. Este tipo de resistencia se da evolutivamente y su
frecuencia depende de la utilizacién de antibidticos, se produce a través de mutaciones y por
la transmision de material genético extra cromosdmico procedente de otras bacterias (Torres,

2013).
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4.2 Mecanismos de resistencia

4.2.1 Barreras de permeabilidad. Las bacterias pueden generar modificaciones que
impidan la llegada del farmaco al punto diana mediante dos formas:

Permeabilidad de membrana externa. Mediante la membrana lipidica externa que es una
barrera intrinseca para la penetracion del antibiético (Torres, 2013).

Permeabilidad de la membrana interna. Mediante la modificacion energética que
compromete el transportador aniénico que lleva el antibidtico hacia el interior de la célula
(Torres, 2013).

4.2.2 Bombas de eflujo.  Son transportadores de membrana involucrados en la
expulsién de sustancias desde el interior de las células hacia el exterior, en bacterias
productoras de betalactamasas, estas bombas les confieren autoinmunidad contra antibidticos
(Marchetti, Errecalde , & Mestorino , 2011).

4.2.3 Alteracion del sitio blanco. Las bacterias pueden modificar el sitio donde el
antibidtico se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de esta. Se produce
mediante cambios estructurales en los sitios de accion de los betalactamicos (Tafur, Torres, &
Villegas, 2008).

4.2.4 Inactivacion del antibi6tico. Se da mediante la produccién de enzimas que
causan la destruccion o modificacion de la estructura quimica del farmaco. Las enzimas que
causan la destruccion del farmaco y son utilizadas por gérmenes gram negativos, como las
betalactamasas que hidrolizan el nicleo betalactdamico rompiendo el enlace amida de

antibidticos betalactdmicos y carbapenémicos (Torres, 2013).

5. Betalactamasas
En la actualidad la resistencia bacteriana estad en aumento, existen diversos mecanismos
por los cuales las bacterias crean resistencia a antibioticos; unos de los principales

mecanismos es la produccidn de betalactamasas (Bueno, 2009).
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Las betalactamasas son enzimas producidas por algunas bacterias y es responsable de la
resistencia que éstas exhiben ante la accion de antibioticos betalactdmicos como las
penicilinas, las cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (carbapenemasas), se
clasifican en cuatro clases: A, B, Cy D (Solorzano, 2004).

5.1 Betalactamasas de clase A. Son las betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
que tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia o sensibilidad disminuida a penicilinas,
oximino-cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactamicos
(aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos (imipenem, meropenem y
ertapenem), siendo inhibidas por el acido clavulanico. Entre ellas se encuentran las de tipo
TEM, SHV,CTX-M, PER, entre otras (Navarro, Calvo, Cantén, & Fernandez , 2011).

5.2 Betalactamasas de clase B. Requieren zinc para su actividad y son consideradas por
ello  metalobetalactamasas. En  general son  plasmidicas, inhibibles  por
Acidoetilendiaminotetraacético (EDTA), incluyendo las enzimas que confieren resistencia a
los carbapenemes (Solorzano, 2004).

5.3 Betalactamasas de clase C. Son enzimas cromosomicas de expresion inducible, con
actividad contra penicilinas, pero tienen mayor actividad frente a cefalosporinas,
monobactamicos y aminopenicilinas combinadas con inhibidores de betalactamasas (Ldpez,
Torres, & Prada , 2015).

5.4 Betalactamasas de clase D. También llamadas "oxacilinasas" por su capacidad de
hidrolizar oxacilinas y benzilpenicilinas, involucran a las OXA tipo BLEE responsables de
generar resistencia a penicilinas y cefalosporinas de espectro extendido (OXA-11, OXA-16,
OXA-17) y las OXA tipo carbapenemasas que confieren resistencia a carbapenems (OXA-
48). Los genes de la enzima son de origen cromosémico como en Acinetobacter baumannii o
de origen plasmidico como ocurre en algunas enterobacterias (Garcia , Astocondor, & Banda ,

2012).
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En 1995 Bush, Jacob y Medeiros proponen una clasificacion funcional para las
betalactamasas, esta se basa en el peso molecular de la enzima, su punto isoeléctrico, el perfil
de sustrato y la propiedad de ser inhibidas por la presencia de acido clavulanico o EDTA
(Vignoli, 2008).

En base a este esquema surgen cuatro grupos funcionales que se correlacionan bien con la
clasificacion de AMBLER (Distingue cuatro grupos de betalactamasas en funcion de sus
secuencias aminoacidicas) denominandose: 1, 2, 3 'y 4 (Solorzano, 2004).

Grupo 1: Cefalosporinasas que no son adecuadamente inhibidas por el &cido clavulanico.
Grupo 2: Penicilinasas, cefalosporinasas y carbapenemasas que generalmente son inhibidas
por inhibidores de betalactamasas como el &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam.

Grupo 3: Metalobetalactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, y carbapenemes
que son inhibidas por EDTA y no por &cido clavulanico.

Grupo 4: Penicilinasas que no son inhibidas adecuadamente por el &cido clavulanico
(Marroquin, 2008).

La intima proximidad que se genera entre el grupo hidroxilo de la serina 70 y el grupo
amida del anillo culmina con la hidrdlisis del betalactamico. La presencia de una molécula de
agua en el sitio activo de estas enzimas produce la liberaciéon del antibidtico (deacilacion),
devolviendo la actividad enzimatica (Vignoli, 2008).

Las opciones terapéuticas para las infecciones causadas por bacterias productoras de
betalactamasas son muy limitadas. A la elevada resistencia intrinseca a betalactdmicos se une
la resistencia cruzada a otros antibiéticos no betalactamicos, el efecto indculo (aumento de la
CMI debido a una sobrecarga bacteriana), la pérdida de porinas y la sobreproduccion de

betalactamasas resistentes a inhibidores, limitando asi el uso de antibidticos (Garcia, 2013).



16

6. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Son enzimas producidas por los bacilos Gram negativos, fundamentalmente enterobacteria,
frecuentes  en Klebsiella  pneumoniae y Escherichia  coli, aunque también por
microorganismos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y otros. Son capaces de
inactivar, ademas de las penicilinas y las cefalosporinas de primera y segunda generacion, a
las oximino-cefalosporinas y al aztreonam (Alvarez Almanza, 2010).

La mayoria de las BLEE son derivadas de TEM-1, TEM-2 y SHV-1, se diferencian entre si
de sus precursoras por algunos aminoacidos. Son comunmente encontradas en E. coli,
Klebsiella sp, y Proteus mirabilis, aunque, existen otras BLEE que difieren filogenéticamente
de TEM y SHV, como las CTX-M, las carbapenemasas tipo OXA comun en Acinetobacter y
las metalobetalactamasas VIM e IMP, encontradas en especies de Pseudomona aeruginosa,
Serratia sp y Enterobacter sp (Carrillo, 2014).

Las mutaciones en el centro activo de estas enzimas 2b, han determinado la aparicion de
las BLEE, capaces de hidrolizar también a las cefalosporinas de tercera generacion y los
monobactamicos. Las BLEE, por tanto, se clasifican dentro de ese gran grupo 2b,
constituyendo el subgrupo 2be (clase molecular A). Hasta la fecha se han descrito méas de cien
variantes distintas de BLEE, derivadas de las betalactamasas TEM-1 o TEM-2 y més de

cincuenta de las derivadas de SHV (Alvarez Almanza, 2010).

6.1 Identificacién en el laboratorio.

6.1.1 Método de difusion. En este procedimiento inicialmente se utiliza Agar
Mueller Hinton, el in6culo a emplearse se obtiene de la suspension bacteriana, equivalente al
estdndar 0,5 McFarland, este inoculo es extendido en toda la placa de agar. Los discos
antimicrobianos usados en este método de tamizaje para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella

oxytoca y Escherichia coli son cefpodoxima (10 ug), ceftazidima (30 ug), aztreonam (30 ug),
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cefotaxima (30 ug), ceftriaxona (30 ug). Una vez colocados los discos en la placa de agar, esta

se incuba a 35 +2°C, durante 16 a 20 horas (Villavicencio Pacheco, 2015).

El uso de més de un disco aumenta la probabilidad de deteccién de cepas BLEE. El
resultado se interpreta como cepa sospechosa de BLEE, si al menos uno de los siguientes
diametros del halo de inhibicion estan presentes en los siguientes valores: cefpodoxime <
17mm, ceftazidima < 22mm, aztreonam < 27 mm, cefotaxima < 27 mm, ceftriaxona < 25
mm. La cepa sospechosa debera ser sometida a una nueva prueba para determinar la
confirmacion del fenotipo productor de BLEE segun lo establecido en el manual del Instituto

de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI) (Villavicencio Pacheco, 2015).

6.1.2 Prueba confirmatoria de BLEE. Las potenciales productoras de BLEE son
analizadas tanto con cefotaxima y ceftazidima solas y en combinacion cefalosporina/acido
clavulanico. Si el aislamiento produce una BLEE, el acido clavulanico inhibira la actividad de
la enzima y restaurard la actividad de la cefotaxima o la ceftazidima. Se puede usar un metodo
de difusion por disco o de CIM (Martinez, 2009).

Interpretacion: Un incremento >5 mm en el diametro del halo para cefotaxima o
ceftazidima cuando se prueban en combinacién con &cido clavulénico, comparado con el
didmetro del halo de la cefalosporina sin &cido clavulanico, confirma la produccién de BLEE

(Martinez, 2009).

7. Betalactamasas de tipo AmpC

Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes al grupo 1 segun la clasificacion de
Bush-Jacoby-Medeiros. Ciertas enterobacterias poseen de manera natural betalactamas de tipo
AmpC como el Enterobacter spp, Providencia spp, Serratia marcescens, Citrobacter
freundii y Hafnia alvei, Morganella organii, Pseudomonas aeruginosa. Las AmpC

producidas son de naturaleza cromosOmica inducible con resistencia natural a las
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aminopenicilinas, cefalosporinas de primera generacion, cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) y
aminopenicilinas combinadas con inhibidores de betalactamasas (amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina-sulbactam), no tienen efecto sobre cefalosporinas de cuarta
generacion, ni sobre carbapenémicos, siendo estos ultimos los betalactamicos de eleccion en
cepas productoras de AmpC, ademas de no ser inhibidas por los inhibidores de
betalactamasas (acido clavulanico, sulbactam, tazobactam), aunque algunas pueden ser

inhibidas por sulbactam o tazobactam (Martinez, 2009).

Las AmpC se codifican de manera intrinseca en el cromosoma bacteriano de algunas
especies de enterobacterias, en algunas circunstancias se puede hiperproducir o
hiperexpresarse. En E. coli, Shigella spp son intrinsecamente constitutivas y se expresan en
bajo nivel de manera continua; algunas variables cromosdmicas “saltaron” a plasmidos por lo

que su localizacién también puede ser plasmidica (Porres, 2015).

AmpC cromosémicas inducibles: Se producen a bajos niveles de manera natural y
aumentan su sintesis en presencia de inductores (betalactamicos); pueden reprimirse,
perdiendo asi la caracteristica de induccion. Por ejemplo: Enterobacter spp, M.

morganii, Providencia spp, P. aeruginosa, entre otras (Martinez , 2009).

AmpC cromosomicas no inducibles (constitutivas): Su expresion es a niveles muy bajos
sin mostrar resistencia. Cuando se encuentran hiperproducidas pueden conferir resistencia a
todos los betalactimicos a excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion y

carbapenémicos, la principal bacteria es E. coli (Martinez , 2009).

7.1 ldentificacion en el laboratorio.
7.1.1 Método de difusion. Son el método de sinergia de doble disco (usando discos
de cloxacilina o &acido fenil-borénico y discos de cefotaxima y ceftazidima) y el método de

discos combinados con inhibidores. En el caso concreto de E. coli, la utilizacién del método
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de induccion de AmpC puede resultar Gtil en la deteccion de AmpC plasmidica puesto que un
resultado positivo solo es posible si media la adquisicion de una AmpC plasmidica inducible
y descarta sin lugar a dudas la hiperproduccién de la AmpC cromosomica, dado que ésta no
es inducible (Paredes, 2013).

Interpretacion: Un aumento del halo de inhibicion (sinergia) de las cefalosporinas hacia la
zona adyacente a la cloxacilina, se interpreta como prueba positiva para la produccion de
AmpC (Martinez, 2009).

7.12 Método de difusion con inhibidores. Se utiliza discos de cefotetan (30 ug)
solos y suplementados con 20 pl de una solucion de Acido fenil borénico (AFB 400 pg). Tras
la realizacion de un antibiograma convencional, con los dos discos.

Interpretacion: Se considera que existe una betalactamasa de tipo AmpC, si el halo de
inhibicién del disco con presencia de AFB es mayor o igual a 5 mm, en comparacion con el

halo del disco que no contiene este inhibidor (Martinez , 2009).
8. Betalactamasas tipo Carbapenemasas

Son enzimas producidas por bacterias gram negativas que contienen un anillo
betalactdamico unido a un anillo insaturado de cinco miembros, los representantes mas
utilizados son imipenem y meropenem a los que se les afiadié el ertapenem. Presentan un
amplio espectro de actividad y una gran resistencia a todas las betalactamasas, tanto
cromosOmicas como plasmidicas, pero se inactivan por las denominadas carbapenemasas, en
general no deben utilizarse como tratamiento de primera linea, excepto para tratar infecciones

por bacterias multirresistentes (Paredes, 2013).

