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1. Título 

Enterobacterias productoras de betalactamasas causantes de infecciones de vías 

urinarias en usuarios del laboratorio clínico MEDILAB de Loja. 
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2. Resumen 

La resistencia bacteriana es frecuentemente adoptada por enterobacterias que son el 

principal agente causal de las infecciones de vías urinarias (IVU). El presente estudio de tipo 

descriptivo y de corte transversal tuvo como objetivo identificar la presencia de 

enterobacterias causantes de infecciones de vías urinarias que hayan desarrollado resistencia 

a la antibioticoterapia, determinar la incidencia de las enterobacteria causante de IVU y 

establecer la prevalencia según los microorganismos pertenecientes a la familia 

enterobacteriaceae productores de betalactamasas en relación al género y la edad; categorizar 

las enterobacterias según cada servicio del laboratorio MEDILAB. De 172 muestras 

procesadas se identificaron 64 enterobacterias de las cuales el agente bacteriano mayormente 

aislado fue Escherichia coli con 68,75%, la incidencia de enterobacterias causantes de IVU 

fue de 37,20%. Existieron 22 cepas que presentaron mecanismos de resistencia bacteriana 

confirmadas como betalactamasas de espectro extendido (BLEE) siguiendo las instrucciones 

de la tabla 3A del manual del Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI) M100-

S28, de las cuales el microorganismo con mayor prevalencia fue Escherichia coli con 72,72% 

(16); 10 afectaron al sexo femenino con 62,5%  y 6 al sexo masculino con 37,5%; según la 

edad, de 16 cepas de Escherichia coli productora de BLEE mayor número de casos existió en 

adultos mayores de 65 años con 31,25%(7). Según las áreas de atención existió mayor 

frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE provenientes del área de consulta externa 

con 95,45% que corresponde a 21 casos. 

Palabras Clave: Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), Enterobacterias, 

Infección de vías urinarias. 
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Summary 

Bacterial resistance is frequently adopted by enterobacteria which are the main causative 

agent of urinary tract infections (UTI). The objective of this descriptive and cross-sectional 

study was to identify the presence of enterobacteria causing urinary tract infections that have 

developed resistance to antibiotic therapy, determine the incidence of the enterobacteria 

causing UTI and establish the prevalence according to the microorganisms belonging to the 

family enterobacteriaceae producing beta-lactamases in relation to gender and age; categorize 

enterobacteria according to each MEDILAB laboratory service. Of 172 processed samples, 

64 enterobacteria were identified, of which the bacterial agent mostly isolated was 

Escherichia coli with 68.75%, the incidence of enterobacteria causing UTI was 37.20%. 

There were 22 strains that showed bacterial resistance mechanisms confirmed as extended-

spectrum beta-lactamases (ESBL) following the instructions in Table 3A of the Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) manual M100-S28, of which the microorganism with 

the highest prevalence it was Escherichia coli with 72.72% (16); 10 affected the female sex 

with 62.5% and 6 the male sex with 37.5%; according to age, of 16 strains of ESBL-

producing Escherichia coli, a greater number of cases existed in adults over 65 with 31.25% 

(7). According to the areas of attention, there was a greater frequency of ESBL-producing 

enterobacteria from the outpatient area with 95.45%, corresponding to 21 cases. 

 

Key words: Extended Spectrum Betalactamases (ESBL), Enterobacteria, Urinary tract 

infection (UTI). 
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3. Introducción 

La infección de vías urinarias (IVU) es la patología de origen infeccioso más frecuente 

siendo las enterobacterias las causantes del 80% de las mismas, de entre las cuales destaca 

como principal agente causal Escherichia coli, que afecta principalmente al sexo femenino 

debido a la longitud más corta de la uretra, el resto de infecciones son producidas por otras 

enterobacterias como Proteus mirabilis y Klebsiella spp, estos agentes han desarrollado 

mecanismos de resistencia para asegurar su supervivencia. (Alvarado, 2016).  

Según la Organización Mundial de la Salud, “La resistencia a los antimicrobianos es la 

capacidad que tienen los microorganismos de impedir que los antimicrobianos actúen contra 

ellos. En consecuencia, los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las infecciones 

persisten y pueden transmitirse a otras personas”. (OMS, 2018) Esto puede atribuirse a 

diferentes mecanismos, sin embargo, en bacilos gramnegativos, el más frecuente es la 

producción de enzimas tipo betalactamasas. (García & Gándara, 2010).  

Existe una clasificación molecular de las betalactamasas según Ambler (1980) y una 

clasificación funcional por Bush-Jacoby-Medeiros, basada en los perfiles de substratos e 

inhibición de las betalactamasas, este es la más utilizada ya que se puede correlacionar con 

las características fenotípicas del aislamiento. (Bush, 2010). 

En un estudio de vigilancia realizado en Europa y Brasil durante 3 años en mujeres entre 

18 a 65 años denominado “Aspectos clínicos y epidemiología de resistencia a los 

antimicrobianos en mujeres con cistitis: implicaciones para la terapia empírica” se concluye 

que la especie bacteriana más frecuentemente aislada es Escherichia coli con un 79,2%; entre 

los países europeos que estaban dentro de este estudio destaca España que según los 

resultados indican una prevalencia mayor del 50% de resistencia de Escherichia coli 

productoras de BLEE. (Pigrau, 2013). 
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Hace unos años, el agente asociado con la producción de BLEE más frecuente era 

Klebsiella pneumoniae, en la actualidad ha sido desplazado por Escherichia coli, mayormete 

producida fuera del ámbito hospitalario como causa de IVU en pacientes de atención 

primaria; otro aspecto epidemiológico destacable es la presencia de enterobacterias 

productoras de betalactamasas cromosómicas AmpC, producida por Enterobacter aerogenes 

que ha ocasionado brotes epidémicos en distintos países. (Auqui, 2016).  

Tanto en BLEE y AmpC, los antibióticos carbapenémicos mantienen su actividad, sin 

embargo, existen actualmente betalactamasas de tipo carbapenemasas que confieren 

resistencia a estos antibióticos. (Oteoa, 2014). Como lo indica un estudio realizado en 

Colombia se evidenció la presencia de carbapenemasas de las cuales el principal agente 

causal fue Klebsiella penumoniae (92,7%). (Pigrau, 2013). 

Los usuarios y la comunidad en general desconocen la importancia que requiere las IVU 

por ende existe mal uso de antibióticos o automedicación lo que predispone a las 

enterobacterias una posible producción de mecanismos de resistencias que podría llegar a 

aumentar la prevalencia de betalactamasas en nuestro entorno, para poder seleccionar el 

tratamiento correcto evitando el aumento de fracasos terapéuticos es necesario identificar la 

cepa productora de betalactamasas. (Villavicencio, 2015). 

Es por ello que el presente trabajo de investigación, de tipo descriptivo y de corte 

transversal, aporta con datos de nuestra localidad, permitiendo identificar los principales 

agentes causales de IVU y la presencia de enterobacterias que son productoras de enzimas 

betalactamasas según edad, sexo y relacionarlos con el área de servicio de procedencia de la 

muestra.  
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4. Revisión de literatura 

4.1 Infecciones de vías urinarias 

La infección de vías urinarias consiste en la colonización y multiplicación microbiana, 

habitualmente bacteriana, se produce en cualquier parte del aparato urinario, la infección que 

se limita a la vejiga puede ser dolorosa y molesta, sin embargo puede tener consecuencias 

graves si se extiende a los riñones, los síntomas y signos consisten en polaquiuria, disuria, 

hematuria, piuria y puede ocasionar septicemia. (Gonzalez, 2016). 

    4.1.1. Factores predisponentes. 

    Los factores predisponentes según Koneman (2018) son:  

Edad. La prevalencia de las infecciones urinarias varía la edad del paciente, en recién 

nacidos y lactante es más común en varones con una prevalencia global de 1%, la mayoría de 

estas infecciones se asocian con anormalidades congénitas, mientras que en niños de edad 

escolar mayor prevalencia existe en mujeres lo que se mantiene constante en la adultez.  

Sexo. Las mujeres sexualmente activas son por mucho la población con mayor riesgo de 

tener una IVU debido a que el coito facilita que las bacterias provenientes de la flora perineal, 

se unan al epitelio urinario, otro aspecto por el cual las mujeres son más susceptibles que los 

hombres es la longitud más corta de la uretra.  

Pacientes hospitalizados. Individuos que se encuentran en riesgo de infección urinaria son 

los pacientes cateterizados en forma crónica debido a que un cuerpo extraño como el catéter 

urinario garantiza su colonización a los 5 días de colocación, la bacteriuria asintomática 

resultante no es dañina por si mima pero expone al paciente a la aparición de infección 

sintomática como pielonefritis y sepsis urinaria. 
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Manejo de antibióticos. La resistencia a los antibióticos es un problema de gran 

importancia en la infección urinaria ya que incrementa tanto su morbilidad como los costes 

que genera, por lo tanto al momento de seleccionar los antibióticos en usuarios con 

infecciones de vías urinarias se prefiere el antibiótico menos toxico, con menos efectos 

secundarios, que sea fácil de administrar y que sea económico. (Pigrau, 2013). 

4.2 Enterobacterias  

Son un grupo heterogéneo y extenso de bacilos gramnegativos cortos con forma de bastòn, 

por lo general de 1-3 μm de largo y 0,5 μm de diámetro, cuyo hábitat natural es el intestino 

del ser humano y de los animales. (Jawetz, 2010). Las enterobacterias son anaerobios o 

aerobios facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una 

estructura antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de virulencia. 

(Mateos, 2010). 

4.2.1. Estructura. Su envoltura celular se caracteriza por una estructura multilaminar 

formada por una membrana interna o citoplasmática que consiste en una doble capa de 

fosfolípidos que regulan el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas; la capa 

siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con un espacio 

periplásmico que contiene una elevada concentración de proteínas y la membrana externa 

compleja consiste en otra doble capa de fosfolípidos que incluyen lipopolisacáridos (LPS) en 

la parte más externa, son un importante factor de virulencia, lipoproteínas, proteínas porinas 

multiméricas que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los antibióticos 

betalactámicos y otras proteínas de la membrana externa, entre estas proteínas hay algunas 

organelas complejas que irradian hacia el exterior: los flagelos, estructuras que se utilizan 

para la locomoción y que provienen de una estructura basal localizada en la membrana 

interna, las fimbrias o pili poseen una importante función como adhesinas y los pili sexuales 

son estructuras presentes en las bacterias que contienen plásmidos conjugativos y que las 
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bacterias utilizan para mediar la transferencia conjugativa de ADN del plásmido. (Mateos, 

2010). 