Las carbapenemasas se clasifican en dos grupos; serinobetalactamas y metalobetalactamas:

Serinobetalactamasas: Son enzimas de la clase A o D de Ambler y tienen menor actividad

hidrolitica que las metaloenzimas, no hidrolizan aztreonam, pueden ser inhibidas por
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inhibidores de betalactamasas. Se incluyen: .KpC, OXA, NMC, IMI, GES, SME (Morejon,
2012).

Metalobetalatamasas: Pertenecen a la clase B de Ambler, y al grupo 3 de la clasificacion
de Bush, constituyen las carbapenemasas adquiridas de mayor relevancia clinica ya que tienen
capacidad de hidrolizar a todos los antibidticos betalactamicos, excepto el aztreonam y no ser
inhibidas por los inhibidores de betalactamasas, entre ellas estan: IMP, VIM, SPM, SPM,

GIM, AIM, DIM, NDM-1 (Morejon, 2012).

8.1 ldentificacion en el laboratorio.

8.1.1 Método de difusion. Se debe inocular una placa de agar Mueller-Hinton a
partir de una suspension de la cepa problema en solucion salina ajustado a la escala de
McFarland, se colocan discos con carbapenémicos (imipenem, meropenem) y un disco con
inhibidor (acido boronico) para descartar carbapenemasas de clase A y (&cido dipicolinico o
EDTA) para carbapenemasas de clase B a 20-25 mm y a continuacién se incuba a 35+2°C
durante 16-20 horas (Navarro et al., 2011).

Interpretacion: Se considera positivo si existe ampliacion 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. Y negativo si no existe ampliacién de los
halos de inhibicion del carbapenémico ni presencia de “zona fantasma” (Navarro et al., 2011).

8.1.2 Método de discos combinados con inhibidor. Se inocula una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa problema en solucién salina ajustado a
la turbidez de la escala de McFarland, se coloca un disco con meropenem,
meropenem+cloxacilina, meropenem+acido borénico y meropenem+ &cido dipicolinico o

meropenem+EDTA y se incuba a 35+2°C durante 16-20 horas (Navarro et al., 2011).
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Interpretacion: Se considera positivo si existe incremento mayor a 5 mm de diametro de
inhibicidn del carbapenémico con inhibidor respecto al del carbapenémico solo; y negativo si
no existe incremento del diametro del halo (Martinez , 2009).

8.1.3 Inactivacion de carbapenemasas. Se utiliza Caldo de triptacasa de soya (TBS),
en un tubo con 2 ml de TBS se disuelve 1 pl del aislamiento que se desea confirmar la
produccion de carbapenemasa y se le agrega un disco de meropenem (10 pg). Se mezcla e
incuba por 4 horas a 37°C, se inocula en una placa con agar Mueller Hinton la suspension de
E. coli ATCC 25922 (sensible a meropenem) y se deja secar de 3-5 minutos para luego
agregar el disco de Meropenem en la placa de Mueller Hinton y se incuba a 37 °C de 18- 24
horas (Navarro et al., 2011).

Interpretacion: Se considera positivo si la zona de inhibicion esta entre 6- 15mm o hay la
presencia de colonias dentro del halo de inhibicion, se considera negativo si el halo de

inhibicion es superior a 19 mm (Martinez , 2009).

9. Diagnostico

9.1 Emo. El examen elemental y microscopico de orina (EMO) es la evaluacion fisica,
quimica y microscopica de la orina. Este analisis consta de muchos parametros para detectar y
medir diversos compuestos que salen a través de la orina, entre 1os procesos para un examen

de orina tenemos:

o Analisis fisico: Se observa a simple vista el color, aspecto, olor y volumen de la orina.

e Analisis quimico: Con una tira especial (tira reactiva) en orina se analizan parametros
como: densidad, pH, leucocitos, nitritos, sangre, urobilinégeno, cuerpos cetonicos,

hemoglobina, glucosa, bilirrubinas y proteinas (Villavicencio Pacheco, 2015).
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o Analisis microscopico: Se analiza el sedimento de la muestra de orina en un microscopio,
esto se hace para observar hematies, leucocitos, células, cristales urinarios, moco, bacterias,

etc (Villavicencio Pacheco, 2015).

Nitritos en orina es un indicador de IVU, la enzima reductasa bacteriana metaboliza los
nitratos urinarios en nitritos. Si la orina contiene bacterias, por este método se podra detectar

bacteriuria con una sensibilidad del 50 % (Laso , 2002).

La leucocituria o piuria, es la presencia de méas de 5 leucocitos por campo (40x) en orina
centrifugada, que aportan gran informacion sobre si el paciente sufre de IVU, la ausencia de
piuria hace poco probable su diagndstico. Los falsos negativos suelen deberse al inicio de un
tratamiento antibidtico, orinas poco concentradas o alcalinas, o infeccidén en su fase inicial

(Gonzalez Monte , 2012).

La llamada piuria estéril, o piuria con urocultivo negativo, puede deberse a inflamacién no
infecciosa (nefritis intersticial aguda), a uretritis aguda por enfermedades de transmision

sexual, o a tuberculosis del sistema urinario (Wurgaft, 2010).

Ademas del EMO, la coloracion de Gram es una prueba que permite una orientacién
adicional sobre el tipo de microorganismo causante de la IVU. La presencia de un
microorganismo por campo de 100x en la coloracién de Gram de una gota de orina se
correlaciona con un cultivo de 100.000 UFC/mlI; es una prueba que aumenta la sensibilidad y

especificidad del sedimento si se los evalta en conjunto (Lopardo, 2007).

9.2 Cultivo. El cultivo de orina se realiza para cuantificar el nGmero de bacterias por
mililitros y se expresa como unidades formadoras de colonias/ml (UFC/ml). Teoricamente,
cada UFC en el cultivo representa una bacteria viable en la muestra; sin embargo, cuando las
bacterias en orina existen como agregados (estafilococos) o como cadenas (estreptococos) el

namero de UFC es inferior al nimero real de bacterias en la muestra. La técnica de cultivo
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cuantitativo mas utilizada es la siembra con asa calibrada, que permite depositar sobre la

superficie del medio de cultivo un volumen determinado de orina (Pigrau, 2011).

Reporte de Urocultivo:

Segun (Villavicencio Pacheco, 2015) el reporte de un urocultivo debe ser:

Menos de 1.000 o 10.000 UFC/ml, se informara: “Menos de 1.000 0 10.000 UFC/ml”.

De 10.000 a 100.000 UFC/ml.
e Un patogeno sin células epiteliales: informar microorganismo, numero de colonias,
antibiograma y valorar clinicamente.
¢ Dos patégenos: informar microorganismos, nimero de colonias y solicitar nueva muestra.

e Mas de dos patdgenos: informar “Cultivo mixto, probable contaminacion”.

Mayor a 100.000 o0 mas UFC/ml

e Uno o dos patdgenos: informar identificacion mas antibiograma.

e Mas de dos especies: informar “cultivo mixto, probable contaminacion”.

10. Antibiéticos

10.1 Concepto. Son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas. La resistencia a los antibidticos se produce cuando las bacterias mutan en
respuesta al uso de estos farmacos (OMS, 2018).

10.2. Clasificacion.

Segun su efecto.

Efecto bactericida de los antibidticos. El efecto bactericida consiste en producir la muerte
del microorganismo sensible. Se deben administrarse siempre en infecciones graves, cuando

se necesita la muerte rapida de los microorganismos para controlar la infeccién, y cuando no
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se cuenta con un sistema inmune adecuado para detener el proceso infeccioso (Agrovet,

2007).

Efecto bacteriostatico de los antibioticos. El efecto bacteriostatico consiste en producir la
inhibicidn del crecimiento bacteriano; mientras tanto, se espera que la inmunogénesis aporte

los elementos defensivos necesarios para el control de la enfermedad (Agrovet, 2007).

Segun su mecanismo de accion
En dependencia de la via que utilizan para actuar sobre los microorganismos, los

antibioticos se clasifican en:

Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana. Y afectan la formacion del
polimero peptidoglicano que conforma la estructura de la pared bacteriana (penicilinas,
cefalosporinas y otros antibidticos betalactdmicos, y agentes disimiles, como vancomicina,
bacitracina, cicloserina, inhibidores de betalactamasa y los antimicoticos (imidazolicos,

miconazol, ketoconazol y clotrimazol) (Cué Brugueras & Morejon.).

Agentes que afectan la sintesis de proteinas. A nivel ribosomal entre los cuales se
encuentran los que actlan sobre la subunidad 30s (aminoglucésidos, aminociclitoles y
tetraciclinas) y los que actian sobre la subunidad 50s (macrélidos, lincosamidas vy

amfenicoles) (Cué Brugueras, et al.,).

Agentes que afectan el metabolismo de los acidos nucleicos. Como antibidticos

(quinolonas, rifamicinas y antivirales) (Cué Brugueras, et al.,).

Agentes antimetabolitos. Que antagonizan los pasos metabdlicos en la sintesis de acido

folico (sulfonamidas y trimetoprima) (Cué Brugueras, et al.,).
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Agentes que acttan sobre la membrana celular. Del microorganismo como (polimixina B,
colistina, colistimetato, detergentes y antimicoticos poliénicos, como nistatina y anfotericina

B, que se unen a los esteroles de la pared celular) (Cué Brugueras, et al.,).

Segun su espectro bacteriano
De acuerdo a la variedad de especies sobre las cuales ejercen su accion, los antibacterianos

pueden dividirse en tres grupos:

De espectro reducido. Agentes que actdan sélo contra un escaso grupo de gérmenes.
Ejemplo Penicilina G, que actda basicamente contra cocos Gram positivos (Azuero & Carrion

Davila, 2013).

De espectro amplio. Agentes que son eficaces contra Gram positivos y, ademas contra un
gran numero de gramnegativos. Ejemplo la Ampicilina que es activa contra los mismos
gérmenes que la penicilina G y que, ademas, es activa contra algunos gramnegativos (Azuero

etal., 2013).

De amplio espectro. Actlan frente a multiples grupos de gérmenes (Gram positivos, gram
negativos, Rickettsias, espiroquetas), conteniendo un gran nimero de especies de los mismos.

Por ejemplo, las tetraciclinas, cloranfenicol, macrolidos, etc (Azuero et al., 2013).

10.3 Antibidticos para Enterobacterias.

Cefalosporinas. Son los agentes antimicrobianos mas recomendados para la
susceptibilidad bacteriana, debido a su amplio espectro, probada eficacia y alto perfil de
seguridad. Sobre la base de su espectro de actividad frente a gérmenes se clasifican en cuatro

grupos o generaciones:
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Las cefalosporinas de primera generacion o de espectro reducido son activas frente a la
mayoria de los cocos gram Positivos aerobios (Staphylococcus spp. sensibles y resistentes a
penicilina) y Staphylococcus aureus sensible a meticilina, pero no son activas contra las cepas
resistentes a esta Ultima. Las cefalosporinas de segunda generacion, tienen menor actividad
frente a Staphylococcus spp. sensible a meticilina, pero son mas efectivas frente a algunos
gérmenes Gram negativos, en particular contra Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrea

(Rodriguez, Tolon , & Lopez, 2013).

Las cefalosporinas de tercera generacion o de amplio espectro son muy activas contra
gérmenes Gram negativos. La ceftizoxima, cefotaxima, ceftriaxona y cefoperazona son las
gue exhiben una mayor efectividad frente a Staphylococcus aureus sensible a meticilina. Solo
la cefoperazona y la ceftazidima son activas frente a Pseudomonas aeruginosa. Las
cefalosporinas de cuarta generacion tienen mayor espectro frente a gérmenes gram negativos
y positivos. En comparacion con las de tercera generacién tienen una actividad mayor frente a
gérmenes gram positivos, similar contra gram negativos productores de betalactamasas

plasmidicas (Rodriguez et al., 2013).

Penicilinas. Compuestas por un anillo betalactamico unido a un anillo de tiazolidina con
una cadena lateral que les confiere diferentes caracteristicas. Al manipular la cadena, se logra
modificar a los compuestos y obtener diferentes clases penicilinas. Algunas bacterias poseen
enzimas llamadas betalactamasas, que alteran el anillo betalactdmico y logran inactivar el
medicamento. Estos farmacos actlan alterando la sintesis de pared bacteriana, inhibiendo
enzimas que crean uniones peptidicas como: transpeptidasa, carboxipeptidasa, endopeptidasa;
conocidas como proteinas unidoras de penicilinas (PBP) y activando el sistema autolitico; las
carboxipenicilinas y ureido penicilinas tienen incremento de actividad contra bacterias gram

negativas (Villavicencio Pacheco, 2015).
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Aminoglucoésidos. Son una familia de antimicrobianos, conformada por sustancias
béasicas, cuya accion se inhibe en medios acidos o abundantes en cationes bivalentes (Alifio ,

Lopez, Navarro , & Duperval, 2007).

Los aminoglucoésidos como son amikacina, gentamicina, tobramicina son activos contra
Enterobacteriaceae, y en combinacion sinérgica con agentes antimicrobianos activos que
actuan sobre la pared celular (por ejemplo, penicilina, ampicilina, vancomicina) ejercen su

actividad contra algunas bacterias grampositivas, como los enterococos (CLSI, 2010).

Monobactamicos. El espectro del antibiético monobactdmico aztreonam se reduce a
microorganismos gramnegativos aerobios, de forma similar a los aminoglucésidos (Rodrigo,

2010).

Inhibidores de betalactamasas. Estos agentes antimicrobianos son combinaciones que
incluyen un antibidtico de la clase de las penicilinas y un segundo agente con actividad
antibacteriana minima, pero que funciona como inhibidor de algunas betalactamasas.
Actualmente se usan tres son inhibidores de betalactamasas: acido clavulanico, sulbactam y

tazobactam (Villavicencio Pacheco, 2015).

10.4 Antibiograma.

Tiene como objetivo evaluar en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o
a varios antimicrobianos y traducir en una primera aproximacion, su resultado como factor
predictivo de la eficacia clinica. EI comité internacional de estandarizacion redefinid tres

categorias de interpretacion de un antibiograma con el fin de evitar confusion:

Sensible: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentracion de un

antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el éxito terapéutico (Cantén, 2011).
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Intermedio: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentracion de un

antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico incierto (Canton, 2011).

Resistente: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentracion de un
antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el fracaso terapéutico (Canton,

2011).

11. Control de calidad en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El control de calidad es el conjunto de acciones que se aplican en el laboratorio durante la
ejecucion de cada prueba para asegurar que las mismas estan llevandose a cabo de la manera
correcta. Para el control de calidad en las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se debe
tener en cuenta: Control de calidad del medio, ph, in6culo, incubacion, sensidiscos, cepas

ATCC (CLSI, 2010).
11.1 Cepas de referencia ATCC

Estas cepas han sido seleccionadas con base en su susceptibilidad o resistencia a los
diferentes agentes antimicrobianos y a su confiabilidad en los métodos de referencia. De
acuerdo a la prueba de susceptibilidad (método de difusion en disco, dilucion en agar y

microdilucion) y al agente antimicrobiano se selecciona la cepa ATCC (CLSI, 2010).
11.2 Escherichia coli ATCC 25922

» Betalactamasa negativa
» Indicado para control de calidad interno
» Control negativo de test de screening y confirmatorio de BLEE (Araya & Prat, 2015,

pags. 5-8).
11.3 Klepsiella pneumoniae ATCC 700603

» Productora de betalactamasa de espectro expendido tipo SHV- 18
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» Control positivo de test de screening y confirmatorio de BLEE (Araya et al., 2015,

pags. 5-8).

11.4 Klepsiella pneumoniae ATCC BAA-1705

» Productora de carbapenemasa tipo KPC
» Control positivo de test de screening y confirmatorio de Carbapenemasas (Araya et al.,

2015, pags. 5-8).

11.5 Klepsiella pneumoniae ATCC BAA-1706

» Productora resistente a carbapenémicos por un mecanismo diferente a la produccion
de carbapenemasa
» Control negativo de test de screening y confirmatorio de Carbapenemasas (Araya et

al., 2015, pags. 5-8).
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5. Materiales y métodos
Tipo de estudio

El estudio es de tipo descriptivo y corte transversal.

Area de estudio
El estudio se realizé en el Hospital Isidro Ayora de la ciudad de Loja, ubicado en las calles
Manuel Montero y Av. Iberoamericana perteneciente al barrio El Pedestal, parroquia Sucre de

la ciudad de Loja, provincia Loja de la Republica del Ecuador.

Universo
El universo estuvo constituido por 591 usuarios que acudieron al laboratorio del Hospital
Isidro Ayora de la ciudad de Loja con pedido de urocultivo durante el periodo diciembre

2017- abril 2018.

Muestra
Para el presente estudio se tomaron todas las muestras de urocultivo positivas durante el
periodo diciembre 2017- abril 2018, las mismas que fueron de 225 muestras que cumplieron

con criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de Inclusion

e Pacientes con pedido de urocultivo.

e Cultivos primarios con crecimiento > 100.000 UFC/ml (pacientes
inmunocompetentes)

e Cultivos con crecimiento > 1.000 UFC/ml (pacientes inmunodeprimidos, sindrome

uretral femenino, puncidn suprapubica o renal percutanea).

Criterios de Exclusion

e Muestras que no vengan en hielo.
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e Pacientes que hayan recibido terapia antibiética por lo menos 7 dias antes del examen.
e Pacientes que ya hayan sido muestreados durante este estudio.
e Muestras contaminadas con espermatozoides, sangre o secrecion vaginal.

e Mas de dos patdgenos aislados.

Métodos, Técnicas y Procedimientos
Fase Pre analitica.
Oficio.  Se aprobo la ejecucion del Macroproyecto por parte del Subdirector de docencia

e investigacion del Hospital Isidro Ayora (Ver anexo 1).

Consentimiento Informado.  Se les informo a los pacientes que participaron del estudio,
el procedimiento que se iba a realizar, se respondio algunas inquietudes que tenian, para luego

proceder a firmar un consentimiento informado (Ver anexo 2).

Registro de pacientes. En el formulario se recolectd datos del paciente concernientes
a su edad, profesion, consumo de antibidticos, infeccion de vias urinarias recurrentes o
primera vez, hora de toma de muestra, servicio de procedencia, entre otros, asegurando la

confidencialidad de sus datos (Ver anexo 3).

Triptico. Se realizd la socializacién de Macroproyecto, entrega de tripticos a médicos y
personal de salud de las areas del Hospital Isidro Ayora de como informar a sus pacientes la
toma y transporte de la muestra de orina (paciente ambulatorio) Ver anexo 4, o la forma en
que los responsables deben hacer el transporte en caso de ser un paciente hospitalizado (Ver

anexo 5).

Protocolo de transporte de muestras.  Se elabord un protocolo para el correcto traslado
de muestras desde el Hospital Isidro Ayora hasta el Centro de Diagnoéstico Médico (CDM) de

la Facultad de la Salud Humana UNL (Ver anexo 6).
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Control de calidad.

Para el control de calidad de los discos de antibidticos tanto para el método de sinergia de
discos como de discos combinados se ensay0 la cepa control E. coli ATCC 25922 BLEE
negativa (Ver anexo 7) , mientras que como control positivo para BLEE se probo la cepa K.
pneumoniae ATCC 700603 (Ver anexo 8); para el método de inactivacion de carbapenemasas
se utilizo la cepa K. pneumoniae ATCC BAA 1705 (Ver anexo 9) como control positivo,
mientras que como control negativo se utilizo la cepa K. pneumoniae ATCC BAA 1706 (Ver

anexo 10); cumpliendo criterios del CLSI.

Mientras que los medios de Mueller Hinton y agar sangre que fueron utilizados en la
realizacion de pruebas fenotipicas y resiembra bacteriana, fueron adquiridos a una casa
comercial. Los mismos que cumplen con las caracteristicas del documento del CLSI M100

por lo que son medios con un control de calidad confiable.

Fase Analitica
Protocolo de siembra de muestras.  Se elabor6 un protocolo para la siembra de muestras
recolectadas, en los medios de crecimiento adecuados para el desarrollo de bacterias

provenientes del tracto urinario mediante la técnica de estria (Ver anexo 11).

Identificacion y susceptibilidad antimicrobiana.  Para la identificacidn de las bacterias
presentes en las muestras de estudio se utilizd un equipo automatizado VITEK Systems,
basado en métodos bioquimicos establecidos (d-GLU, GGT, Manitol, Manosa, entre otros)
mediante el uso de tarjetas (GN, AST-GN) que miden la utilizacion de la fuente de carbono,

actividades enzimaticas y antibiograma (Ver anexo 12).

Registro de muestras. Donde se hizo constar la fecha, el codigo de la muestra, la
procedencia del paciente, el sexo, la bacteria aislada y el perfil de susceptibilidad

antimicrobiana (Ver anexo 13).
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Protocolo de Betalactamasas. Identificacion fenotipica de betalactamasas en bacterias
gram negativas de tipo BLEE (CIM de > 16 ug/ml a ceftazidime, aztreonam, y > 4 ug/ml a
ceftriaxone), AmpC (CIM > 4 ug/ml a cefotaxime, resistencia a cefoxitin e inhibidores de
betalactamasas), Carbapenemasas (CIM > 1 ug/ml a meropenem o CIM > 2 ug/ml a

imipenem) (Ver anexo 14,15,16 respectivamente).

Fase Post analitica

Registro de datos. Se fue documentando la sinergia de discos, discos combinados,
aproximacion de discos, inactivacion de carbapenémicos en la muestra aislada en el caso de
BLEE, AmpC y Carbapenemasas, permitiéndonos asi interpretar el resultado (Ver anexo

17,18, 19 respectivamente).

A medida que se documentaba los resultados en los registros fisicos, se almacenaba los
datos en la base virtual del computador en el Centro de Diagnostico Médico, del cual me

permitid tabular los datos para realizar el informe final de tesis.

Ademas, se envio al INSPI (Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica) todas las
cepas que requerian confirmacion molecular, se llen6 un formulario en el cual contenia la
informacién del paciente, mecanismo de resistencia inferido, codigo de la muestra, y

antibiograma que presentaba.

Una vez terminado el analisis, identificacion y confirmacién fenotipica de las muestras; se
procedio a eliminar los desechos de acuerdo a protocolos ya establecidos. Finalmente, todo el
material de vidrio, hisopos, gasas fue lavado y esterilizado en autoclave para asegurar la

confiabilidad de los procesos realizados y evitar la contaminacion por agentes externos.
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Plan de tabulacién y analisis de datos

Para la presentacion de resultados de la presente investigacion se utilizo técnicas de
estadistica, utilizando el programa de Microsoft Excel; presentando los resultados mediante

tablas, calculando frecuencias y porcentajes.
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6. Resultados

Tabla 1

Frecuencia de Escherichia coli aislada en urocultivos de usuarios del Hospital “Isidro

Ayora”- Loja, diciembre 2017- abril 2018.

) . Porcentaje de
Bacterias Frecuencia J

bacterias
Escherichia coli 173 76.89 %
K. pneumoniae 20 8.89 %
K. oxytoca 2 0.89 %
Proteus mirabilis 10 4.44 %
Otros Generos 20 8.89 %
TOTAL 225 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

Del total de muestras de orina que tuvieron crecimiento, se encontr6 que Escherichia coli con
un 76.89 % es la Enterobacteria causal de la mayoria de las IVU, seguido de Klebsiella
pneumoniae con un 8.89 %, ademas de encontrarse el desarrollo de otros géneros bacterianos
que representan el 14.22 %, lo que se deberia a que la mayoria de infecciones de vias urinarias

estan producidas por bacterias gram negativas.
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Produccion de betalactamasas por Escherichia coli aislada de urocultivos de usuarios del

Hospital “Isidro Ayora”- Loja, diciembre 2017- abril 2018.

Porcentaje de

Indicador Frecuencia :
bacterias

Escherichia coli productora de 31 17.9 %

betalactamasas

Escherichia coli no productora 142 82.1 %

de betalactamasas

TOTAL 173 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

La mayor parte de cepas de Escherichia coli no fueron productoras de betalactamasas esto

representa el 82.1 %; mientras que en menor proporcion, mediante pruebas fenotipicas se

confirmd que el 17.9 % de las cepas bacterianas son productoras de betalactamasas que

podrian ser cromosOmicas 0 extra cromosomicas confiriéndoles

resistencia a

los

betalactamicos; la produccion de estas enzimas se puede deber a fracasos terapéuticos en el

tratamiento con antibidticos betalactamicos, segun Alvarez (2007).
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Tabla 3

Tipos de betalactamasas producidas por Escherichia coli aislada de urocultivos de usuarios

del Hospital “Isidro Ayora”- Loja, diciembre 2017- abril 2018.

Porcentaje de

Indicador Frecuencia :
bacterias
AmpC 1 3.2%
Blee 30 96.8 %
Carbapenemasas 0 0%
TOTAL 31 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

La confirmacion fenotipica de las muestras analizadas, teniéndose en cuenta criterios del
manual del CLSI M100- S27, que indica puntos de corte para betalactamasas. En primer
lugar, se ubica la produccidn de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) con un 96.8 %,
seguida de la produccién de AmpC con un 3.2 %, mientras que en tercer lugar se ubica la
ausencia de produccion de carbapenemasas. Como se puede apreciar las betalactamasas de
espectro extendido tienen una mayor relevancia que las betalactamasas de tipo AmpC en

nuestro medio.
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Tabla 4

Distribucién de betalactamasas producidas por Escherichia coli en relacion al sexo,

diciembre 2017- abril 2018.

Masculino Femenino
Tipo de
5 - 5 - TOTAL
betalactamasa Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
AmpC 0 0% 1 3.2% 3.2%
Blee 5 16.0 % 25 80.8 % 96.8 %
TOTAL 5 16 % 26 84 % 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

La produccion de betalactamasas de espectro extendido (Blee) en hombres fue minima lo que
representa el 16 % en comparacién con el sexo femenino que fue mayor, representando el
80.8 %; ademas que la produccién de AmpC en mujeres representa el 3.2 % la cual en
comparacion con el género masculino que fue negativa. Esto podria deberse a que las
infecciones de vias urinarias son mas frecuentes en mujeres que hombres debido a la
ubicacion de los genitales femeninos mas cercanos a la region perianal de la mujer segln

Villavicencio Pacheco (2015).
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Tabla 5

Distribuciéon de betalactamasas producidas por Escherichia coli en relacion a la edad,

diciembre 2017- abril 2018.