El LPS tiene tres dominios principales: el esqueleto de lípido A también conocido como 

endotoxina es la parte biológicamente activa de la molécula que el huésped reconoce; el 

oligosacárido fosforilado central (core) y las cadenas laterales de oligosacárido de repetición 

unido al LPS se conoce como antígeno O, este antígeno es la base para la clasificación de los 

serogrupos junto con otros factores media la resistencia bacteriana al efecto bactericida del 

suero normal siendo capaces de sobrevivir más tiempo en sangre y causar infecciones 

hematógenas diseminadas. (Mateos, 2010). 

4.2.2. Patógenos específicos.  

Escherichia coli. Estas bacterias pueden ser móviles o inmóviles, la mayor parte de ellas 

fermentan la lactosa y son capaces de producir indol a partir de triptófano, además de 

producir infecciones entéricas también pueden ocasionar infecciones extraintestinales como 

las IVU, infecciones respiratorias y del sistema nervioso central. (Mateos, 2010). 

Klebsiella spp. Produce infecciones urinarias y bacteriemia con lesiones focales en 

pacientes débiles, estas bacterias figuran entre las 10 principales bacterias patógenas que 

ocasionan infecciones hospitalarias. (Jawetz, 2010). 

Enterobacter spp. Estas bacterias fermentan lactosa, pueden contener cápsulas que 

producen colonias mucoides, son móviles, suelen colonizar a los pacientes hospitalizados en 

particular a los tratados con antibióticos, la mayor parte de las cepas poseen una 

betalactamasa cromosómica denominada AmpC que las vuelven intrínsecamente resistentes a 

la ampicilina y a las cefalosporinas de primera y segunda generaciones (C1G) (C2G), las 

mutantes suelen producir en exceso betalactamasa que confiere resistencia a las 

cefalosporinas de tercera generación (C3G). (Mateos, 2010). 
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Serratia spp. Se trata de gérmenes oportunistas, móviles que fermentan la lactosa con 

lentitud o no la fermentan, entre las infecciones nosocomiales provoca el 2% de las IVU, el 

tratamiento antibiótico es complicado por la frecuencia elevada de resistencia a múltiples 

fármacos como aminoglucósidos y penicilinas; las infecciones se pueden tratar con C3G. 

(Jawetz, 2010). 

Proteus spp, Providencia spp y Morganella spp. Estos géneros son lactosas negativas, 

móviles, producen fenilalanindesaminasa, existen varias especies de Proteus, pero P. 

mirabilis y P. vulgaris representan la inmensa mayoría de los aislados clínicos ya que ambos 

producen ureasa, el último es indol positivo y producen ácido sulfhídrico (H2S), se 

diferencian de los bacilos enterobacterianos típicos al expresar fimbrias y flagelos para dar 

bastones muy alargados con miles de flagelos que translocan con rapidez a través de la 

superficie de placas de agar, algunas especies como: Providencia stuartii  se aísla rara vez, 

excepto a partir de la orina de enfermos en residencias o en ancianos con catéteres urinarios 

insertados durante largo plazo; Morganella morganii es el único miembro de su género, es un 

aislado nosocomial poco común, en general de orina o heridas; Proteus spp. Es causa de IVU, 

de modo ocasional en huéspedes sanos y con mucha frecuencia en aquellos con catéteres, 

anomalías anatómicas o funcionales del tracto urinario. (Mateos, 2010). 

Citrobacter spp. Puede causar infecciones urinarias y septicemia. (Jawetz, 2010). 

4.3. Mecanismo de resistencia de las Enterobacterias 

4.3.1. Producción de betalactamasas. En las bacterias gramnegativas el mecanismo de 

resistencia a los betalactámicos más común e importante es la producción de betalactamasas, 

enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactámico haciendo que el antibiótico pierda su 

capacidad para unirse a las proteínas de unión a la penicilina y su acción bactericida. (CLSI, 
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2018). Las betalactamasas se clasifican según los sustratos sobre los que actúan, las 

sustancias capaces de inhibirlas y la similitud en sus secuencias de aminoácidos.  

Las clasificaciones más utilizadas son las de Ambler y la de Bush-Jacoby-Medeiros; según 

Ambler (1980) distingue cuatro clases de betalactamasas en función de sus secuencias 

aminoacídicas, las de las clases A, C y D son serina β-lactamasas y las de clase B 

metalobetalactamasas dependientes de zinc.  

Por su parte, la clasificación de Bush-Jacoby-Medeiros separa las β-lactamasas en función 

de su perfil hidrolítico y de sus inhibidores y distingue cuatro categorías y múltiples 

subgrupos, dentro del grupo 2 (penicilinasas sensibles al ácido clavulánico) se encuentra el 

subgrupo 2be, que engloba a más de 200 betalactamasas de espectro extendido derivadas de 

TEM (enzimas que codifica el gen blaTEM), de SHV (enzimas que codifica el gen blaSHV) o del 

tipo CTX-M (enzima con actividad sobre contra la cefotaxima), que se caracterizan por 

generar un distinto nivel de resistencia a cefalosporinas de tercera generación, recuperable en 

presencia del ácido clavulánico. (Bush, 2010) 

Se describen a continuación los siguientes mecanismos, debido a su importancia e 

implicación clínica. 

Betalactamasa tipo AMPC  en enterobacterias. Son enzimas con serinas en el sitio activo 

y funcionan principalmente como cefalosporinasas, la primera enzima reportada con 

capacidad de hidrolizar la penicilina fue una betalactamasa tipo AmpC en Escherichia coli, 

estas enzimas según la clasificación estructural de Ambler están dentro de las 

serinbetalactamasas y de acuerdo a la clasificación funcional de Bush pertenecen al Grupo 1. 

(Ambler, 1980). 

Según  el Instituto Costarricense de Investigación y Enseñanza en Nutrición y Salud  

(INCIENSA, 2011)  estas betalactamasas se caracterizan en su mayoría por: 
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 Son resistentes a inhibidores (ac. clavulanico, sulbactam y tazobactam). 

 Son activas sobre aztreonam, cefamicinas (como cefoxitina) y C1G, C2G y en menor 

medida a C3G. Las cefalosporinas de cuarta generación (C4G) son las más estables. 

 Son inhibidas por aztreonam, cloxacilina, oxacilina y ácido borónico. 

La producción de AmpC puede ser constitutiva o inducible, siendo los niveles de 

producción dependientes del grado de expresión del gen blaAmpC que cuando lo hace de 

forma constitutiva, en niveles basales normales, confiere un fenotipo de resistencia natural o 

salvaje característico de la especie bacteriana o puede hacerlo a unos niveles muy superiores 

al basal, produciendo cantidades elevadas de AmpC. (Cercenado & Cantón, 2011). 

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Las BLEE tienen capacidad de hidrolizar 

y causar resistencia a penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, 

ceftazidima, cefepima) y monobactámicos (aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni 

a carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el ácido 

clavulánico, los genes que las codifican se encuentran en elementos móviles que facilitan su 

diseminación y con frecuencia presentan corresistencia a otros antibacterianos como 

aminoglucósidos, cotrimoxazol y quinolonas. (Cercenado & Cantón, 2011). 

La mayoría de BLEE pertenece a la clase molecular A de Ambler. (Ambler, 1980). Entre 

ellas se encuentran las TEM y SHV, derivadas de betalactamasas con menor espectro de 

hidrólisis, la familia CTX-M, procedente de betalactamasas cromosómicas del género 

Kluyvera spp.(Bush, 2010). Otras BLEE pertenecientes a la clase A, aunque del subgrupo 

2ber son las betalactamasas CMT (complex mutant TEM), como la TEM-50 que combinan 

una cierta resistencia a la inhibición por el ácido clavulánico junto a una mayor actividad 

frente a oximino-cefalosporinas, algunas enzimas de la familia OXA (enzimas que hidrolizan 
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la oxacilina) que pertenecen a la clase D de Ambler y grupo funcional 2de, son también 

betalactamasas de espectro extendido. (CLSI, 2018). 

Betalactamasa tipo carbapenemasa en enterobacterias. Las carbapenemasas representan 

la familia más versátil de betalactamasas, el mecanismo implicado es la producción de 

betalactamasas capaces de hidrolizar las penicilinas, en la mayoría de los casos 

cefalosporinas, y varios grados de carbapenémicos y monobactámicos (estos últimos no son 

hidrolizados por metalobetalactamasas). (CLSI, 2018). Otro grupo importante de 

carbapenemasas son las de clase A, dentro de las cuales las que tienen mayor importancia 

epidemiológica son las denominas KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) son de 

naturaleza plasmídica asociadas al trasposón Tn4401. Desde el punto de vista fenotípico, las 

enzimas KPC hidrolizan de forma eficiente penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, no 

se inhiben por el ácido clavulánico, pero sí por el ácido borónico, inhibidor que se utiliza para 

su reconocimiento fenotípico. (INCIENSA, 2011) 

4.4. Diagnóstico de laboratorio 

4.4.1. Elemental y microscópico de orina (EMO). El EMO es un examen físico y/o 

químico el cual comprende un componente macroscópico que incluye una serie de pruebas 

para determinar diversos parámetros y sustancias secretadas en la orina, se realiza mediante 

reacciones enzimáticas impregnadas en una tirilla que posee zonas reactivas, entre ellas 

nitritos, leucocitos, glucosa etc. (Cercenado & Cantón, 2011). 

Otro componente del EMO es el análisis microscópico del sedimento de orina, se busca 

principalmente la presencia de células, cilindros, cristales, este examen nos permite evaluar 

las infecciones del tracto urinario, luego de realizar un examen microscópico de orina y 

obtener resultados como nitritos positivo, bacterias +++ se considera como altamente 
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sospechoso y se procede a realizar la identificación bacteriana mediante el urocultivo. 

(Delgado, 2011). 

4.4.2. Identificación bacteriana  

4.4.2.1 Urocultivo. El cultivo de orina sigue siendo la técnica imprescindible y de 

elección para el diagnóstico de la infección del tracto urinario, pero debe reunir una serie de 

condiciones para que las bacterias crezcan adecuadamente, las cuales son: temperatura, grado 

de humedad y presión de oxígeno adecuado, así como un grado correcto de acidez o 

alcalinidad, nutrientes y factores de crecimiento necesarios además debe estar exento de todo 

microorganismo contaminante. (Preparadores de Oposicion para la enseñanza, 2010). 