AmpC Blee
Edad _ - ; — TOTAL
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Adultos (20 a 59 afios) 0 0% 15 48.4 % 48.4 %
Adulto Mayor (maés de 1 3.2% 15 48.4 % 51.6 %
60 afos)
TOTAL 1 3.2% 30 96.8 % 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

La produccién de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) tiene predisposicién de
afectar en mayor simetria a los grupos etarios de adultos y adultos mayores con un 48.4 % en
ambos grupos etarios. Mientras que la produccion de AmpC confirmada en laboratorio afecta
enteramente al grupo etario de adulto mayor la cual fue de un 3.2 % del total de
betalactamasas producidas por E. coli. Segun Alvarez (2007) la edad constituye un factor
predisponente para desarrollar infecciones y por ende resistencias, debido a que en las
personas mayores las infecciones son mas factibles que en los jovenes. Ademas de otros
factores como el sistema inmunoldgico, aumentando el riesgo de contraer infecciones

causadas por microorganismos productores de Betalactamasas.
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Tabla 6

Distribucién de betalactamasas producidas por Escherichia coli en relacion al servicio de

procedencia del Hospital “Isidro Ayora”, diciembre 2017- abril 2018.

. AmpC Blee
Servicio : P . : : TOTAL
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Consulta externa 0 0% 9 29.0 % 29.0%
Emergencia 1 3.2% 18 58.1 % 61.3 %
Otros ( Clinica, 0 0% 3 9.7 % 9.7%
Unidad de quemados)

TOTAL 1 3.2% 30 96.8 % 100 %

Autor: Jhordy Alexis Cérdova Balcazar
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Interpretacion

La mayor produccion de Blee se confirmd que procede del area de emergencia del Hospital
“Isidro Ayora” de la ciudad de Loja con un 58.1 %, asi mismo esta fue la Unica area donde se
corrobord la produccion de AmpC, la cual fue del 3.2 %; seguida del area de consulta externa
donde la produccion de Blee fue menor en comparacion con emergencia, la misma que
representa el 29.0 %, finalmente el area donde se da la menor produccién de betalactamasas

fueron en otros servicios.
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7. Discusion

La infeccion de vias urinarias se define como la invasion, multiplicacion y colonizacion
del tracto urinario causada en su mayor parte por microorganismos de origen intestinal, como
E. coli y otras enterobacterias que pueden llegar a las vias urinarias y producir infeccion.
Algunos microorganismos causantes de este tipo de infecciones manifiestan el fenbmeno de
resistencia a través de diversos mecanismos, siendo uno de estos la produccion de enzimas
tipo betalactamasas, existiendo en la actualidad un incremento de estas cepas bacterianas en
pacientes ambulatorios con infeccion de vias urinarias, en la cual la produccion de
betalactamasa por parte de E. coli varia dependiendo de la poblacion, pais o region donde se

realiza el estudio (Villavicencio Pacheco, 2015).

La presente investigacion se la realizé con un total de 225 muestras de urocultivos de
pacientes que acuden al Hospital “Isidro Ayora” de la ciudad de Loja durante el periodo
Diciembre 2017- Abril 2018, segun criterios de inclusion y exclusion se obtuvo un
crecimiento bacteriano de Escherichia coli en 173 muestras; de las cuales 31 cepas, es decir el
17.9 % fueron productoras de betalactamasas, de estas 30 cepas fueron productoras de BLEE
y una cepa productora de AmpC. De todos los aislamientos, la poblacion més afectada por la
produccién de betalactamasas fue el género femenino donde se aislaron 26 cepas productoras
de betalactamasas. Para el desarrollo de esta investigacion se utilizo el método de sinergia de
discos, discos combinados, ademas del método de aproximacién de discos para la

confirmacion de AmpC, en el medio de Mueller Hinton.

En un estudio realizado por Marilin Alonso Sicilia, junto a Yanet Rodriguez Sigler, Luis
Gustavo Garcia en la ciudad de San Antonio. Cuba (2013) se obtuvo una incidencia de
Escherichia coli productora de BLEE en un 70.4 %, este estudio fue aplicado a pacientes

hospitalizados y ambulatorios, comparandolo con el presente estudio donde la produccion de
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BLEE expresadas por E. coli fue mayor representando el 96.8 %, por lo tanto, se demuestra
que E. coli expresa en mayor proporcion enzimas de tipo BLEE, esto puede ser debido a una
mayor expresion de tipo cromosomico o plasmidico que les confiere resistencia a antibidticos

betalactamicos.

En la ciudad de Quito, Villavicencio (2014) establecié que la frecuencia de E. coli
productora de BLEE fue del 25,5 % en pacientes ambulatorios; utilizando el mismo método
de deteccion y confirmacion incluidos en el manual del CLSI, resultados similares en nuestro
estudio ya que la frecuencia de E. coli productora de BLEE fue del 29.0 % en pacientes de

consulta externa.

En una investigacion realizada por Tejada (2012) en el Hospital Nacional Daniel Alcides
Carrion de Callao-Peru, presentd un 71,1 % de Escherichia coli productora de BLEE en el
sexo femenino, datos que se encuentran relacionados con este estudio donde el porcentaje de
E. coli productora de BLEE aisladas en el sexo femenino fue del 80.8 %. Estos datos
corroboran que la poblacion més propensa a adquirir infeccion por E. coli productora de

BLEE es el sexo femenino, segln datos obtenidos en este estudio.

En un estudio realizado por Louro (2013) en tres hospitales en la ciudad de Barcelona, se
aislo Escherichia coli en la cual la prevalencia de AmpC fue de un 1.1 %, mientras que la
mayor parte de betalactamasas eran BLEE, en relacion a nuestra localidad, se presenta
resultados similares en la cual la produccion de AmpC fue del 3.2 %, confirmandose asi que

AmpC expresada por E. coli se produce en menor proporcion que las de tipo BLEE.

Gracias a la presente investigacion se puede observar que, en la poblacion de estudio,
existe resistencia bacteriana en caso de microorganismos que afectan a vias urinarias, muchas
son las razones para que esto suceda sobre todo si se toma como factor de riesgo el grupo

etario de adultos mayores y sexo femenino.
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8. Conclusiones

La frecuencia de Escherichia coli aislada de urocultivos de usuarios del Hospital
Isidro Ayora fue de 76.89 % lo que nos indica que es la bacteria mas habitual de
infecciones de vias urinarias.

Escherichia coli produce en mayor porcentaje, betalactamasas de espectro
extendido con un 96.8 %, en relacion a las betalactamasas de tipo AmpC que
representan un 3.2 % del total de betalactamasas producidas.

El sexo femenino es més propenso a infecciones por Escherichia coli productora de
betalactamasas, debido a la proximidad de la uretra con el ano, ademas de que los
grupos etarios de adultos y adultos mayores son mas proclives a este tipo de
infecciones.

Los usuarios del servicio de emergencia son la poblacidbn mas susceptible a

infecciones de vias urinarias por Escherichia coli productora de betalactamasas.
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9. Recomendaciones

Se recomienda a los integrantes del proyecto “Caracterizacion molecular de
betalactamasas aisladas en muestras de orina procedentes de los Hospitales Isidro
Ayora y SOLCA de Loja” de la cual es parte la presente investigacion, realizar la
respectiva socializacion de los resultados fenotipicos.

Se recomienda a las autoridades de la Universidad Nacional de Loja, impulsar méas
investigaciones similares, con el fin de identificar los factores de riesgo que conllevan
a la infeccion por este tipo de bacterias resistentes.

Se recomienda realizar periédicamente estudios similares para tener una idea
epidemioldgica de cambios en la prevalencia y frecuencia de betalactamasas, ademas

de la respuesta por parte de los microorganismos hacia los antibidticos
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FI-BC|BI1 Cadula de cludadanla Mombre dal |I'I'H'EHI]EB.I]EII
REVOCATORLA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADD
Revaco @l consentimients realeada en fecha... ... vy MO dESen que prosigan con el procesamienta
de la muestta antregada, doy por finalizado en esta f-=|.h.:| e . Asurno la resporsabilicdad sobre mi salud

¥ dessinculo de responsabilidades futuras de cuakguier indale .':|| SErVICo I:|IE salud v al profesional sanitario que me
Atieride,

Hombre complets dal
pacien Céadula de cludadanla Hombre dal Investigador
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Anexo N° 3:

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

53

FORMULARIO PARA PACIENTES QUE SE SOMETERAN AL ESTUDIO DE INVESTIGACION MOLECULAR

PARA AISLAR BETALACTAMASAS EN EL HOSPITAL ISIDRO AYORA- LOJA

Hospital Servicio

Edad Género

Profesion Procedencia

Tipo de Hospitalizado | Si No

muestra

Sondas, Si No

catéteres

Hora de la Hora de

toma de llegada al

muestra laboratorio

¢Consume antibiéticos con | Si No ¢ Por qué?

regularidad?

¢,Consume pollo, huevos o Si No

leche?

Primera vez con infeccién de | Si No Recurrente Si No

vias urinarias (2 o mas
veces al afio)

¢, Supo qué bacteria le causé | Si No ¢Cual?

la infeccion?

¢,Qué antibidtico o ¢ Por cuanto

antibiéticos us6? tiempo?

¢ Cumplié el tratamiento? Si No ¢ Por qué?




Anexo N° 4:

Triptico para pacientes ambulatorios

[ NINOS QUEUTMZANPA&AL\

Antes de la recoleccion:

v Retirar el panal del [actants y lavar bien el
drea gemital con jabon y agua y séquela.
v No utilizar desinfectantes.

Abra y coloque la bolsa de nifio/a zobre los
gemtales de zu bebe:

% Para los nifios se puade colocar todo el pene
dentrodelabolsa | =y
V.

.

% Para las niias poner la bolsa sobre los labioz
de la vagma y colocar el patial m poco

& Observar la bolsa cada media hora, Tan
pronto como orine, retirar la bolsa i no
consigue que el nimo orme en menos de una
hora o la bolsa se ensucia, sustituirla por
ofra.

% Trasvasar la muestra dentro de un frasco
recolector de orina o transladar la bolsa

bien cerrada al laboratorio en un plazo
maximo de 2 horas. /

/@\

UNIVERSIDAD NACTONAL

DELOJA
CARRERA DE LARORATORIO CLINICO

f

INDICACIONES  PARA
RECOLECCION DE

MUESTRA DE ORINA

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

K AYORA Y SOLCA DELOJA.




ﬂ MUJERES

v Recoger la primera orma de la manana,
caso de emergencia con uma refencion
minma de 4 horas.

¥ Utihzar frasco estenl de tapon de rosca
Antes de la recoleccion:

Lavarse las manos con agua y jabon

Lavar |a zonz zemtal con jabon v abundants
agua. Este lavado e hara siempre de adelants
haria atras v secar conunz tua]la limpiz

-"'-"'1.

Separando con loz dados los labios mavores sz
recoge la parte media de la miccion parz ssto
orme prmero fuera del frasco, comtmume
ormando directaments denfro del frasco hasta
llenar aproximadaments la mitad Cemar &l
frazeo anctar el nombre v apellides del paciente.
Evitar tocar &l mtener del recipients

A1l =le
B T b
LU=

Llevar la muestra en el plazo de 2 horas al

HOMBRES

4 )

v Recoger |a primera orma de la manana, en
caso de emergencia con uma refencidm
minma de 4 horas.

¥ Utihzar frasco estenl de tapon de rosca
Antes de la recoleccion:

Lavarse las manos con agua v jabon

ﬁia '.;,l;f-"’
Retraer el prepucio dejando al descobiarto la
cabeza del pene, lavar con agua v jabon v secar

A

")

ey
o

i e -'".'
rf&_ f
&

Recoger |a parte media de la miccion para esto
orme prmero fuera del frasco, comtmue
ormando directaments denfro del frasco hasta
llenar aproximadaments la mitad Cemar &l
frasco anotar 2] nombre v apallidos del paciente.
Evitar tocar el mntener del recipiente

| i
o R

Lleurla musstra al lzhoratone uelpiazn de 2

laboratorio. /

N J
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Anexo N° 5:

Triptico para pacientes hospitalizados

56

TOMA DE MUESTRAS DE ORINA EN PACIENTES HOSPITALIZADOS

A ORINA OBTENIDA A TRAVES DE
CATETERIZMO TRANSURETRAL

TECNICA DE RECOLECCION:  Realizar
higigne de genitales con gusntes no
estériles. Eliminar la primera porcion de
orina obtenids, colectar |z siguients
porcien de orina [5-10 mL) en el frasco
esteril. retirar |z sonda v tapar &l frasco

FRASCO ESTERIL

B. ORINA OBTEMNIDA A I'RMI'ES DE 30MDA
VESICAL

Realizar desinfeccion del cono de a3 sonda
con alcohol al 70% o solucion yodada. Mo

enviar oring gue ha estado depositoda en fa
bolsg colectora.

TECMICA DE RECOLECCION: Puncionar la
sonda con jerings stéril con aguja de calibre
pequefio, aspirar 5 @ 10 mL de orina, retirar
jeringa.  Envosor en el frasco esteril,

manteniends [g técnico aseptica

C. PACIENTES 51N CONTROL DE ESFiNTER

Reglizar higiene de  genitales y  secar
adecuadamente. Colocar bolsa recolectors, si
|z miccian no se da en 20 minutos se deberd
repetir el aseo y colocar nueva bolsa.