Medios de cultivo. Existen numerosos medios de cultivos para sembrar una muestra de 

orina pero la elección del medio de cultivo debe contemplar la opción que permita la 

recuperación de la mayoría de los patógenos con el menor costo posible, algunas guías para el 

cultivo de enterobacterias en orina proponen el uso de agar MacConkey, agar sangre y agar 

Eosina azul de metileno (E.M.B), donde las bacterias se multiplican durante al menos 18-24 

horas para poder visualizar e identificar correctamente y continuar con las pruebas 

bioquímicas. (Horacio, 2007). 

4.4.2.2 Siembra. Debe realizarse de forma semicuantitativa usando asas calibradas de 

0,01 o 0,001 mL, con el fin de obtener información sobre el número de Unidades formadoras 

de colonias (UFC/ml) del microorganismo presente en la muestra, además proporciona 

colonias bien aisladas para su identificación y pruebas de sensibilidad antibiótica. (Horacio, 

2007). 

Según Gómez (2017) la lectura de cultivo en UFC/ml se realiza así: 

 Menos de 1.000 o 10.000 UFC, se informará: “Menos de 1.000 ó 10.000 UFC/ml”. 

 De 10.000 a 100.000 UFC. 
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 Un patógeno sin células epiteliales: informar microorganismo, número de 

colonias, antibiograma y valorar clínicamente. 

 Dos patógenos: informar microorganismos, número de colonias y solicitar nueva 

muestra. 

 Más de dos patógenos: informar “Cultivo mixto, probable contaminación”. 

 Mayor a 100.000 ó más UFC: 

 Uno o dos patógenos: informar identificación más antibiograma 

 Más de dos especies: informar “cultivo mixto, probable contaminación”.  

Características microscópicas. La tinción de Gram es, a menudo, la primera y única 

herramienta de la que nos servimos para hacer un diagnóstico provisional en el proceso de 

identificación de la mayoría de las bacterias. (Gomez, 2017).  Permite hacer diferenciaciones 

taxonómicas grampositivas, de color violeta azulado, y gramnegativas, de color granate o 

rojo-rosado, según se comporten ante esta tinción. (López, 2012). 

Características macroscópicas. La morfología de las colonias es fundamental para la 

diferenciación de los microorganismos, Escherichia coli y la mayor parte de las otras 

bacterias entéricas forman colonias circulares, convexas y lisas con bordes distintivos, 

algunas cepas producen hemólisis en agar sangre, las colonias de Enterobacter son similares 

pero un poco más mucoides y las colonias de Klebsiella son grandes, muy mucoides, tienden 

a experimentar coalescencia con la incubación prolongada. (Gomez, 2017). 

4.4.3 Pruebas bioquímicas. Estas pruebas se basan en reacciones enzimáticas 

cromogénicas que nos pueden orientar a las técnicas adicionales necesarias para hacer una 

identificación definitiva, ya que, permiten determinar las características metabólicas de las 

bacteria. (Armori, 2010). 
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Las principales pruebas bioquímicas utilizadas para la identificación bacterias 

gramnegativas son: 

Urea. Determina la habilidad de un microorganismo de hidrolizar la urea formando dos 

moléculas de amoniaco por acción de la enzima ureasa, la alcalinización del medio por el 

hidróxido de amonio hace virar el indicador de pH, es decir producen un cambio de color 

rojo-rosado en el medio. (Armori, 2010).  

Citrato. Determina la capacidad de un germen de utilizar el citrato y sales inorgánicas de 

amonio como única fuente de carbono y nitrógeno para metabolismo y crecimiento, el 

desarrollo bacteriano provoca un viraje del indicador de pH del verde al azul lo que indica la 

presencia de productos alcalinos, si se utiliza carbono del citrato de sodio también se extrae 

hidrogeno del fosfato de amonio contenido en el medio y se libera amoniaco. (Calvo & 

Cantón, 2011). 

Lisina. Esta prueba permite detectar la producción de la lisina descarboxilasa ya que 

algunos microorganismos son capaces de provocar la descarboxilación de los aminoácidos 

por inducción de enzimas específicas, de este modo si el microorganismo produce lisina 

descarboxilasa, la acción de esta enzima sobre la lisina dará lugar a la cadaverina lo que 

provocará un cambio de pH hacia la alcalinidad dando un color morado que sobrepasa la 

acidez debida a la glucosa, así pues, un fondo amarillo indica que no se produce lisina 

descarboxilasa y un color morado que si es producida.(Calvo & Cantón, 2011). 

TSI (triple azúcar hierro). Este medio se utiliza para determinar la capacidad de los 

bacilos gramnegativos para fermentar lactosa, sacarosa y glucosa, así como para determinar 

su capacidad de producir H2S y gas. (Preparadores de Oposicion para la enseñanza, 2010). 

SIM. Es un medio semisólido en donde se observan la movilidad, la producción de ácido 

sulfhídrico y la producción de indol. (Calvo & Cantón, 2011). 
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4.4.4 Antibiograma. Una vez que se ha determinado que un cultivo es significativo se 

debe realizar el antibiograma, esta es una técnica que permite estudiar in vitro la actividad de 

un determinado microorganismo frente a uno o varios antibióticos, traduciendo en una 

primera aproximación, su resultado como factor predictivo de la eficacia clínica. (Gamazo, 

2013). 

La sensibilidad de un microorganismo a un antibiótico se puede determinar: 

Modo cuantitativo. Determinando el valor de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

definido como la concentración mínima de antibiótico capaz de inhibir el crecimiento de un 

microorganismo, también es posible calcular el valor de la concentración mínima bactericida 

(CMB) que es la menor concentración de antimicrobiano capaz de eliminar un inóculo 

microbiano determinado (muerte celular). (Jawetz, 2010). 

Modo cualitativo. Indicando la categoría de susceptibilidad según (CLSI, 2018):   

 Es susceptible cuando el microorganismo es inhibido por las concentraciones 

alcanzadas por el agente antimicrobiano cuando la dosis recomendada es usada para el 

sitio de la infección. 

 Es intermedio cuando el microorganismo presenta una CMI del agente antimicrobiano 

cercana a los niveles de antibiótico usualmente alcanzando en sangre o tejidos y para 

los cuales la respuesta puede ser más baja que para los aislamientos susceptibles, esta 

categoría implica la eficacia clínica en sitios del cuerpo donde el fármaco es 

concentrado fisiológicamente o cuando se puede utilizar una dosis más alta de lo 

normal. 

 Es resistente cuando el aislamiento no es inhibido por las concentraciones séricas del 

antimicrobiano normalmente alcanzadas a dosis normales. 
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 No es susceptibles cuando el microorganismo solamente tiene la categoría de 

interpretación de susceptible, debido a la ausencia o rara ocurrencia de resistencia, 

además los aislamientos que tienen CMI por encima o un diámetro de la zona debajo 

de los valores indicados para el puto de corte como susceptible, se deben reportar “no 

susceptible”. 

Existen varios métodos para la detección de susceptibilidad antimicrobiana, algunos son: 

método de microdilucion en caldo, difusión en disco, agar dilución, E test, etc. (CLSI, 2018). 

4.4.5 Método por difusión en disco KIRBY-BAUER. Este es un método cualitativo, 

que se caracteriza por ser fácilmente estandarizable, que está indicado para microorganismos 

no exigentes de crecimiento rápido, partiendo de una muestra clínica, se debe realizar un 

cultivo puro para poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibiótica para esto se utiliza 

la técnica de aislamiento en placas que contengan un medio adecuado para la cepa en estudio. 

(CLSI, 2018). 

Fundamento. El método de disco difusión consiste en depositar en la superficie de una 

placa de agar Muller-Hinton previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel 

de filtro impregnados con los diferentes antibióticos, tan pronto el disco impregnado en 

antibiótico se pone en contacto con la superficie húmeda del agar, el filtro absorbe agua y el 

antibiótico difunde por el agar, formándose un gradiente de concentración, transcurridas 18 a 

24 horas de incubación, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibición 

de crecimiento bacteriano, para interpretación de la prueba se basada en la correlación entre 

el diámetro de la zona de inhibición (mm) con la CMI (µg/mL) para cada antimicrobiano y 

microorganismo. (Taroco, 2010). 

En el antibiograma de difusión en disco es importante establecer un orden adecuado en la 

colocación de los antibióticos, especialmente en los betalactámicos, que permita evidenciar 
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interacciones entre ellos características de distintos mecanismos; por ejemplo la amoxicilina-

ácido clavulánico al lado de C3G para la identificación presuntiva de BLEE o la cefoxitina o 

imipenem y las  C3G para detectar la inducción de la resistencia condicionada por las 

enzimas AmpC. (INCIENSA, 2011). 

Medio de cultivo. Se utiliza el medio de Muller-Hinton, es el más apropiado para las 

pruebas de sensibilidad dado que muestran buena reproducibilidad entre los diferentes lotes 

comerciales, contienen bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprim y tetraciclinas, 

son adecuados para la mayoría de las bacterias patógenas en lo que a requerimientos 

nutricionales se refiere y existen suficientes datos recopilados que avalan su uso en las 

pruebas de sensibilidad. (Bernal R. & Guzmán, 1984). 

A pesar de estas cualidades, algunos parámetros del medio se deben controlar en cada lote 

de uso, como el pH, la humedad, los efectos de timina o timidina, y la profundidad de las 

placas de agar. (Díaz & Miranda, 2015). 

4.4.6 Detección de BLEE por el Laboratorio. La detección rápida de la resistencia a 

los antimicrobianos es una prioridad en los laboratorios de microbiología clínica, su 

conocimiento ayuda a la elección del antibiótico más adecuado para el tratamiento de la 

infección, la detección de las BLEE en el laboratorio no siempre es fácil, ya que depende de 

su expresión fenotípica, esto viene condicionado por la cantidad de enzima producida por la 

bacteria y de la presencia o no de otros mecanismos de resistencia. (Calvo & Cantón, 2011). 

Su detección se basa en la capacidad de estas enzimas de hidrolizar las C3G, C4G y los 

monobactámicos, disminuyendo por tanto la sensibilidad de la bacteria a estos antibacterianos 

que pone en manifiesto el incremento de la CMI o una disminución de los halos de inhibición 

cuando se realiza la técnica de difusión con discos, otra de las características de estas enzimas 

es que son inhibidas por el ácido clavulánico y que no presentan actividad hidrolítica frente a 



19 
 

 
  

 

la cefoxitina, por lo que las cepas aparecen en el antibiograma como sensibles a este 

antimicrobiano. (Cercenado & Cantón, 2011). Se debe realizar la prueba estándar de difusión 

por disco de acuerdo con las recomendaciones del CLSI utilizando las condiciones de prueba 

y contenido de disco, especificadas para enterobacteriaceae. (CLSI, 2018). 