TECNICA DE RECOLECCION: Colocar holsa
plastica adherente, verificando zusencia de
fugss. Estar stento cuzndo elimine, parg
retingr _pronto |0 bolss  y  evitor
derramamients o contominacion de g
muestro. Bon suficientes 5 - 10 mL de orina.

NOTA: Las muestras tomadzs deben ser enviadas al lsboratorio ko més pronto posible, hasts
un méximo de 2 horaz. Colocar las muestras en hielo seco v garzntizar z calidad de muestra,
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Anexo N° 6:

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

CODIGO: PB02
& UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA ..
) FACULTAD DE LA SALUD HUMANA Transporte de muestras al REVIS]ON. 1
LABORATORIO CLINICO Laboratorio de la Facultad de | EDICION:1
la Salud Humana: CDM FECHA: 10-11-2017
PAGINA: 1/2

Protocolo para transporte de muestras

1. INTRODUCCION

La obtencion y el transporte de muestras son etapas fundamentales en el
diagndstico clinico y en la investigacion. Para mantener la integridad de las muestras
se debera tener en cuenta los procedimientos de obtencion, transporte, condiciones de
conservacion, 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 biol6gicas 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 biolégicas dentro de los pardmetros 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

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

CODIGO: PB02
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA ..
) EACULTAD DE LA SALUD HUMANA Transporte de muestras al REVIS]ON. 1
LABORATORIO CLINICO Laboratorio de la Facultad de | EDICION:1
la Salud Humana: CDM FECHA: 10-11-2017
PAGINA: 2/2

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 cddigo 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

ELABORADO POR: REVISADO Y APROBADO POR:
Andrea del Cisne Quezada L6pez Dra. Sandra Elizabeth Freire Cuesta




Anexo N° 7
Inserto cepa Escherichia coli ATCC 25922

Q Mlcroblolog|CS°

ce Uoon Refeass

Spoclﬁcahom Explration Date: 2018/11/20
Microorganism Name: Escherichia coli Release information:

Catalog Number; 0335 Quality Control Technologist: Chrisline Conden
Lot Number: 335-219 Release Date: 2017/1/23

Reference Number: ATCCE 25022™+

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:
i‘:::r'ry 3 bolheare & beta M%I?Nr.elﬁar m SBAP

Micrescopic Features: Mothod:

Gram regative straight rod Gram Stain (1)

ID System: MALDITOF Other Features! Challenges: Results
See allached ID System resulls document, (1) Ondase {Kovacsy negative

Bela-glcuronidase (£, coll Broth wiMUG): posiive
(1) Ampiciin {10 meg - Disk Susoeptiityk 16 - 22 mem
(1) Gentamicin (10 meg - Disk Susceptibilty): 9 - 26

%SXT (1.25/23.75 meg - Disk Susceptibility)c 23 - 29

Lpss Mo

Amanda Kuperus

Quality Conirol Managar

AUTHORIZED SIGNATURE

Clakrr s bt 40 o e o a0 o sl o i hp e Ewly & pacugh v b T b plope cn 2 crce s e s bese b

Mote far Vieh: asverdionsl the + of the bived Witk e shoet inoudation rewdis ot dier
— %Mn:-"‘" Seila, the urigae e, petiod, raay prodase

£ Pafar s the eoclotid pradet insen for lnayuctions, Ialended use dnd hazavtavly Inforeation.

Sdd " hls s 8 3% 20 Sabave codlecs

mm . O LAy Lo AT xmmlﬂ.mWMnumdam
11 These sk ma aooredied Yo ISOREC TGS 2006, IBIHB A C-INC S.A,

Distribuidor para el Ecuador de

MICROBIOLOGICS

‘Registro Senitorlo AD-541.04-13
mnm CEAT #2655.01 < !




Bruker Datorik MALDI Biotyper Classification Results ngn
Meaning of Score Values

s
200-3.00 (++) green
170- 1.99 s Lowcoofidence identificaion. ©. . %% | @) | yelow
0.00-1,69 0 red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

L R R

High conslstency: The best match is a high-confidence identification, The second-best match is (1) a
(A) igh-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a Jow ¢
ideatification in whioh the species or geaus is identical to the best match, or (3) a non-identification,

- Lo consistency: The requiremens for high coasisteacy ate notmet. The best match s  high-or low-
(B)  |confidence identification. The second-best matcls is (1) a high- or ow-canfidence wdentification in
Which the genus is identical fo the best mateh or (2) a non-identification.

(Cy  |No comsistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Sample Name: Escharichis coll
Sample Description: (G35
Sample D; 35219

Sample Creafion DateTime:  2017-01-12T1507:53.675 CC
Applled MSP Library(les): BOAL, Mycobecteria Libeary (basd methed), Filamentous Fungi Libeary 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organlsm (bast match)
Eil++) (A} 335219 Escherichia ol
Comments:

ciosely ralaled to Shigelka and not definilsly disfingaishable at the moment

P 83T e I A )
"MWEDIBAC.INC SA,
Distibuldor para o Ecuador de
MICRCBI-LCGICS
Regletre Banitgria AD.541.04-13 "



Anexo N° 8
Inserto cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

¢ MICI‘ObIOlOQICS*

Certificate of roanism Spacification and Parformance Upon Relea:
Specifications Expiration Dah 2018/10/31
Microorganism Name: Klebsiella preumonias subsp. pneumoniae Release Infarmation:
Catalog Number: 0784 Quality Contral Technelogist: Tracy A Blenker
Lot Number: T84-49 Release Date: 20718/12/6
Reference Number: ATCCE TODEO3™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Ilacrosnopin Features: Medium:

aﬁg argulli"ioﬁ?éi béﬁtue edge, glistening. e

circular, convex, entire edge. eam- off wiiite, mucoid, ghstening,

Microscopic Features: Method:

Cram negative short, plump, straight rod. Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
Ses atlached |D Systern resulls document, (1) Oxidase {Kovacs). negative

(HCeﬁlazidime (30 meg - Disk Susceptibility): 10 - 16

(1) Ceftazidime/Clavulani amd {30410 mic Disk
SJscep«?’fhm /=5 MM G : " -

5111 ) Cefotaxime (30 mcg - Dnsk Sus«cephblllw ). 17 =25
m

1) Cefma;imelﬁlavularg?xacid {30010 mecg - Disk
usceplibility): == 3 mm CTX zons

Qlﬂ’kﬁ‘_ e /A;&rb-—-

Amanda Kuperus
Quaality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Dl The lowt dgins) of the B nwesbar sppearng on e product label sng packng sky ans mendly 3 packagng event number. The 161 number dspliped an this csilficale i the sciual base ki
umber.

:m tw_'n.uuq- an e mma W many comEnticasd lEsis, e untue enviranment of Be cand, combaned with the short incubation period. My eosucs resuls that Siffer
o L

o Foeler bo the enclosed product insen for nstructions, nteaded sse and hazardsafely infoemasion.

lndividusl prociucts are Lo cublere ol

171 The ATCL Licansed Damative Emslem, the ATCC Lisensed Denvaliva wond mark ans the ATOC catning markes are vademarks of ATEC
ATCC Licensad icrsteolgics. e 8 Boarmsd i us e ess tradermarss ard I s8] ocucts denwed from ATCC® cullsnss
Dethatw

(1] These lests am accradned o SOREC TS ZNS " E D I B A C-I N C s A. -
L .
Distribuidor para el Ecuador de
[ACCREDITED MlCRuBIOLQGICS
TESTING CERT #2655.01 Registro Sanitario AD-541-04-13

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.2B6



Bruker p,alho&'it MALDI Biotyper Classification Results gggn

Meaning of Score Values

Symbols Color
{++4) green
{+ green
[+ yellow

{4 red

Meaning of Conslstency Categories (A -C)

Category % Description
A Species Consistency: The bes! match was classied &s ‘green (zee abova). Further ‘green’ malches are of he
same species 35 he first one, Further ‘yellow” malches are at least of the same ganus as the first ane.
' Genus Consistoncy: The best match was classified a2 ‘green’ or ‘vellow' {see above). Further ‘yreen’ of yelkow'
malches have al Jass S came genus as the first one, The condtions of species consistency ara not fulfiled.
¢ No Consistency: Nether species nor genus consistency (Flease check for symomyms of names o micrablal

mixure).
f\;)m Name; Klebsieila pneumoniae subsp. pneumoniae
Analyle Description: 0784
Anaiyte |0 Ted-40

Analyte Crastion DatevTime:  2016-11-30T08:08:14,304 TB

Applad MSP Libraryles): BOAL, Mycobecleria Library (besd method), Filemeantous Fungi Library 1.0, VD, Listaria
Agpled Taxonomy Tree: '

Analyte Namo Analyte 1D Organlsm (best match)
fB(++)(A) 78649 Klabakella pneumorise
7 Comments:

EA

MEDIBAC-INCSA
Disteibuidor pans ol Ecuador de

MICRCB!DLCGICS
‘Regisire Sonita 1y AT-841.04-13



Anexo N°9
Inserto cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705

G Mlcmbloiaglcs-

Specilications —- T | Espiration Date: 2070830
m Kame: Klebsizslh proumoniae Bolease Information: -
Catalog Mumiber: O1008 Suality Comtrol Mary L Braman
Lot usniter; 1005-22 RAulease Date; 2017717
Ralerance Humbar: STCOE BAA-1TOE™"
Purity: Pune
Passage from Referenca: 3
Performerce
Macroscoplc Features: Iadium:
LE!EE me%uﬂﬂwnﬁ:q nmwm & BEAF
Ficrnecopic Frabarns: W thod-
Shor, bmad, sirighl, gram negatfive bad 1 with rounded ende. Gram Stain (1)
1D Systemn: MALDITOF Cther Featwre s’ Challngss: Resulls
"Ean allached |0 SysRm resats cocument, (1) Cxddase (Kovaosk negatie
- Modiind Hodge Teal Dol
Amanda Huperus
Tualiy Conrod Manager
AUTHORIZED SIGHATURE
h_?-:ﬁﬂmdhﬂuﬂ.m:-hmlﬁd-'ﬂ.*—r-ﬂ- T 1 i iy W il Bt il
Eumm* LS k] UL, o it o 1 e, S P e
(&, Praigric His nacisnd praduc inss i far |
et p et 10 B RIEM I 0 0 BEOpR TR Ca e o
M1 Tha STCC Liosmud Carioion Eabiar, fa A0 Licontud Geriestes word mark o Fou ATCT colaiog masta ww fnderarta of &2,
ATCC Licersed :I" 2o dem » APT0B
Gtz
A o ‘ﬁq’é [ Thre ek v mcoreciied o PROARG 10208, u E I] I B A E" H [: Eﬂ-
Diistribuidor para o [cuader de
MICRCBICLCGICS
Registre Boniorlo AD-641.04-13
TESTING CERT alf8501 = 3

& 2012 Mizrohilagics, Inc, A1 Rights Apserved. 200 Cooper Asenue Horth Saind Cloud, MM 38300 Papge 1o 1 DOC ZHE



Bruker Daltonjk MALDI Biotyper Classification Results ' 'ggn
Meaning of Score Values

LSRR T ' 4 o Y |5 A -
S Range ¥ s&."«pﬁ‘. Interpretation =71/ & i Symbols |- Golor -
i e v, YN s BT ‘ 27 VARES, [t etk -

High condsuucy The bst match is a hnglzmnﬁdewe 1deunﬁmuom 'I'he s:cond-beu match is ] a
(4)  |high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a Jow-confi
identification in which the species or geaus is identical to the best matcly, o¢ (3) a nw-ndeuuﬁcmon

() Lowcondmucy The requirements for high consistency are not met, The best mateh is a high- or low-
(B)  |confidence identification. The second-best match is (1) 2 ot low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C)  [No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

.

Sample Namsec Kletskla pneumonias
Sample Description: 01005
Sample ID: 1005-22

Sample Cresfion DaleTime:  2017-07-13T12:15:268.004 MB
Agpled MSP Librany(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Fiamentous Fungi Libraey 1.0, Listeda

Sample Name Sample ID Organism (best mateh)
c12
I 100522 Kiebsiela pneumonise

Comments:

NA

MEDIBAC-INC SA,
Distibwidor para o Feuador de
MICRCB!IOLCGICS
Registro Sonisorio AD-541.04-13
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Anexo N° 10
Inserta cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1706

Q MIEI'ObIOIC:gIE"

h-aﬂnn Dl!‘l-r 2018154

ase Information:

Guality Control Technologist: Carl J Starnch
Reedoaso Dabe: 201 TAZY

1 100E=21)
Reference Humber: ATCOB BAA1708™
[Puriy: Pure
Passzge from Reference: 3

Parformance
Macrescopic Features: M4cium:
Mﬂi may vary], circulas, m.mlhm.mhw.niﬂrlmarﬂ SaaP
Microscoplc Faalures: Marnod:
Gram nigalise siraighl bl s coctobacilan b long fofre pressnl. Gran Stain (1)
I Byelem: MALDETOF Cither Fephunes! Challenges: Resulle
Bee altacked I Spsiem msulls document. {11 Omidose {Knacs) regatie
, ndified Hodos Test: negaive

.ﬁmw

Ouallty Conirol Manager

AUTHORIZED SIGHATURE
Dadeirsr The st dgigaj o S lod rambed opoesng 50 e aln el wend pecong sy S ey O packogieg ol ek T ol recbe Sobes o o ailioals o e sl bars foe
==l=-_" wﬁwm e, e g g ot il el e ot G et oL 1 i
& Wiy 1 e 1 ks =iy, naerd

il

n ﬁ-MWﬁwmnmw"rnh e .:E:h.hpmnm"u-i.ﬂm.