4.4.6.1 Pruebas fenotípicas confirmatorias de BLEE. Se han desarrollado diversas 

pruebas fenotípicas para la detección de BLEE, pero la mayoría se basan en la actividad 

inhibitoria del ácido clavulánico. (INCIENSA, 2011).  

Técnica de difusión con disco.  Se incuba la cepa en presencia de C3G (ceftazidima-CAZ 

y cefotaxima-CTX) y C4G (cefepima-FEP) al lado de amoxicilina/ácido clavulánico (AMC). 

(INCIENSA, 2011). En esta técnica la presencia de una BLEE se sospecha no solo por la 

resistencia o disminución de los halos de inhibición de algunos o todos los sustratos sino 

también por el efecto sinérgico (efecto huevo) producido entre las cefalosporinas de espectro 

ampliado o los monobactámicos y el ácido clavulánico, cuando previamente se han situado de 

forma estratégica los discos. (Calvo & Cantón, 2011). 

Técnica de discos combinados. Se incuba la cepa en presencia de C3G (CAZ y CTX), en 

presencia y ausencia de un inhibidor de betalactamasa como ácido clavulánico (CLV) 

(CAZ+CLV y CTX+CLV), se interpreta como positiva para BLEE cuando existe una 

diferencia ≥ 5 mm del halo de inhibición para la cefalosporina con inhibidor en comparación 

al halo de inhibición de la cefalosporina sola. (INCIENSA, 2011). 

Todas estas pruebas fenotípicas de detección de BLEE requieren como mínimo 48 horas 

desde que el producto patológico llega al laboratorio, que es el tiempo necesario para el 

aislamiento de la bacteria mediante cultivo y antibiograma. (Calvo & Cantón, 2011). 
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4.5. Control de calidad  

La determinación y reporte de la susceptibilidad antimicrobiana en los microorganismos 

de importancia en salud pública es una de las principales funciones del laboratorio de 

microbiologíaclínica, por esta razón es muy importante que el laboratorio cuente con un 

control de calidad interno y externo que garantice la calidad de los procedimientos y 

confiabilidad de los resultados informados a los pacientes. (Taroco, 2010). 

4.5.1. Medio de cultivo 

Se recomienda el uso de agar Mueller Hinton debe tener una profundidad de 4mm 

altamente reproducible, bajo en inhibidores que afectan la tetraciclina, sulfonamidas y 

trimetorprim sulfametoxazol, que permita el crecimiento de microorganismos no 

fastidiosos.(CLSI, 2010). 

4.5.2. Inóculo 

Se debe utilizar un inoculo con una turbidez al 0.5 de la escala de McFarland, debe 

conservarse a temperatura ambiente y en oscuridad, se puede realizar mediante suspensión 

directa ó método de crecimiento. (CLSI, 2010). 

4.5.3. Incubación 

La temperatura ideal es 35°C. (CLSI, 2010). 

4.5.4. Sensidiscos 

Según el CLSI (2010): 

 Los discos se deben almacenar a -8°C ó en congelación a -14°C hasta su uso sobre todo 

en antibióticos que son lábiles como son los betalactámicos, imipenem, cefaclor y 

combinaciones con el ácido clavulánico.  

 Sacar los discos 2 horas antes de su uso para equilibrar su temperatura al ambiente.  
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 Utilizar discos con fecha de expiración adecuada. 

 Almacenarlos con desecante.  

4.5.5. Cepas ATCC (American Type Culture Collection) 

Estas cepas de referencia ATCC se seleccionan en base a su susceptibilidad o resistencia a 

los diferentes agentes antimicrobianos y a la confiabilidad en los métodos de referencia, de 

acuerdo a la prueba de susceptibilidad y al agente antimicrobiano se selecciona la cepa 

ATCC. (CLSI, 2018). Para enterobacterias productoras de betalactamasas se  seleccionó la 

cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como control positivo de SHV-18, para el control 

de betalactamasa negativa se usó Escherichia coli ATCC 25922. (Díaz & Miranda, 2015). 
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5. Materiales y métodos 

5.1 Tipo de estudio 

La presente investigación fue de tipo descriptivo y de corte transversal. 

5.2 Área de estudio 

El estudio se realizó en el área de bacteriología del laboratorio clínico MEDILAB mismo 

que se encuentra en la ciudad de Loja, ubicado en la calle  Manuel Montero y Alfredo Mora 

esquina.  

5.3 Universo 

El universo estuvo conformado por 276 enterobacterias que fueron procesadas en el 

laboratorio clínico MEDILAB en el año 2017 lo que corresponde a 69 enterobacterias 

procesadas en 3 meses del mismo año. 

5.4 Muestra 

La muestra estuvo conformada por 172 urocultivos recibidos en el periodo Marzo-Mayo 

del 2018 de los cuales 64 fueron enterobacterias y cumplieron con los criterios de inclusión y 

exclusión. 

 Datos: 

 N= tamaño de la muestra (276 enterobacterias fueron procesadas en el año 2017 lo que 

corresponde a 69 enterobacterias procesadas en 3 meses del mismo año) 

 Z2a= nivel de confianza del 95% (1.96) 

 P: 0.5 

 q: 0.5 

 e: error seleccionado de 3% = 0.03   
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      (   )      
            

 

   
                           

       (    )                            
 

   
                      

          (  )                    
 

   
       

              
 

   
       

      
 

        

5.5 Criterios de inclusión y exclusión  

     Criterios de inclusión  

 Pacientes que asisten al laboratorio clínico MEDILAB con solicitud de urocultivo, 

durante el periodo Marzo a Mayo del 2018. 

 Cultivos primarios con crecimiento ≥ 1 000 UFC/ml (pacientes inmunodeprimidos, 

síndrome uretral femenino, punción suprapúbica o renal percutánea) o ≥ 100 000 

UFC/ml (pacientes inmunocompetentes). 

     Criterios de exclusión 

 Muestras mal recolectadas, que no ingresen en frascos estériles. 
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 Pacientes que ya hayan sido muestreados durante este estudio (no pueden haber dos 

muestras de un mismo paciente, genera sesgo de muestreo). 

5.6 Métodos, técnicas y procedimientos  

Fase pre analítica  

 Autorización por parte del responsable del laboratorio clínico MEDILAB de Loja 

para trabajar con los datos y muestras. (Anexo 1)  

 Adquisición de cepas control; Escherichia coli ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae 

ATCC 700603 (Anexo 2) 

 Obtención de la información de las muestras de los pacientes mediante el sistema de 

datos electrónico del laboratorio clínico MEDILAB de Loja. (Anexo 3) 

 Formato de registro del laboratorio, con el código, procedencia de las muestras y edad 

del paciente. (Anexo 4) 

 Transporte de cepas desde el laboratorio clínico MEDILAB hacia el Centro de 

Diagnóstico Médico de la Universidad Nacional de Loja. (Anexo 5) 

Fase analítica  

 Activación y conservación de cepas control. (Anexo 6) 

 Preparación de medios de cultivo: agar MacConkey, agar E.M.B y Muller Hinton. 

(Anexo 7) 

 Siembra de muestras con pedido de urocultivo. (Anexo 8)  

 Pruebas bioquímicas para la identificación bacteriana. (Anexo  9) 

 Antibiograma mediante la técnica de Kirby Bauer, usando la suspensión directa de 

colonias para realizar el inoculo. (Anexo 10) 
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 Tamizaje para búsqueda y confirmación de producción de BLEE. (Anexo 11) 

 Tabla 3A Pruebas para betactamasas de espectro extendido en Klebsiella pneumoniae, 

Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Proteus mirabilis del manual del CLSI M100-

S28. (Anexo 12) 

 Control de calidad de medios de cultivo, de equipos, de cepas control ATCC: para el 

control positivo de SHV-18 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y para el control 

negativo de betalactamasas Escherichia Coli ATCC 25922. (Anexo 13) 

Fase post analítica 

 Eliminación de desechos (Anexo 14) 

 Registro de resultados obtenidos según edad, género, y el área de servicio proveniente 

para la tabulación, análisis e interpretación de datos. (Anexo 15) 

 Registro de resultados de confirmación y producción fenotípica de betalactamasas tipo 

BLEE (Anexo 16) 

 Evidencias fotográfica del trabajo de campo (Anexo 16) 

 Certificación de haber realizado el procesamiento en el CDM por parte de la 

encargada, la Ing. María Jiménez. (Anexo 17) 

 Certificación de haber cumplido con la práctica del presente trabajo de investigación 

por parte de la Dra. Sandra Freire. (Anexo 18) 

5.7 Plan de tabulación y análisis de resultados 

Los resultados obtenidos son presentados mediante tablas y representaciones graficas creadas 

en Excel 2013, lo que facilitan la comprensión, nos aportan con datos epidemiológicos reales 

y actuales de nuestra localidad. 
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6 Resultados 

Tabla Nº 1  

Microorganismos bacterianos causantes de IVU de pacientes que acuden al laboratorio 

clínico MEDILAB de Loja en el periodo Marzo a Mayo del 2018 

 Bacterias Frecuencia Porcentaje 

 

 

 

Positivos 

Escherichia coli  44 68,75% 

Klebsiella pneumoniae 6 9,38% 

Klebsiella oxytoca 5 7,81% 

Proteus vulgaris 4 6,25% 

Proteus mirabilis  3 4,69% 

Enterobacter aglomerans  2 3,13% 

Total  64 100 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

 

Interpretación 

Se identificaron 64 enterobacterias de las cuales la más frecuente fue Escherichia coli con 

el 68,75% que corresponde a 44 cepas aisladas. Los resultados obtenidos concuerdan con la 

bibliografía consultada, que indica que el principal agente causal de IVU es Escherichia coli 

(Auqui, 2016). 
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Resultado Nº 2 

Incidencia de enterobacterias aisladas en muestras de pacientes con IVU que asistieron 

al laboratorio clínico MEDILAB, en el periodo Marzo-Mayo del 2018 

Para determinar la incidencia se aplicó la siguiente formula 

IA = 
                    

                                  
  x 100 

Datos:  

Nº de enterobacterias aisladas= 64  

Nº de pacientes con pedido de urocultivo = 172 

IA=? 