R T —— T 'Enlﬂl E'INEE‘.!‘
Distribuidor par ol Fevador de

MICRCBIGLCGICS
‘npletre Banibario A B41.04-13

- L]

& 2012 Microbiclegics, Ino Al Rights Aesenved. 200 Cooper Avenue Horh Saint Cloud, MM 55303 Paza 1 ol 1 DOC. 258



Brul:erl:lalmuﬁE MALDI Biotyper Classification Resulis B%ﬂ

Meaning of Score Values

SRange SR S e

H1 hmnﬂm:]r '[hebesl mateh &5 a I:ugh :mﬂd-:n:: -ﬂmuﬁntnu_“l‘h-: mud 'h:srnm!-:h:s 1}a
(4] reonfidencs identificntion in which the species is identival to the best mately, (2} a low-c ence
Lﬂmhﬁl:ﬂl:l.m'l. i which the specées or genns is identical fo fe best mateh, or (3} a non-wdentification.
o Low comsistency: The hﬂammwmmmrmbﬁfm:sahp—um‘w—
(B eoufidence plentification. Ilii second-best waich s (1) a or low-confidence identificatiom
wisich the perus is identical to the best match or {2) a non-identificabion.
(] Mo consistency: The reguirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Hlebsiala prevmonias
Sample Description; 01008
Sample D 1006-20

Sample Creslion DaleTime:  2017-08-14T13:24:38.877 cs
Appled MER Library(ies): BOAL, Myccbacteria Library (Eead method), Filkmenious Fungi Library 1.0, Listena

Sample Hams Sample ID Organism {best maich] Scare Valus
L~ 1"5;(4’-? 1006-20 Klebsiella pneumerias
Commenis:
MiA

MEDIBAC-INC SA

Distribuidar pars o Fevador de

MICRCBIOLOGICS
‘RegiEfo Sonitarin AL 541.04-13

66
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Anexo N° 11

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

& UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA ggﬂggNP?oa
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA Siembra de muestra y conteo EDICION'i
LABORATORIO CLINICO de colonias FECHA: 10-11-2017
PAGINA: 1/4

1.

Protocolo para siembra de muestras

Introduccion

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

Una colonia bacteriana es una agrupacion 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 Yy
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, elevaciéon, borde,
tamario, color.

Para el conteo de colonias se usan varios métodos cuantitativos, en este caso
utilizaremos el método de asa calibrada, el cual consiste contar el nUmero de colonias
desarrolladas después de incubar las siembra 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 10.000 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
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infecciones urinarias verdaderas, diuresis acentuada, obstruccion uretral, infecciones
cronicas e infecciones por cocos grampositivos (Lopardo, 2015).

2. Objetivo

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 fendmeno de hemdlisis 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.

4. Responsables:

4.1. ESTUDIANTES: elaboracion del procedimiento.

4.2. DOCENTES/INVESTIGADORES: validacion del procedimiento.

4.3. COLABORADORES INSTITUCIONES PARTICIPANTES: 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
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e Lapiz graso
e Guantes

Sustancias y reactivos
e Muestra a estudiar

6. Procedimiento

Para realizar un cultivo bacteriano es necesario:

69

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,

No ko

caracteristicas

Técnica de estria

La orina se mezcla bien, no se centrifuga.

Se usa asa calibrada de platino o de plastico (0.01 ml).
Se inocula la placa de agar MacConkey por estria primaria y secundaria.
Se incuba a 35°C, por 24 horas.
Se anotan las caracteristicas de las colonias y el nimero de colonias diferentes.

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

-
:
|
3
3
!
i
|
§
3
|

1ana Eslrla & f

Lectura de cultivo en UFC/ml

e Después de incubar las siembras a 37° durante 24 a 48 horas, se cuenta el

numero de colonias desarrolladas y el resultado se multiplica por 100, ya que
el asa de platino contiene 0.01 ml. de orina.
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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.

7. Observaciones

A\

La siembra debe realizarse de la orina sin centrifugar con un asa calibrada, lo que
permitira obtener una estimacion semicuantitativa del desarrollo microbiano.

Marcar las cajas antes de empezar a trabajar

No hablar durante la siembra

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

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

YV V.V V

8. Bibliografia

Lopardo, D. H. (26 de Enero de 2015). Obtenido de BritaniaLab.com:
http://www.laensenadacorp.com/documentos/Apuntelll-UROCULTIVO.pdf
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GUIA DE USO DEL EQUIPO VITEK 2 Systems

1. INTRODUCCION:

VITEK® 2 Systems identifica un organismo mediante una metodologia basada en las
caracteristicas de los datos, informacion acerca del organismo (informacion guardada en la
base de datos del equipo) Y las reacciones que se analizan. Se fundamenta en un sistema que
utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las que son inoculadas con la suspensién de un
cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de forma automatica. Las
tarjetas reactivas tienen 64 pozos que contienen cada uno, un sustrato de prueba individual.
Con estos sustratos se miden varias actividades metabdlicas como acidificacion,

alcalinizacién, hidrdlisis enzimaticas y desarrollo en presencia de sustancias inhibidoras.

Se han recogido datos suficientes de cepas conocidas como para estimar las reacciones
tipicas de las especies solicitadas a un juego de perfiles bioquimicos discriminantes. Si no se
reconoce un patron 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 identificacion 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 utilizacion 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)
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se usa como referencia basal para los pocillos de anélisis de descarboxilasa. Se obtienen

resultados finales en aproximadamente 10 horas o menos (Biomerieux, 2013).

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- Loja”. Lo que asegurara su correcta realizacion.

4. RESPONSABLES:
4.1 ESTUDIANTES: aplicacién del procedimiento, registro de resultados.
4.2 DOCENTES/INVESTIGADORES: validacion.
4.3 COLABORADORES: aplicacion procedimiento, validacién de datos y llenado de
registros.
5. MATERIALES:
5.1 Tarjeta de identificacidn bacteriana que viene con el equipo.
5.2 Solucion 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 12 x
75 mm.
5.4 Medio de cultivo apropiado (Mac 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 %,
con un pH de 4,5a7,0).
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6. PROCEDIMIENTOS

6.1 Prepare el inoculo a partir de un cultivo puro (muestra sembrada en agar Mac
Conkey), segun las buenas practicas 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 asepticamente 3,0 mL de solucion salina estéril (NaCl acuoso al 0,45 —
0,50 %, con un pH de 4,5 a 7,0) en un tubo de ensayo de pléstico 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 suspension 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 biolégicos 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.

6.8 Se calcula un valor cuantitativo (el porcentaje de probabilidad), que representa el
nivel de comparacion 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
(Biomerieux, 2013).
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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

BioMérieux. (2013). VITEK. Obtenido de file:///C:/Users/User/Downloads/514740-1ES1
VITEK_2_Systems_Product_Information_b04.pdf

ELABORADO POR: REVISADO Y APROBADO POR:
Glenda Maribel Morocho Dra. Sandra Elizabeth Freire Cuesta
Sofia Soria Jumbo
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Contenido de los pocillos de la tarjeta GN

Informacién del producto GN

Contenido de los pocillos de la tarjeta GN

Tabla 31: Contenido de los pocillos de la tarjeta GN

Pocillo | Analisis Abreviatura Cantidad/Pocillo
2 Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASA APPA 0,0384 mg
3 ADONITOL ADO 0,1875 mg
4 L-Pirrolidonil- ARILAMIDASA PyrA 0,018 mg
5 L-ARABITOL IARL 0,3mg

7 D-CELOBIOSA dCEL 0,3 mg

9 BETA-GALACTOSIDASA BGAL 0,036 mg
10 PRODUCCION DE H2S H2s 0,0024 mg
1 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASA BNAG 0,0408 mg
12 Glutamil Arilamidasa pNA AGLTp 0,0324 mg
13 D-GLUCOSA dGLU 0,3 mg

14 GAMMA-GLUTAMIL-TRANSFERASA GGT 0,0228 mg
15 FERMENTACION/GLUCOSA OFF 0.45mg
17 BETA-GLUCOSIDASA BGLU 0,036 mg
18 D-MALTOSA dMAL 0,3 mg

19 D-MANITOL dMAN 0,1875 mg
20 D-MANOSA dMNE 0,3 mg

21 BETA-XILOSIDASA BXYL 0,0324 mg
22 BETA-Alanina arilamidasa pNA BAlap 0,0174 mg
23 L-Prolina-ARILAMIDASA ProA 0,0234 mg
26 LIPASE LIP 0,0192 mg
27 PALATINOSA PLE 0,3 mg

29 Tirosina ARILAMIDASA TyrA 0,0276 mg
3 UREASE URE 0,15 mg
32 D-SORBITOL dSOR 0,1875 mg
33 SACAROSA SAC 0,3 mg

34 D-TAGATOSA dTAG 0,3 mg

35 D-TREALOSA dTRE 0,3 mg

36 CITRATO (SODIO) CIT 0,054 mg
37 MALONATO MNT 0,15 mg
39 5-CETO-D-GLUCONATO 5KG 0,3 mg
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Informacién del producto GN

Tabla 31: Contenido de los pocillos de |a tarjeta GN (Continda)
Pocillo | Analisis Abreviatura Cantidad/Pocillo
41 ALFA-GLUCOSIDASA AGLU 0,036 mg
42 Alcalinizacion de SUCCINATO SUCT 0,15 mg
43 Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASA NAGA 0,0306 mg
44 ALFA-GALACTOSIDASA AGAL 0,036 mg
45 FOSFATASA PHOS 0,0504 mg
16 Glicina ARILAMIDASA GlyA 0,012mg
47 ORNITINA DESCARBOXILASA obc 0,3mg
48 LISINA DESCARBOXILASA LDC 0,15 mg
52 BASE DESCARBOXILASA 0DEC NIC
53 Asimilacion de L-HISTIDINA HISa 0,087 mg
56 COURMARATO CMT 0,126 mg
57 BETA-GLUCURONIDASA BGUR 0,0378 mg
58 RESISTENCIA O/129 (comp.vibrio.) 0129R 0,0105 mg
59 Glu-Gly-Arg-ARILAMIDASA GGAA 0,0576 mg
61 Asimilacién de L-MALATO IMLTa 0,042 mg
62 ELLMAN ELLM 0,03 mg
64 Asimilacién de L-LACTATO ILATa 0,186 mg

Nota: Los pocillos con los nimeros entre 1y 64 no designados en esta tabla estdn vacios.
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. COmED: RS
HNTPEIESIIAL MAUIDNAL e LA FOMMATO DB IDENTIFICACISN ¥ SUSCEPTIBILOAD HEWESON: 1 ELNCHINCT
T Ak TieA e b AT A e
1B CINE- 101

FORMATO DE REGISTRO DE LABORATORIO

ORISEM SEXC
—— ; PERFIL DE SUSEPTIBILIDAD OTROD OBSERVACIDMNES
- o Hospitalizacion =
FECHA = |m =
Egﬁg:az%ﬂ?”% g 3 zlelel=lalaleleslelelzlelzlelz]=]a ]y
DO MN AR g§§NQ=EmEE§¢ = = |z w o |z |* = EI|E g
= (= =
ENE]

EME: Emergenciz; TCT: nnidad da cuidados mtensives; GIN: ginecolomiz; NEO: necnatologiz; CRG: Cirngia ; 5: zensible; R: resistente; AN: awilacine; AM: smpiciling; SAM awpiclina‘sulbactam; CF: cafaloting,
FEF: cefepime; CTX: cefotanime;  CAF: ceftazidime; CRO: cefrizwana; CHM:cefiroxime; CIF: aiprofloxacing; ETF: erapenem; ESB: EZEL; FOS: fosfomicing; GAL zentamicing; MEM: meropenem: FT:
nitrofiranteing; NORmorfoxecing, SXT: Tromeropim’ sulfamstoxazol.

Nota:

* Presuntivas de expresar BLEE: Qs tengan una ChI de = a 16 ug'ml de cefazidime aztracnam o ORI de = 2 4 uginl cefiriaxona |

»  Fresuntivas de expresar AmpC: Que tengam dismimicidn ds sensibilided o resistenciz 2 cefotaxims con mma CIM = 4 ug /el v 1a B 2 cefoxiting son resistentes tamibién a los mhibidores da betalactzmasae,
# Presuntivas de expresar carbapenemasas: En el caso de Enterobacterias: ChI de > a 1 uz'ml para metopensm, > 2 ug'ml de mipenern. En el caso de Acmetobacter una CIN de = 4 nz/ ml para imipenem
» Ep el caso de Provdomons semuginess se nsarae puntos de corta de ceftezidime =16 ug'ml, > a 1 ug'ml pera meropenem_ =7 ng'ml de irmipensn
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1. INTRODUCCION

Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas que se encuentran ampliamente
distribuidas en el mundo, los bacilos Gram negativos tienen gran capacidad de producirlas;
pertenecen al grupo A de Ambler y sus representantes principales son las de tipo CTX —M,
PER %, TEM %, SHV. Son capaces de hidrolizar la mayoria de betalactdmicos,
monobactams, sin embargo, no afectan a carbepenémicos. Su deteccidn puede hacerse por
medios fenotipicos y moleculares, se consideraran el método de sinergia de discos y discos

combinados usando controles de calidad internos y externos.

Una BLEE proporciona la resistencia o disminucion de los halos de inhibicion de algunos
0 todos los sustratos, ademas de producir un efecto sinérgico entre las cefalosporinas de
amplio espectro 0 monobactamicos y el acido clavulanico, cuando previamente se han situado
de forma estratégica los discos, otra técnica basada en el mismo principio son la utilizacion de

discos combinados de cefalosporinas con &cido clavulanico.

2. OBJETIVOS:

Detectar por el método de sinergia de discos y discos combinados la presencia de enzimas

BLEE en bacterias Gram negativas aisladas de muestras de orina.

3. ALCANCE:

Estos metodos seran aplicados como parte del proyecto de investigacion titulado:
“Caracterizacion molecular de betalactamasas aisladas de muestras de orina procedentes del

Hospital Isidro Ayora -Loja” y se realizaran a todas las cepas bacterianas presuntivas
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de expresar betalactamasas, aquellas que tengan una CMI de > = a 1 ug/ml de ceftazidime,

aztreonam o ceftriaxona.
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

BLEE

4.3 Estudiantes: Tamizaje de cepas probables productoras de enzimas BLEE vy

procesamiento.

5. MATERIALES:

v" Hisopos estériles v Pinzas metalicas
v' Tubos de Ensayo con 3 ml de v Lampara de alcohol
suero fisiologico estéril v Contenedores para materiales
v Agar Mueller — Hinton cortopunzantes, especiales,
v Densitémetro comunes e infecciosos.
v" Cultivo de bacterias v’ Cabina de seguridad biol6gica
v Gasas v" Incubadora de 35°C
v Gradilla
Sinergia de discos: v Cefepime
v’ Cefotaxime v' Aztreonam

v' Ceftazidime v Amoxicilina-acido clavulanico
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Discos combinados:

Ceftazidime 30 ug
Ceftazidime + Ac. Clavulanico 30/10 ug
Cefotaxime

AN NI NN

Cefotaxime + Ac. Clavulanico 30/10 ug

6. PROCEDIMIENTO:

-Sinergia de Discos:

1. Preparar los materiales que se van a utilizar.

2. Rotular los tubos y la caja Petri con Agar Mueller — Hinton a utilizar.

3. Tomar con un hisopo estéril una colonia del cultivo y suspenderla en solucion salina.

4. Medir en el densitometro la turbidez del in6culo, que debe ser equivalente a 0,5 en la
escala McFarland, tener precaucion de limpiar con gasa estéril el fondo del tubo.

5. En caso de ser menor a 0,5 McFarland se procedera a tomar otra colonia y disolver
hasta llegar a la escala indicada.

6. En caso de ser mayor a 0,5 McFarland se procedera a agregar solucion salina estéril al
indculo.

7. Impregnar el 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.

8. A continuacidn, se colocan los discos utilizando una pinza previamente flameada y

fria y colocar los discos de cefotaxime, ceftazidime, cefepime y aztreonam a una
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distancia de 20-25 mm (centro a centro) de un disco con amoxicilina-acido
clavulanico. La separacidn optima de los discos puede variar en funcion de la cepa.

9. En este sentido, solo para Proteus mirabilis se recomienda una distancia de 40-45
mm.

20-25 mm
—_—

10. Finalmente se coloca en la incubadora con una temperatura de 35°C y se realiza la
lectura dentro de las 16-20 horas siguientes.

11. Repetir el mismo proceso con la cepa control positivo y negativo.

-Discos combinados:

Preparar los materiales que se van a utilizar

Rotular el tubo de ensayo vy la caja Petri con Agar Mueller — Hinton a utilizar

Dispensar 3ml de solucion salina en un tubo de ensayo

P w N e

Tomar con un hisopo estéril una colonia del cultivo y suspenderla en solucion salina.
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5. Medir en el densitometro la turbidez del in6culo, que debe ser equivalente a 0,5 en la
escala McFarland, tener precaucion de limpiar con gasa estéril el fondo del tubo.

6. En caso de ser menor a 0,5 McFarland se procederd a tomar otra colonia y disolver
hasta llegar a la escala indicada.

7. En caso de ser mayor a 0,5 McFarland se procedera a agregar solucion salina al
indculo.

8. Impregnar el 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.

9. A continuacion, se colocan los discos utilizando una pinza previamente flameada y
fria y colocar los discos de Ceftazidime 30 ug, Ceftazidime + Ac.Clavulanico 30/10

ug, Cefotaxime, Cefotaxime + Ac. Clavulanico 30/10 ug.
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10. Finalmente se coloca en la incubadora con una temperatura de 35°C +/- 2°C y se
realiza la lectura dentro de las 10 a 18 horas.
11. Repetir el mismo proceso con la cepa control positivo y negativo.
7. OBSERVACIONES:

Reporte:
Para todas las cepas productoras de ESBL confirmadas:

Reportar el nombre de la bacteria mas productora de BLEE; ya que se usan los puntos
de corte actuales de cefalosporina y aztreonam; por lo tanto, la interpretacion de la prueba
debe informarse como resistente para todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam.

Discos combinados:

Medir en milimetros los diametros de las zonas de inhibicion completas (incluyendo el
didmetro del disco).

Los resultados se interpretan de la siguiente manera:

a) Positivo. Incremento del diametro de inhibicion de ceftazidime, cefotaxime o
cefepime en presencia de 4acido clavuldnico >5 mm respecto al de la cefalosporina
correspondiente sin acido clavulanico

b) Negativo. No incremento o diferencia <5 mm en los halos de inhibicion de las
cefalosporinas con acido clavulanico respecto a los de las cefalosporinas correspondientes

sin acido clavulanico. Los resultados positivos se interpretan segun la tabla:
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Mecanismo de
) ) CTX CTX+CLA CTX+CLO
resistencia
CTX+CLAO > 5 mm - -
BLEE
CTX+CLA+CLO - <4 mm >5 mm

Nota: Comparar siempre con el control positivo y negativo

Sinergia de Discos:

Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicién. Los resultados se
interpretan de la siguiente manera:

a) Positivo. Ampliacién del halo de inhibicidn de cefotaxime, ceftazidime, cefepime o
aztreonam en la zona préxima al disco con amoxicilina-acido clavulanico (sinergia) o
presencia de una "zona fantasma" (inhibicién del crecimiento) entre las cefalosporinas o
aztreonam Y el inhibidor. Usualmente el halo se deforma adquiriendo formas ovaladas o
con cola de pescado.

b) Negativo. No ampliacion de los halos de inhibicion de cefotaxime, ceftazidime,
cefepime o aztreonam ni presencia de "zona fantasma" (inhibicion de crecimiento entre

las cefalosporinas y el inhibidor de betalactamasas). Se interpreta de la siguiente manera:
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Mecanismo de Positivo Negativo
resistencia
BLEE Deformacion del halo de Halos de inhibicion bien
inhibicion  (sinergia)  entre definidos, no existe
cefotaxime, ceftazidime, ampliacion del halo de

cefepime o aztreonam, con el

disco de amoxicilina-acido.

cefotaxime, ceftazidime,
cefepime o aztreonam hacia
la zona proxima al disco de
amoxicilina-acido

clavulénico.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:
CLSI. (2017). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.
SEIMC. (2015). Procedimientos en Microbiologia Clinica.

ELABORADO POR:

REVISADO Y APROBADO POR:

e Edgar Jara
e Diana Ramon
e Sthefany Torres

Lcda. Carmen Ullauri
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= LABORATORIO CLINICO FENOTIPICA DE AmpC

1. INTRODUCCION O FUNDAMENTO:

Betalactamasas AmpC: Son enzimas que cuando algunas bacterias las portan o producen
generan resistencia a ciertos antibidticos 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 cromosémicas 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 y aproximacion de discos.

2. OBJETIVO:
Detectar por los métodos de sinergia 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 realizaran 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 Resistencia 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.

4.3 Estudiantes: Tamizaje de cepas probables productoras de enzimas AmpC y procesamiento.

5. MATERIALES
Cefotaxima (30 ug)
e Ceftazidima (30 ug)

e Cefoxitina (... ug)

e 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
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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 fisioldgico o agua destilada

estéril por cada cepa en cultivo puro al que se le vaya a realizar la determinacion.

6.1.2 Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de suero fisiologico 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 separacion éptima de los discos puede variar en funcion de la cepa.

6.1.5 Incubar de 35-37°C durante 16-20 horas (Ardanuy, Cercenado, Morosini, & Torres,

2011).

APB

CTX

Oy OO0

CAZ
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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 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 éptima de los discos puede variar en
funcién de la cepa.

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

Consideraciones:

e Hay que tener en cuenta los diametros de inhibicidn con el fin de ajustar la distancia de
separacion 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.
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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

generacion como Cefepime.

7. OBSERVACIONES:
La interpretacion de los resultados de la prueba de sinergia de doble discos se realizara

de la siguiente manera:
Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicion.

v" Positivo: Ampliacion del halo de inhibicion de cefotaxima o ceftazidima en la zona préxima
al disco con cloxacilina o acido boronico (sinergia) o presencia de una “zona fantasma”
(inhibicidén del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor.

v Negativo: No ampliacion de los halos de inhibicion de las cefalosporinas ni presencia de

“zona fantasma”.

El resultado positivo se informard como cepa portadora de AmpCp (Plasmidico).

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

comunes, especiales e infecciosos.

7.1 La interpretacion de los resultados de aproximacién de discos (antagonismo) se
realizara de la siguiente manera:

Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicion.
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v" Positivo: Se observa un achatamiento del halo (D invertida) de cefotaxima o ceftazidima en la
zona proxima al disco con cefoxitina y en el caso de sinergia se observa una deformacién del
halo de la cefalosporina hacia el acido fenil borénico.

v" Negativo: No se observa achatamiento ni deformacion del halo de inhibicion de las

cefalosporinas.

El resultado positivo se informard como cepa portadora de AmpC.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

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/procedimientosmicrobiologia/se

imc-procedimientomicrobiologia39.pdf

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

mc-procedimientomicrobiologia55.pdf
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1. Introduccion:

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

Pueden ser serin betalactamasas o metalobetalactamasas seguin tengan en su sitio activo serina
0 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 considerardn para su deteccion
método de sinergia de discos, discos combinados, inactivacion de carbapenémicos y método
colorimétrico.
2. 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 seran aplicados como parte del proyecto de investigacion titulado:
“Caracterizacion molecular de betalactamasas aisladas de muestras de orina procedentes del
Hospital Isidro Ayora-Loja” y se realizaran 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 Yy

procesamiento.

5. Materiales:
4.1 Materiales para el método de sinergia de doble disco:
e Tubo de ensayo con 3ml de solucién salina esteril
e Caja de Petri con medio Muller-Hinton
e Hisopo estéril
e Densitometro

e Lampara de alcohol

e Pinza metélica e Disco con Acido Fenil borénico
e Disco con Meropenem (10 ug) ¢ Incubadora
e Disco con EDTA (1000 pg) e Guardian

4.2 Materiales para el método de discos combinados con inhibidor:
e Tubo de ensayo
e Caja de Petri con medio Mueller-
Hinton
e Solucion salina estéril.

e Hisopo estéril
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e Densitometro e Disco con Meropenem/EDTA
e Lampara de alcohol (10/1000 pg)

e Pinza metélica e Disco con Meropenem/cloxacilina
e Disco Meropenem (10 pg) (10/500-750 pg)

e Disco de Meropenem /4cido e Incubadora

borénico (10/600 ug) e Guardian

4.3 Materiales para el método inactivacion de carbapenemasas:

TSB (alicuotas de 2 ml)

Discos Meropenem (10 pg)

Asas de inoculacion (1-uL o 10-pL).
Solucién salina esteril

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

Tubos Eppendorf

6. Procedimiento:

6.1. Procedimiento para el método de sinergia de doble disco:

Rotular con el codigo correspondiente el tubo de ensayo con suero fisioldgico estéril y la
caja de Petri con Mueller-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 solucién salina estéril y
suspender las colonias en esta solucion.

Ajustar la turbidez de la suspension en el densitometro al 0,5 McFarland.
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Sumerja un hisopo de algodon estéril en la suspension ajustada, elimine el exceso de
liquido presionando firmemente contra las paredes internas del tubo.

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

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 fenilboronico.

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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6.2. Procedimiento para el método de discos combinados con inhibidor

Rotular con el codigo correspondiente el tubo de ensayo con suero fisioldgico estéril y la
caja de Petri con Mueller-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 suspension en el densitdmetro al 0,5 McFarland.

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.

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 esteéril.

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.

Repetir la esterilizacion de la pinza y se toma un disco de meropenem/cloxacilina,
meropenem/acido fenilborénico y meropenem/EDTA

Incubar a temperatura de 35 £ 2 °C, durante 16-20 horas.
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6.3. Procedimiento para el método inactivacion de carbapenemasas:

Rotular los tubos Eppendorf para cada aislamiento a ensayar, y emulsionar bacterias
(1 uL) 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 pg 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 incubacion de la suspension, preparar la suspension 0.5 de
McFarland (usando el método directo) de E. coli ATCC 25922 en solucion salina
esteril.