Desarrollo de la fórmula:  

IA = 
                    

                                  
  x100 

   
  

   
        

              

          

Interpretación 

La incidencia de enterobacterias aisladas fue de 37,20%  que corresponde a 64 cepas, del 

total de pacientes con riesgo a desarrollar IVU durante el periodo Marzo-Mayo 2018, lo que 

nos indica una incidencia relativamente menor en relación al año anterior, donde fue de 

40,11% que corresponde a 69 cepas aisladas en el 2017.  
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Tabla Nº 3 

Prevalencia de enterobacterias productoras de betalactamasas según cada 

microorganismo, en urocultivos positivos de pacientes que asisten al laboratorio clínico 

MEDILAB de Loja en el periodo Marzo a Mayo del 2018. 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

La prevalencia se determinó aplicando la siguiente fórmula: 

P = 
                       

                                
 x 100 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

Interpretación: Las enterobacterias productoras de betalactamasas fueron 22 que 

corresponde a 34,47% del total de enterobacterias aisladas, que en su totalidad fueron 

confirmadas como BLEE según la tabla 3A del manual del CLSI M100-S28. De las cuales la 

prevalencia de Escherichia coli fue 72,72% perteneciente a 16 casos, seguido por Klebsiella 

pneumoniae (3) con prevalencia de 13,64%. 

Enterobacterias Frecuencia % 

Productoras de betalactamasas 22 34,37 % 

No productoras de betalactamas 42 65,63 % 

Total 64 100% 

Productoras de betalactamasas Frecuencia  Prevalencia 

Escherichia coli 16 72,72% 

Klebsiella pneumoniae 3 13,64% 

Klebsiella oxytoca 2 9,09% 

Proteus mirabilis 1 4,55% 

Total 22 100% 
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Tabla Nº 4  

Enterobacterias productoras de betalactamasas en relación al género; en el laboratorio 

clínico MEDILAB de Loja; Marzo-Mayo 2018. 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

Interpretación  

Según las especies de enterobacterias productoras de BLEE, de 16 cepas de Escherichia 

coli, 10 afectaron al género femenino con 62,50% y 6 afectaron al género masculino con 

37,50%. El sexo femenino es más susceptible a contraer IVU, de acuerdo con la bibliografía 

consultada esto es debido a las condiciones fisiológicas que presentan; ya que la longitud del 

meato urinario es más corto en relación al sexo masculino. (Jawets, 201). 

  

Enterobacterias  

productoras de BLEE 

Sexo  

Total 

 
Femenino Masculino 

Escherichia coli 
Nº 10 6 16 

% 62,50% 37,50% 100% 

Klebsiella pneumoniae 
Nº 1 2 3 

% 33,34% 66.70% 100% 

Klebsiella oxytoca 
Nº 1 1 2 

% 50,00% 50,00% 100% 

Proteus mirabilis 
Nº  1  1 

% 100%  100% 
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Tabla Nº 5 

Enterobacterias productoras de betalactamasas en relación a la edad; en el laboratorio 

clínico MEDILAB de Loja; Marzo-Mayo 2018. 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

Interpretación 

Según el microorganismo productor de BLEE de 16 cepas de Escherichia coli 1 afecto a 

niños de 0 a 10 años con el 6,25%; 3 casos afectaron a jóvenes de 25 a 34 años con el 

18,75%; 5 casos afectaron a adultos de 35 a 64 años con 31,25% y 7 casos existieron en 

adultos mayores de 64 años con 43,75%, siendo este el grupo etario mayormente afectado. 

  

Enterobacterias  

productoras de 

BLEE 

Edad  

Total 

 
Niños  

(0-10 años) 

Joven  

(25-34 años ) 

Adulto 

 (35-64 años) 

Adulto mayor 

(>64 años) 

Escherichia 

coli 

Nº 1 3 5 7 16 

% 6,25% 18,75% 31,25% 43,75% 100% 

Klebsiella 

pneumoniae 

Nº    3 3 

%    100% 100% 

Klebsiella 

oxytoca 

Nº    2 2 

%    100% 100% 

Proteus 

mirabilis 

Nº    1  1 

%   100%  100% 
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Tabla Nº 6 

Enterobacterias productoras de BLEE según el servicio de atención del laboratorio 

clínico MEDILAB de Loja; Marzo-Mayo 2018. 

Autora: María de los Ángeles Ucho Torres. 

Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas Marzo a Mayo 2018. 

Interpretación:  

Según las áreas de atención del laboratorio clínico MEDILAB de Loja existió mayor 

frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE provenientes del área de consulta externa 

con 95,45% que corresponde a 21 casos, de las cuales la bacteria que más se aisló fue 

Escherichia coli con 72,72% de 16 casos a diferencia del área de hospitalización donde se 

aisló 1 caso que corresponde al 4,55% causado por Klebsiella pneumoniae.   

Servicio de 

atención  
Nº % 

Enterobacterias productoras 

de BLEE  
Frecuencia % 

 

Consulta 

externa 

 

21 

 

95,45% 

Escherichia coli  16 72,72% 

Klebsiella oxytoca  2 9,09% 

Klebsiella pneumoniae 2 9,09% 

Poteus mirabilis 1 4,55% 

Hospitalización  1 4,55% Klebsiella pneumoniae   1 4,55% 

Total 22 100%  22 100% 
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7 Discusión 

Las IVU habitualmente son causadas por enterobacterias que llegan a las vías urinarias y 

producen la infección, principalmente por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, estos 

microorganismos desarrollan diferentes mecanismos de resistencia, los cuales se han 

clasificado según varios criterios pero el más frecuente es la producción de BLEE que 

confiere resistencia a las cefalosporinas C1G, C2G y C3G. (Quizhpe, 2014).  

Los resultados del presente estudio fueron: de 172 muestras de pacientes que acudieron al 

laboratorio clínico MEDILAB de Loja; durante el periodo Marzo-Mayo 2018, se suscitó el 

crecimiento bacteriano en 64 cepas según los criterios de inclusión y exclusión, de las cuales 

fue mayormente aislada Escherichia coli con 68,75% presente en 44 casos. La incidencia de 

enterobacterias causante de IVU fue de 37,20% que corresponde a 64 urocultivos de los 

cuales 22 fueron cepas productoras de BLEE realizadas por el método de difusión siguiendo 

las especificaciones del manual del CLSI M100-S28, causadas con mayor prevalencia por 

Escherichia coli productora de BLEE con 72.72% perteneciente a 16 casos de las cuales el 

62,50% afecto al sexo femenino (10) y el 37,50% al sexo masculino (6). Según la edad, el 

mayor número se produjo en adultos mayores de 65 años con 31,25%(7) causado por 

Escherichia coli productora de BLEE y según las áreas de atención existió mayor frecuencia 

de enterobacterias productoras de BLEE provenientes del área de consulta externa con 

95,45% que corresponde a 21 casos, de las cuales la bacteria que más se aisló fue Escherichia 

coli (16). 

Una investigación en Perú realizada por  Paul Tejada, et al., denominada “Caracterización 

de infecciones por bacterias productoras de BLEE en un hospital de referencia nacional” se 

obtuvo que de 3149  muestras la incidencia de enterobacterias causantes de IVU fue 81,9%, 

la prevalencia de cultivos positivos para bacterias productoras de BLEE fue 29,4% (928) de 
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las cuales mayormente fueron producidas por Escherichia coli  72,4% (672), según el sexo, el 

70,9% fueron de mujeres (660). El tipo de servicio hospitalario que obtuvo mayor presencia 

fueron los servicios críticos con 208,90% (105) donde se aisló con más frecuencia Klebsiella 

pneumoniae. Datos diferentes al presente estudio ya que los pacientes que más frecuente 

presentaron IVU causada por Escherichia coli provenían del área de consulta externa con el 

72,72% esto puede ser debido a que como lo indican registros epidemiológicos Klebsiella 

pneumoniae es el agente causal que se desarrolla con más frecuencia en pacientes 

hospitalizados. 

Un estudio realizado por Villavicencio (2015) denominado “Escherichia coli productora 

de betalactamasas de espectro extendido aislada en urocultivos de pacientes de consulta 

externa del Hospital General Isidro Ayora” de un total de 233 urocultivos de usuarios 

provenientes de consulta externa, del crecimiento bacteriano de 70 muestras, se obtuvo el 

aislamiento de Escherichia coli con el 80 % (56), de las cuales 8 cepas correspondientes al 

14,29% fueron productoras de BLEE. Todos los aislamientos realizados de Escherichia coli 

productora de BLEE fueron provenientes de usuarios del género femenino, afectando con 

mayor porcentaje a la edad comprendida entre los 32 años en adelante. Datos diferentes al 

presente estudio donde se produjo el crecimiento de 64 enterobacterias con una incidencia de 

37,20% de las cuales el principal agente causal fue Escherichia coli con 68,75%(44), de las 

64 enterobacterias aisladas, 22 fueron productoras de BLEE que con mayor prevalencia fue 

aislado Escherichia coli con 72.72% perteneciente a 16 casos afectando principalmente al 

sexo femenino con el 62,50% (10) producidos por Escherichia coli productora de BLEE, que 

afectó principalmente al grupo de adultos mayores de 64 años con una prevalencia de 31,25% 

(7). A pesar de que la muestra es similar y que se usó la técnica de difusión de disco para 

confirmación de BLEE en ambos estudios, existe una notable diferencia que puede ser causa 

de los criterios de clasificación de los grupos etarias o debido a que en dicho estudio solo se 
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tomaron en cuenta las muestras que provenían del área de consulta externa, lo que nos indica 

que en la actualidad ha existido una disminución relativa de producción de BLEE causada por 

Escherichia coli. 

Un estudio hecho por Rafael Méndez, et al. denominado “Caracterización clínica de 

infecciones de vías urinarias producidas por enterobacterias productoras de betalactamasas de 

espectro extendido en Duitama (Colombia), durante 2010-2015” se llevó acabo en 2 

instituciones prestadoras de salud a partir de los aislamientos de patógenos BLEE asociados a 

IVU. Se obtuvo un registro de 169 pacientes de los cuales el agente más aislado fue 

Escherichia coli con 94,7% productor de BLEE, en pacientes mayores de 65 años con 62% 

(55); el 59,2% eran de género femenino (100) y el 73,6% provenían del área de consulta 

externa, datos relativamente similares a pesar de que el área de estudio y el periodo de 

muestreo fueron más amplios que el presente estudio además aquellos pacientes tenían un 

cuadro recurrente o al menos habían sido hospitalizados en el último año a causa de IVU, lo 

que nos indica que en Colombia existe una menor producción de betalactamasas causada por 

Escherichia coli. 

En una investigación realizada por Velázquez, et al. (2017) En Paraguay, denominada 

“Resultados de urocultivos en adultos realizados por el laboratorio de microbiología del 

Hospital de Clínicas - San Lorenzo de enero del 2015 a agosto de 2016 y métodos de estudio 

de las infecciones urinarias disponibles en la institución” se obtuvo que de 25671 muestras 

procesadas de pacientes ambulatorios, solamente 579 muestras fueron positivas, 

representando el 2,3% del total de las orinas examinadas. De los pacientes del sexo masculino 

el 32% (56) presentó IVU con Escherichia coli mientras que el 60% (153) de los pacientes 

del sexo femenino presentaron IVU con dicho germen. La producción de BLEE se detectaron 

en 8,9% de las Escherichia Coli estudiadas y en una proporción del 17,5% en el caso de la 
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Klebsiella pneumoniae, se evidencio la presencia de Carbapenemasas en un 12,5% de los 

urocultivos de hombres con Klebsiella pneumoniae y en el 2,8% de las mujeres con el mismo 

germen datos diferentes al presente estudio ya que la incidencia de enterobacterias causante 

de IVU fue de 37,20% que corresponde a 64 urocultivos de los cuales 22 fueron cepas 

productoras de BLEE realizadas por el método de difusión siguiendo las especificaciones del 

manual del CLSI M100-S28, causadas con mayor prevalencia por Escherichia coli 

productora de BLEE con 72.72%(16) y no se obtuvo resistencia tipo carbapenemasas, esto 

puede ser debido a dicho estudio se realizó mediante método automático VITEK el cual 

requiere menor entrenamiento técnico y resulta en una mayor productividad, además este 

estudio tuvo una muestra mucho más amplia y fue realizada durante un año en un hospital 

con más demanda de atención al cliente. 
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8 Conclusiones 

 Los principales agentes causalee de IVU pertenecientes a la familia 

enterobacteriaceae fueron: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 

oxytoca, Proteus mirabilis, Proteus vulgarias, Enterobacter aglomerans.  

 La incidencia de enterobacterias aisladas fue de 37,20%  que corresponde a 64 cepas, 

del total de pacientes con riesgo a desarrollar IVU durante el periodo Marzo-Mayo 

2018. 

 De 22 cepas productoras de betalactamasas, todas confirmadas como BLEE según el 

manual del CLSI M100-S28, la mayor prevalencia según los microorganismos 

pertenecientes a la familia enterobacteriaceae fue causada por Escherichia coli con 

72,72% (16), Klebsiella pneumoniae con 13,64% (3), Klebsiella oxytoca 9,09% (2) y 

Proteus mirabilis 4,55% (1). 

 En relación al sexo, de 16 cepas aisladas de Escherichia coli productora de BLEE 10 

afectaron con mayor frecuencia al sexo femenino  con 62,50%. De 3 cepas de 

Klebsiella pneumoniae, con mayor frecuencia afectaron al género masculino con 

66,67%. (2) 

 En relación a la edad de 16 cepas de Escherichia coli mayor frecuencia existió en 7 en 

adultos mayores de 64 años con 43,75% (7). De 3 cepas aisladas de Klebsiella 

pneumoniae afectaron a adultos mayores de 64 años con 100%.  

 Existió mayor frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE provenientes del 

área de consulta externa con 95,45% que corresponde a 21 casos, de las cuales la 

bacteria que más se aisló fue Escherichia coli con 72,72% de 16 casos a diferencia del 

área de hospitalización donde se aisló 1 caso que corresponde al 4,55% causado por 

Klebsiella pneumoniae.   
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9 Recomendaciones 

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda: 

1. Estandarizar el protocolo establecido en el manual del CLSI M100 S-28, para que 

tanto el personal que trabaja en la institución, como los estudiantes que realizan 

investigación de este tipo adopten el mismo proceso de tamizaje y confirmación de 

betalactamasas. 

2. Debido a que la resistencia bacteriana es un problema multicausal pero en gran 

porcentaje ocasionado por la falta de información de los pacientes, por ello sería 

necesario realizar campañas de educación sobre el correcto uso de antibióticos, para 

dar a conocer a la población las consecuencias que trae consigo la automedicación y el 

uso indiscriminado de antibióticos ya que esta falta de información podría provocar la 

aparición de cepas multirresistentes a los medicamentos. 

3. Promover la capacitación del personal de salud para lograr resaltar la importancia de la 

correcta toma de muestras microbiológicas, su procesamiento y la eliminación para 

evitar la diseminación de bacterias multiresistentes 
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Anexo Nº 1  

Autorización para la recolección de datos y muestras del laboratorio clínico MEDILAB 

de Loja. 
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Anexo Nº 2  

Cepas control: Insertos de cepa Escherichia coli ATCC 25922 betalactamasas negativa  
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Inserto de cepa Klebsiella penumoniae ATCC 700603 positiva para SHV-18 
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Anexo Nº  3  

Sistema de datos electrónico del laboratorio clínico MEDILAB de Loja 
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 
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Anexo Nº 4  

Formato de registro del laboratorio  
 

 

 

S: Sensible; R: resistente; I: Susceptibilidad intermedia; AK: Amikacina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; KZ: Cefazolina; FEP: Cefepime; CTX: Cefotaxime; CAZ: Ceftazidime; FOX: 

Cefoxitin; CIP: Criprofloxacina;  CN: Gentamicina; MEM: Meropenem: IMP: Imipenem F: Nitrofurantoina; SXT: Trimetropim/ Sulfametoxazol, ATM: Aztreonam. 

Nota:   

 Presuntivas de expresar BLEE: Que tengan diámetro de CAZ, < 22mm; CRO < 25 mm y Proteus sp. < 27 mm y ATM < 27 mm. 

 Presuntivas de expresar AmpC: Que tengan disminución de sensibilidad o resistencia a cefotaxima y la R a cefoxitina, son resistentes también a los inhibidores de betalactamasas. 

 Presuntivas de expresar Carbapenemasas: En el caso de Enterobacterias: MEM e IMP < 22mm Proteae  ver ERT < 27mm.  Acinetobacter IMP < 21 mm o MER <18 mm  

 

 En el caso de Pseudomona aeruginosa se usarán puntos de corte de ceftazidime < 22 mm, y MEM < 23 mm. Sospeche de cepas OXA: PTZ < 15 mm o en Proteae < 17 mm. 
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 

LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 5  

Protocolo de transporte de muestras al Centro de Diagnóstico Médico de la Universidad 

Nacional de Loja 

1. Introducción 

La obtención y el transporte de muestras son etapas fundamentales en el diagnóstico 

clínico y en la investigación, para mantener la integridad de las muestras se deberá tener en 

cuenta  los procedimientos de obtención, transporte, condiciones de conservación, destino 

final y bioseguridad. El control de estos proporcionará valor a las muestras asegurando la 

calidad y estabilidad para obtener resultados confiables y oportunos ya que un manejo 

incorrecto de sustancias con agentes infecciosos puede ocasionar morbilidad y mortalidad 

(Rodríguez, 2013).  

2. Objetivo      

Determinar los pasos y requerimientos necesarios para garantizar el transporte adecuado 

de las cepas aisladas, dentro de los parámetros requeridos para su análisis posterior. 

3. Alcance 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 
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4. Materiales  

 Cooler hermético 

 Medio de transporte Stuart 

5. Procedimiento  

Una vez analizada la muestra en el laboratorio clínico MEDILAB procedemos a tomar un 

medio de transporte Stuart  

 Se rotula el medio Stuart con  el código del paciente, retiramos el hisopo y 

recolectamos colonias representativas del cultivo. 

 Se las guarda en el cooler  hermético sin hielo y se las transporta al CDM para su 

posterior análisis. 

6. Observaciones  

 Debe ser transportada solo por el personal autorizado, aplicando las normas de 

bioseguridad. 

7. Referencias bibliográficas 

Rodriguez, T. (2013). Cursep. Obtenido de 

http://www.higiene.edu.uy/parasito/cursep/Transp.pdf 

 

Elaborado por: 

María de los Ángeles Ucho Torres. 

Revisado y aprobado por: 

Lic. Iliana Delgado. 

http://www.higiene.edu.uy/parasito/cursep/Transp.pdf
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Anexo Nº  6  

Protocolo de activación y conservación de cepas control (KwikStick) 

1. Introducción  

Los microorganismos KWIK-STIK™ están previstos para usarse como control y para 

verificar el desempeño de los ensayos, los reactivos y los medios que se usan en las pruebas 

microbianas para la detección e identificación de microorganismos aislados cultivados; las 

preparaciones de microorganismos son rastreables a la Colección Americana de Cultivos 

Tipo (American Type Culture Collection, ATCC®) u otra colección auténtica de cultivos de 

referencia. (Microbiologics, 2017). 

2. Objetivo  

Establecer el correcto procedimiento para activación y conservación de las cepas control 

ATCC 700603 Y 25922. 

3. Alcance 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 

4. Materiales 

4.1 Equipos 
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 Cabina de seguridad biológica 

 Incubadora 

4.2 Instrumentos 

 Tubos de ensayo 

 Viales plásticos 

 Gradilla 

 Hisopos estériles 

4.3 Insumos 

 Lápiz graso 

4.4 Sustancias y reactivos 

 Infusión cerebro corazón  

 Glicerina 

 Agua destilada 

5. Procedimiento  

Escherichia coli ATCC® 25922 

Características  

 Beta-lactamasa negativa. 

 Se indica en el CCI de agentes antimicrobianos utilizados en bacterias Gram negativas 

no fastidiosas. 

 En Acinetobacter spp. para el control de trimethoprim-sulfametoxazole y tetraciclina. 

 Control negativo de test de screening y confirmatorio de BLEE. (Díaz, 2015). 

Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603 

Características  

 Productora de beta-lactamasa de espectro extendido tipo SHV-18 (BLEE).  
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 Control positivo de pruebas screening y confirmatorias de BLEE. (Díaz, 2015). 

Procedimiento de activación 

1. Abrir el vial por la mitad. 

2. Colocar de 0,5 a 1,0 ml de caldo tripticasa de soya preparado en el vial con una pipeta 

Pasteur y agitar. 

3. Llevar el vial a la incubadora y dejar incubar 30 minutos. 

4. Luego de la incubación, proceder a sembrar por agotamiento en agar T.B.S y dejar 

incubar durante 24 horas. 

5. A las 24 horas de incubación se procede hacer un pase en agar sangre de cordero y en 

agar MacConkey Se obtiene cepas aisladas para el control de calidad y se procede a 

realizar las pruebas piloto. 

6. Conservación de las cepas de referencia para el control de calidad interno 

1. Se esterilizó todo el material que se va a utilizar: tubos, alícuotas con 500 ul de 

glicerina, pipeta, hisopos, infusión cerebro corazón. 