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 un
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
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e 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
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 incubacién, medir las zonas de inhibicion como para el método
rutinario de difusion de disco.

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

7. Observaciones:
7.1. Interpretacion de resultados para el método de sinergia de doble disco:

Se reportara el resultado de la siguiente manera:

e Positivo: ampliacién 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”.

Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo
de resistencia

Carbapenemasa de Clase A
Serincarbapenemas: KPC, SME,
NMC-A, IMI, PER, GES, SFO, SFC, IB
y/o Hiperproduccion de AmpC
Carbapenemasa de Clase B

Metalo betalactamasas: VIM, GIM,
SIM, NDM, IMP y SPM.

Resultado

Sinergia carbapenémico- acido boroénico

Sinergia carbapenémico-acido
dipicolinico
o Sinergia carbapenémico-EDTA

Fuente: SEIMC 2011
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7.1.1.  Reporte de resultados:

o SME/NMC: No se recomienda el uso de penicilinas, cefalosporinas (1ra y 2da generacion)
y carbapenems independientemente de la sensibilidad in vitro. Opciones de tratamiento
(requieren demostrar sensibilidad): amoxicilina/clavulénico, 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/clavulénico, piperacilina-
tazobactam, y aagentes 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.
7.2. Interpretacién de resultados para el método de discos combinados con inhibidor:

7.2.1. Obtencion y expresion de resultados: Medir en milimetros los diametros 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 del didmetro de inhibicion del carbapenémico
con inhibidor respecto al del carbapenémico.
o Negativo: No hay diferencia o incremento <5 mm en el halo de inhibicién del
carbapenémico con inhibidor respecto al del carbapenémico.

Los resultados positivos se interpretan segun la tabla siguiente:
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Resultado

Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo  de
resistencia

CAR+BOR > 5mm CAR y
1
CAR+CLO < 5mm CAR

Carbapenemasa de Clase A: KPC, SME, NMC-A,
IMI, PER, GES, SFO, SFC, IB

CAR+DPA > 5mm CAR
CAR+EDTA > 5mm CAR

Carbapenemasa de Clase B: VIM, GIM, SIM,
NDM, IMP y SPM.

CAR+BOR y CAR+CLO >
5mm CAR

Hiperproduccion de AmpC o Hiperproduccién de
AmpC + Carbapenemasa de Clase A

Fuente: CLSI 2017

7.2.2. Limitaciones del procedimiento:

Los métodos basados en la utilizacién de acido boronico pueden presentar baja

especificidad y pueden producirse resultados falsos positivos debido a la

hiperproduccion de enzimas de tipo AmpC ya que también es un inhibidor de estas

enzimas. Adicionalmente, los métodos fenotipicos resultan inadecuados para la

deteccidn de las carbapenemasas tipo OXA.

7.3. Reporte de resultados para el método inactivacion de carbapenemasas.

7.3.1. Interpretacién de resultados:

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 inhibicion o inhibicién limitada del crecimiento de la E.

coli ATCC 25922 susceptible a meropenem.
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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 inhibird el

crecimiento de E. coli susceptible a meropenem ATCC 25922.

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

puede confirmar por este método.

7.3.2.  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".
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Fecha: [/ [

FORMATO DE CONFIRMACION DE PRODUCCION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS

BLEE
Sinergia de discos Discos combinados
o 9

§ g = g CRO . CAZ CAZIC | Interpreta CTX CTX/ | Interpretaci Control de
28| g £ FEP Control LA cion de CLA 6n de calidad
SE| 2% AMC de Resultado resultado
© (O CAZ calidad

ATM

SIGNIFICADO DE SIGLAS:

CRO: Ceftriaxone

FEP: Cefepime

AMC: Amoxicilina

CAZ: Ceftazidime

ATM: Aztreonam

CTX: Cefotaxime

CAZ/CLA: ceftazidime/ ac. Clavulanico
CTX/CLA: cefotaxime/ ac. Clavuldnico

Obtencion y expresion de resultados
Prueba de Sinergia de Discos:
. Positivo: Ampliacién del Halo de inhibicién de cefotaxime, ceftazidime, cefepime o aztreonam en la “zona
fantasma” (inhibicidn del crecimiento) entre las cefalosporinas o aztreonam y el inhibidor.
. Negativo: No ampliacidn de los halos de inhibicién de cefotaxime, ceftazidime, cefepime o aztreonam ni
presencia de “zona fantasma”.

Prueba de Discos combinados:
. Positivo: Incremento del halo de inhibicidon (>5mm) de ceftazidime o cefotaxime con inhibidor en
presencia de ceftazidime o cefotaxime sin inhibidor.
. Negativo: No incremento o diferencia (<5 mm) en los halos de inhibicidn de ceftazidime o cefotaxime con
inhibidor respecto a los de ceftazidime o cefotaxime sin inhibidor.
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FORMATO DE CONFIRMACION DE PRODUCCION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS
AMP C
Sinergia de discos Disco combinados
Coc?e:go Germen FOX , conrroL | FEP | FEP/ [ CTX [ CcT |
. INTERPRETACION
Muestra aislado g&g RESULTADO DE CALIDAD CLO CLO RESULTADO CONTROL DE CALIDAD
INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Significado de siglas: AMPC:

FOX = Cefoxitin SINERGIA DE DISCOS

CAZ = Ceftazidime Positivo. Ampliacién del halo de inhibicion de cefotaxime o ceftazidime en la zona préxima al disco con

CLO = Cloxacilia cloxacilina o presencia de una "zona fantasma". Cepa portadora de AmpCp.

FEP= Cefepime Negativo. No ampliacién de los halos de inhibicion de las cefalosporinas ni presencia de "zona fantasma".

i DISCOS COMBINADOS:
CTX= Cefotaxime Positivo. Incremento del diametro de inhibicién de ceftazidime o cefotaxime en presencia de cloxacilina o acido
FEP/CLO = Cefepime/Cloxacilina borénico 25 mm al de la cefalosporina correspondiente sin inhibidor.
CTX/CLO = Cefotaxime/Cloxacilina Negativo. No diferencia o diferencia <5 mm en los halos de inhibicion de las cefalosporinas con cloxacilina o
acido borénico con respecto al de las cefalosporinas correspondientes sin inhibidor. El resultado positivo se
informara como cepa portadora de AmpCp.
CONTROL DEL CALIDAD:
Positivo: presencia de halo en forma de D

Negativo: no modificacion de halos de inhibicién
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UMNIVERSDED NACHOMAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HURMARMA
LABORATORIO CLINICO

. CODIGD: RE004
FORMATO DE COMFIRMACION DE REVISION: 1 EDICION:L
PRODUCCION FENOTIFICA DE _FECHA:
CARBAFPEMEMASAS PAGINA: 1/1

FORMATO DE CONFIRMACION DE PRODUCCION FENOTIPICA DE BETALACTAMASAS

CARBAPENFMASAS Fecha: /[ !
Sinergia de dizoos
Codigo de . Dizcos combinados Alétodo directo Inactivacion
Muestra Microorga-mismo
identificado AL Comiral de Incerpresncion | Comirel de Fesulerdo Comiral de Fesultndn Canerol de
APFE calidad ATE AL EnL AD Lo aD de reznlesdo calidad calidad calidad
FDL ATE EDL CLO
INTERPRETACION DE RESULTADOS. INTERPRETACION DE RESULTADOS. SIGMIFICADO DE SIGLAS:
Sinergia de discos: Inactivacién de carbapenemasas MM = Meropenem
Positivo: Ampliacion del halo de inhibicidn del carbapenémico en la zona cercana al disco de - Positivo: Halo de 6-15 mm o presencia de colonias intra OXA = Oxaciling
inhibidor (sinergia) o presencia de una “zona fantasma” entre el carbapenémico y el inhibidor. halo en una zona de 16-18 mm APB = Acido fenilbordnico
Sinergia MM/AFP identifica Carbapenemasa de Clase A yfo hiperproduccion de AmpC. Sinergia - Megativo: Halo mayor o igual a 19 mm EDL = EDTA
MM/EDTA identifica carbapenemasa de Clase B - Indeterminado: Halos de entre 15-18 mm, CLO = Cloxaciling
Megativo: Mo ampliacion de los halos de inhibicidn del carbapenémico ni presenciz de “zona carbapenemasa no se puede detector por este meétodo. MM/SCLO = Meropenem J Cloxacilina

fantasma”.

Discos combinados
Positivo: Incremento de hale de inhibicidn =5 del carbapenémico con inhibidor con respecto el
Carbapenémico
Megativo: Mo hay incremente de halo de inhibicidn =5 del carbapenémico con inhibidor con
respecto el carbapenémico

MM/APB = Mercpenem [ Acido fenilborénico
MM/EDTA= Meropenem / EDTA

REPORTE:

1. Sinergia de discos, e inactivacion se
reportarda como POS (Positivo)l/ MEG

(Megativo).

2. Discos combinados

se reportard la

medida del Halo de inhibicion en mm.
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ANEXO FOTOS

Imagen 1. Recuperacion de las cepas control. 1zquierda cepa Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 control positivo. Derecha Escherichia coli ATCC 25922 control negativo.

Imagen 2. Recuperacion bacteriana en el medio de Agar
sangre.



Cepas control
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Imagen 3. Control negativo ATCC 25922
identificacion fenotipica BLEE. No hay
sinergia entre las cefalosporinas y el inhibidor
de betalactamasa.

Imagen 5. Control positivo BLEE ATCC 700603.
Sinergismo y deformacion del halo de la
cefalosporina en la zona préxima al disco de
acido clavulanico.

Imagen 4. Control negativo ATCC 25922
identificacion fenotipica BLEE. No existe
incremento >5 mm entre la cefalosporina con
acido clavulanico con respecto a la cefalosporina
sin acido clavulanico

Imagen 6. Control positivo BLEE ATCC 700603.
Hay incremento del halo entre cefotaxime y
ceftazidime con &cido clavuléanico >5mm frente a
la cefalosporina correspondiente sin &cido
clavulanico.
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Imagen 8. Cepa control positivo ATCC BAA 1705

Imagen 7. Cepa control positivo ATCC BAA ara test confirmatorio de carbapenemasas
1705 para test confirmatorio de carbapenemasas. P -/ Daper - i
. - . . Aumento de diametro del halo de inhibiciéon >5
Izquierda: Sinergismo entre el carbapenémico en - S
la zona cercana al disco del inhibidor (APB) mm entre el carbapenémico con inhibidor, frente al
' carbapenémico sin inhibidor

Imagen 9. Cepa control negativo ATCC BAA Imagen 10. Cepa control negativo ATCC BAA
1706 para test confirmatorio de carbapenemasas. 1706 para test confirmatorio de carbapenemasas.
No se observa ampliacion del halo entre el No existe aumento > 5mm entre el

carbapenémico  con inhibidor frente al

carbapenémico y el inhibidor.
carbapenémico solo.
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Imagen 11. Escherichia coli, BLEE positiva identificada mediante
el método de sinergia de discos en agar Mueller Hinton, se
observa ampliaciéon del halo de la ceftriaxone, ceftazidime y
aztreonam en la zona proxima al disco de amoxicilina- &cido
clavulanico.

Imagen 12. Escherichia coli, productora de BLEE. Izquierda: Discos combinados con inhibidor
positivo, se observa un aumento en el halo de inhibicion del disco de cefotaxime/acido
clavulanico >5 mm en relacion a la cefotaxime sin inhibidor. Derecha: Sinergia de discos, se
observa ampliacion del halo de inhibicion de cefotaxime en la zona préxima al disco de
amoxicilina-acido clavulanico.
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Procesamiento de muestras

Imagen 14. Siembra del in6culo en placa de agar

Imagen 13. Preparacion del indculo bacteriano. .
g P Mueller Hinton.

Imagen 15. Seleccion de antibi6ticos para pruebas

o Imagen 16. Distribucion de discos de antibiéticos
fenatipicas de betalactamasas.

para pruebas fenotipicas de betalactamasas.
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Imagen 17. Cepa de E. coli no productora de Imagen 18. Cepa de E. coli productora de
betalactamasas. betalactamasas, detectada mediante test de
sinergia.

Imagen 19. Cepa de E. coli productora de betalactamasa de
espectro extendido, identificada mediante test de sinergia.



112

Anexo N° 21
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CERTIFICA:

Haber revisado la traduccion al inglés del resumen de la Tesis titulada “Escherichia coli
productora de betalactamasas aisladas de urocultivo de usuarios del Hospital Isidro
Ayora- Loja”, autoria del Sefior Jhordy Alexis Cérdova Balcazar, con numero de cédula
1105445850, egresado de la carrera de Laboratorio Clinico, de la Universidad Nacional de

Loja; cuyo resumen es correcto y hace referencia al contenido del citado trabajo.

Lo certifico en honor a la verdad y autorizo al interesado, hacer uso del presente en lo que a

sus intereses convenga.

Loja, 17 de octubre de 2018.

. = ,
Lic. Cristian Efrain Flores Pasaca.

Docente De La Carrera De Idioma Inglés.

I.D 1105164907 Registro Senescyt: 1008-2018-1987031