2. Se coloca en dos tubos estériles  una cantidad de 8mL de infusión cerebro corazón 

para Klebsiella pneumoniae 700603 y Escherichia coli 25922 respectivamente 

rotulado.  

3. De las cepas crecidas en el Agar Sangre de Cordero y MacConkey se procede a coger 

colonias y se coloca en los tubos mezclando bien. 

4. Se realiza la escala de McFarland  dándonos una cantidad de 1 en la escala. 

5. Se coloca en las alícuotas con 500 ul de glicerina, 500 ul de la escala de McFarland, 

se cierran las alícuotas y se procede a rotular cada una de las alícuotas. 
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6. Llevar las alícuotas en una gradilla para mantenerlas en refrigeración a una 

temperatura de -80° C para su posterior utilización en el control de calidad de la 

investigación. 

7. Bibliografía  

Microbiologics. (2017). Instrucciones de uso KWIK-STIK™. doi: pi.194.span.la rev b. 

Díaz, I., & Miranda, S. (2015). Ministerio de salud gobierno de Chile: Recomendaciones para 

el control de calidad en bacteriologia: estudio de susceptibilidad antimicrobiana 

mediante difusión en disco. Obtenido de: http://n9.cl/415 

 

Elaborado por: 

María de los Ángeles Ucho Torres. 

Revisado y aprobado por: 

Lic. Iliana Delgado. 
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 

LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 7  

Preparación de medios de cultivo 

1. Agar Macconkey 

Fundamento  

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo 

bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de sales biliares y el 

cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de la flora 

Gram positiva. El agar es el agente solidificante. Por fermentación de la lactosa, disminuye el 

pH alrededor de la colonia. Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo 

neutro), la absorción en las colonias, y la precipitación de las sales biliares. Los 

microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras. (Britanialab, 

2011) 

Procedimiento 

1. Referirse a la etiqueta del envase para las cantidades y volúmenes requeridos.  

2. Suspender 49,53 gramos de medio deshidratado en 1000 ml / agua destilada purificada. 

Calentar hasta ebullición para disolver el medio completamente.  

3. Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 ° C) durante 15 minutos. Evitar el 

sobrecalentamiento. Enfriar a 45-50 ° C.  
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4. Mezclar bien antes de verter en placas de Petri estériles. La superficie del medio debe 

estar seca cuando se inocula. (Britanialab, 2011) 

2. Agar E.M.B 

Fundamento 

Es nutritivo por la presencia de peptona que favorece el desarrollo microbiano. La 

diferenciación entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son 

incapaces de hacerlo, está dada por los indicadores eosina y azul de metileno; estos ejercen 

un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas. El agar es el 

agente solidificante, muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacer spp. presentan un 

característico brillo metálico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen un centro oscuro por 

periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras. (Britania, 2011). 

Procedimiento 

1. Suspender 36g del polvo en 1 litro de agua purificada.  

2. Reposar 5 minutos.  

3. Calentar con agitación frecuente y llevar a ebullición hasta su disolución total.  

4. Esterilizar en autoclave 121ºC durante 15 minutos.  

5. Distribuir en placas de Petri estériles. 

Interpretación 

Microorganismos fermentadores de lactosa y/o sacarosa: colonias de color negro 

azulado o amarronado. Pueden tener centro oscuro y brillo metálico. 

Microorganismos no fermentadores de lactosa y sacarosa: colonias del color del 

medio, incoloras. (Britania, 2011). 

 



58 
 

 

3. Agar Muller Hinton (OXID CM0337) 

Fundamento  

El uso principal del Agar Mueller-Hinton es para la Prueba de Susceptibilidad 

Antimicrobiana (AST). Se ha convertido en el medio estándar para el método Bauer-Kirby, y 

está especificado por el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) y el Comité 

Europeo de Prueba de susceptibilidad antimicrobiana. (Oxoid Microbiology Products, 2018). 

Procedimiento  

1. Agregue 38g a 1 litro de agua destilada.  

2. Llevar a ebullición para disolver el medio por completo.  

3. Esterilizar en autoclave a 121 ° C durante 15 minutos. 

 

4. Bibliografía 

Britanialab. (2011). Agar MacConkey: Laboratorio Britania.  Obtenido de: http://n9.cl/n9k 

Britania. (2011). E.M.B: Britania Lab. Obtenido de: http://n9.cl/3Ep 

Oxoid Microbiology Products. (2018). Muller Hinton CM0337: Thermo Scientific. Obtenido 

de: http://n9.cl/CizV 

 

Elaborado por: 

María de los Ángeles Ucho Torres. 

Revisado y aprobado por: 

Lic. Iliana Delgado. 
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LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 8  

Protocolo de siembra de la muestra y conteo de colonias 

1. Introducción  

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porción de muestra (inóculo) en un 

medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y 

multiplicación, luego de sembrar se procede a incubar a una temperatura adecuada para el 

crecimiento bacteriano; el método más usual para la siembra es la técnica de estría en la cual 

podemos obtener colonias aisladas en una placa Petri a partir de un inóculo o muestra con 

diferentes especies. (Lopardo, 2015) 

Una colonia bacteriana es una agrupación de bacterias formada a partir de la reproducción 

de una Unidad Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio sólido; aunque varía de tamaño 

generalmente es visible a simple vista, se puede distinguir varios aspectos como forma, 

elevación, borde, tamaño, color. (Lopardo, 2015). 

Para el conteo de colonias se usan varios métodos cuantitativos, en este caso utilizaremos 

el método de asa calibrada, el cual consiste contar el número de colonias desarrolladas 

después de incubar la siembra a 37 °C durante 24 horas, el resultado se multiplica por 100 ya 

que el asa de platino contiene 0,01 ml de orina. (Lopardo, 2015). 
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2. Objetivo  

Definir los pasos necesarios que garantice la correcta siembra de la muestra y así poder 

obtener las colonias aisladas para su posterior análisis. 

3. Alcance 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 

4. Materiales 

 Equipos 

Mecheros de bunsen, lámparas de alcohol con alcohol al 70%  incubadora. 

 Instrumentos 

Asa de platino calibrada (0.01ml), hisopos estériles, soportes para las asas de platino 

 Insumos 

Lápiz graso, guantes. 

 Sustancias y reactivos 

Muestra a estudiar, cajas Petri con medio de cultivo elaborado. 

5. Procedimiento 

Técnica de dilución con asa calibrada 

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.  
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2. En la orina no centrifugada  previamente homogenizada se introduce el asa calibrada 

de platino de 0.01 ml. 

3. Se toma un asada de orina con el asa y se inocula en una caja de agar sangre de 

cordero, MacConkey, E.M.B y Muller Hinton por estría primaria y secundaria.  

4. Se procede a incubar las cajas a 37°C, durante 24 horas a 48 horas 

5. Después de la incubación se anotan las características de las colonias. 

 

Lectura de cultivo en UFC/ml 

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

colonias desarrolladas y el resultado se multiplica por 100, ya que el asa de platino 

contiene 0.01 ml. de orina. 

 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. 

 Más de (>) 100 000 colonias por ml. 

5. Observaciones 

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

permitirá obtener una estimación semicuantitativa del desarrollo microbiano. 

 Marcar las cajas antes de empezar a trabajar. 
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 No hablar durante la siembra. 

 Flamear el asa antes de realizar la serie de estrías 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. 

6. Bibliografía  

Lopardo, D. H. (26 de Enero de 2015). Obtenido de BritaniaLab.com:  

http://www.laensenadacorp.com/documentos/ApunteIII-UROCULTIVO.pdf.  

 

Elaborado por: 

María de los Ángeles Ucho Torres. 

Revisado y aprobado por: 

Dra. Sandra Freire. 
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 

LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 9  

Protocolo de pruebas bioquímicas para la identificación bacteriana. 

1. Introducción  

La identificación de una bacteria sospechosa de ser la causa de una infección es uno de los 

instrumentos principales del diagnóstico y tratamiento de las enfermedades infecciosas; para 

poder ser clínicamente útil, debe ser lo más rápida posible. Una vez aislado el 

microorganismo de la muestra, se procede a su identificación, es decir, a clasificarlo dentro 

de un grupo o taxón ya establecido, con el que tenga la mayor semejanza, la complejidad de 

este proceso depende del nivel de precisión o discriminación que se pretende conseguir. 

(Hontangas & Castillo, 2016).  

2. Objetivo  

Definir los pasos necesarios que garantice el procedimiento para identificación por 

bacteriología convencional en las pruebas de Lisina, Citrato, Urea, Triple azúcar hierro (TSI) 

y Sulfuro Indol Motilidad (SIM). 

3. Alcance  

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 
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4. Materiales 

Equipos 

 Cabina de bioseguridad 

 Mecheros de bunsen 

 Lámparas de alcohol con alcohol al 70%  

 Incubadora 

Instrumentos 

 Puntas de siembra de platino 

 Hisopos estériles 

 Soportes para las puntas de siembra de platino 

Insumos 

 Tubos con medio de cultivo elaborado. 

 Pruebas bioquímicas para bacteriología convencional: Lisina, Citrato, Urea, TSI, SIM. 

 Lápiz graso 

 Guantes  

 Mascarilla 

Sustancias y reactivos 

 Reactivo de Kovacs.  

 Muestra a estudiar  

 Cepas control: Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumonie 700603 

5. Procedimiento 

5.1 Prueba de citrato 

Sirve para determinar la capacidad de la bacteria para obtener energía como única fuente 

de carbono, el medio incluye citrato de sodio, fosfato de amonio como fuente de nitrógeno y 

debe carecer de hidratos de carbono y proteínas. Las bacterias que utilizan el citrato también 
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pueden extraer nitrógeno de la sal de fosfato produciendo amoníaco lo que alcaliniza el 

medio. 

Preparación del agar Simmons Citrato 

1. Suspender 24,28 gramos en 1000 ml de agua destilada.  

2. Calentar hasta ebullición para disolver el medio completamente.  

3. Mezclar bien y esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 ° C) durante 15 

minutos. 

4. Distribuir en tubos y dejar enfriar de forma inclinada. (Britania, 2011) 

Procedimiento para realizar la prueba de citrato 

1. Tomar una colonia aislada de una caja de agar con un asa de punta e inocular en el 

pico de flauta del agar. 

2. Incubar por 24 horas a 35ª C. 

Interpretación: La lectura de la prueba incluye un resultado positivo cuando existe un 

crecimiento bacteriano y cambio de color del medio de verde a azul, o un desarrollo 

bacteriano visible en la estría sin cambio de color, en este caso se debe dejar 24 horas más 

para confirmar la positividad con el cambio de color. Y el resultado es negativo cuando no 

existe crecimiento ni cambio de color. 

5.2 Prueba de la descarboxilación lisina 

Existen bacterias que tienen la capacidad de descarboxilar la lisina por acción de la enzima 

lisina descarboxilasa, removiendo una molécula de COOH del aminoácido, también se puede 

observar la producción de sulfuro de hidrógeno, gracias a la composición del agar. 
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Preparación del agar lisina hierro  

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

2. Calentar hasta ebullición para disolver el medio completamente.  

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

4. Distribuir en tubos de ensayo y enfriar los tubos en posición inclinada para formar 

tubos inclinados. (Britania, 2011) 

Procedimiento para realizar la prueba de la descarboxilación lisina 

1. Tomar con un asa de punta una colonia aislada y estriar en la superficie inclinada y 

picar en la capa profunda sin tocar el fondo del tubo. 

2. Se incuba 24 horas a 35ªC. 

Interpretación: Para leer la prueba se consideran que la prueba es positiva cuando el pico de 

flauta se mantiene violeta (alcalino) y el fondo violeta.  

 El resultado es negativo cuando el pico de flauta es violeta (alcalino) y el fondo 

amarillo (ácido), es decir se ha fermentado glucosa. 

 La producción de sulfuro de hidrógeno se observa con un ennegrecimiento en el 

fondo del tubo o un precipitado negro. 

5.3 Prueba de triple azúcar hierro (TSI) 

Se basa en la fermentación de azúcares del medio (lactosa, glucosa y sacarosa), después de 

18 – 24 horas de incubación a 35ª C, además se puede observar la producción de gas 

sulfhídrico y de CO2 o H2; determinando la capacidad de las bacterias de utilizar 1, 2 o 3 

hidratos de carbono presentes en el medio y la posible producción de gases como producto de 

la actividad bacteriana.  
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Preparación del agar triple azúcar hierro (TSI) 

1. Suspender 64,32 gramos (el peso equivalente de medios deshidratados por litro) en 

1000 ml de agua destilada.  

2. Caliente a ebullición hasta disolver el medio completamente.  

3. Mezclar bien y esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 °C) durante 15 

minutos.  

4. Distribuir en tubos de ensayo y dejar el medio en forma inclinada con la base de 

aproximadamente 1 pulgada de largo. (Britania, 2011) 

Procedimiento para realizar la prueba de triple azúcar hierro 

1. El agar debe solidificarse en forma de pico de flauta en un tubo con una profundidad 

de por lo menos 3 cm y por lo menos 2 cm de pico de agar. 

2. Tomar una colonia bien aislada de una caja de agar con un asa de aguja. 

3. Inocular en el medio TSI picando en la capa profunda hasta de unos 3-5 mm del fondo 

del tubo, se retira el asa delicadamente y se estría l superficie inclinada con un 

movimiento de ida y vuelta. 

4. Incubar por 18 – 24 horas a una temperatura de 35 a 37ªC. 

Interpretación: Para leer las reacciones en el tubo se anota primero la del pico de flauta y en 

segundo lugar del fondo existiendo las siguientes posibilidades. 

 A = ácido; K = alcalino. 

 A/A= fermentadores de glucosa, lactosa y sacarosa 

 A/A (g) = fermentadores de glucosa, lactosa y sacarosa + producción de gas (se 

observan burbujas o resquebrajamiento del agar) 
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 A/A, SH2 = fermentadores de glucosa, lactosa y sacarosa + producción de gas 

sulfhídrico. 

 K/A = fermentadores de glucosa y no de sacarosa ni de lactosa 

 K/A (g) = fermentadores de glucosa y no de sacarosa ni de lactosa + producción de 

CO2 o H2. 

 K/A, SH2 = fermentadores de glucosa y no de sacarosa ni de lactosa + producción de 

SH2. 

 K/K = No fermenta ninguna de las azúcares del medio 

5.4 Prueba de la ureasa 

La úrea es una diamida del ácido carbónico que puede hidrolizarse fácilmente, con 

liberación de amoníaco y CO2, así esta prueba se basa en la capacidad que tiene una bacteria 

de hidrolizar la úrea en los compuestos antes mencionado por actividad o presencia de la 

enzima ureasa para reaccionar formando carbonato de amonio, alcalinizando el medio. 

Preparación del agar Urea (Christensen) 

1. Suspender 24g del polvo en 950 ml de agua purificada.  

2. Dejar reposar 5 minutos. Calentar con agitación frecuente y llevar a ebullición para 

disolución total.  

3. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 

minutos.  

4. Enfriar a 50ºC y agregar 50 ml de una solución de urea al 40% previamente 

esterilizada por filtración o cloroformo.  

5. Fraccionar en tubos y dejar solidificar el medio en pico de flauta con fondo profundo. 

(Britania, 2011) 



69 
 

 

Procedimiento para realizar la prueba de la ureasa 

1. Se debe solidificar el medio en forma de pico de flauta. 

2. Estriar en la superficie inclinada del agar el inóculo bacteriano. 

3. Incubar por 18-24 horas de 35 -37ªC 

Interpretación: Las bacterias que hidrolizan rápidamente la úrea lo pueden hacer dentro de 1 

a 2h, las especies menos activas pueden requerir hasta 3 días para hacerlo, es así que para 

poder decir que hay una reacción positiva se observa un color rojo intenso o fucsia en el pico 

de flauta y en el fondo o sólo en el pico de flauta y es negativo cuando no hay cambio de 

color, el medio permanece de color amarillo. 

5.5 Prueba del Sulfuro Indol Motilidad (SIM) 

Con este medio se puede ver la capacidad de las bacterias para producir sulfuro de hidrógeno, 

gracias a la liberación de azufre por la acción de la enzima tiosulfato reductasa y la cisteína 

desulfhidrasa. La presencia de la enzima triptofanasa permite a las bacterias oxidar el 

triptófano en tres metabolitos el indol, escatol y ácido indolacético y la movilidad de las 

bacterias inoculadas que poseen flagelos y las que carecen de los mismos. 

Preparación de agar motilidad SIM 

1. Suspender 30 g del polvo en 1 litro de agua purificada.Reposar 5 minutos. 

2. Calentar con agitación frecuente y hervir durante un minuto para disolución total. 

3. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. (Britania, 

2011). 
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Procedimiento para realizar la prueba de prueba del SIM 

1. Inocular colonias bacterianas provenientes de un cultivo puro en el agar sulfuro, indol 

movilidad en la profundidad del medio, teniendo cuidado de no tocar el fondo del 

tubo ni mover el asa durante la siembra. 

2. Incubar por 18 – 24 horas en atmósfera aerobia en 35 a 37ªC. 

3. Realizar la interpretación o lectura de la prueba. 

Interpretación:  

 Movilidad: Resultado positivo: presencia de turbidez o crecimiento más alla de la 

línea de siembra.  Resultado negativo: crecimiento solamente en la línea de siembra.  

 Producción de SH2: Resultado positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo a lo 

largo de la línea de siembra o en todo el medio. Resultado negativo: el medio 

permanece sin cambio de color 

 Prueba del indol: Agregar al medio de cultivo 3 a 5 gotas del reactivo de Kovac´s 

Resultado positivo: color rojo. Resultado negativo: el color del reactivo revelador 

permanece incoloro-amarillento. (Britania, 2011) 
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Tabla de interpretación de pruebas bioquímicas de bacterias gram negativas. 

BACTERIA TSI GAS H2S Cit* Urea Mov** Indol Lis*** 

Escherichia coli a/a + - - - + + + 

Enterobacter aerogenes a/a ++ - + - + - + 

Enterobacter cloacae a/a ++ - + +/- + - - 

Klebsiella pnemoniae a/a ++ - + + - - + 

Klebsiella oxytoca a/a ++ - + + - + + 

Proteus vulgaris k/a +/- + -/+ ++ + + - 

Proteus mirabilis k/a + + +/- ++ + - - 

Proteus penneri k/a +/- - +/- ++ + - - 

Citrobacter freundii a/a o k/a + + + +/- + - - 

Citrobacter koseri k/a + - + +/- + + - 

Serratia marcencens k/a + - + - + - + 

Morganella morganii k/a + - - ++ + + - 

Pantoea aglomerans k/a -/+ - +/- -/+ + -/+ - 

Providencia rettegeri k/a - - + ++ + + - 

Edwarsiella tarda k/a + + - - + + + 

Alkalescens dispar k/a - - - - - + -/+ 

Salmonella tyohi k/a - + - - + - + 

Salmonella pararyphi A k/a - - - - + - - 

Salmonella spp k/a + + + - + - + 

Pseudomona aeruginosa k/k - - + - + -  

       *Citrato           **Movilidad  ***Lisina 
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 

LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 10  

Protocolo para el antibiograma mediante la técnica de Kirby Bauer 

1. Introducción  

Este método consiste en depositar en la superficie del medio de cultivo Muller Hinton  

previamente inoculado con el microorganismo, discos de papel filtro impregnados con 

antibióticos; el mismo que al ponerse en contacto con la superficie húmeda del agar se 

difunde.  Luego de 18 a 24 horas de incubación los discos aparecen rodeados por una zona o 

halo de inhibición. Mediante este procedimiento se determina la sensibilidad, sensibilidad 

intermedia y resistencia de las bacterias recuperadas frente a los antimicrobianos, elegidos.  

2. Objetivo 

Definir los pasos necesarios que garanticen que el procedimiento para la realización del 

antibiograma sea efectuado de manera correcta. 

3. Alcance 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 
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4. Materiales 

Equipos 

 Cabina de bioseguridad 

 Mecheros de bunsen 

 Lámparas de alcohol con alcohol al 70%  

 Incubadora 

 Densitómetro 

 Agitador vortex 

Insumos 

 Cajas Petri con medio de cultivo Muller Hinton  

 Lápiz graso 

 Guantes  

 Mascarilla 

 Hisopos estériles  

Sustancias y reactivos 

 Muestra a estudiar 

 Solución salina estéril   

 Cepas control: Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumonie 700603. 

5. Procedimiento 

Preparación del inoculo por medio de la técnica de suspensión directa de colonias 

1. A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas coger varias colonias con un hisopo 

previamente estéril  



75 
 

 

2. Con el hisopo mezclar en un tubo con 3 cm de suero fisiológico. 

3. Ajustar el inóculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de MacFarland en 

suero fisiológico.  

4. Agitar en un agitador "vortex" durante 15-20 segundos.  

Inoculación en las placas 

1. Antes de que transcurran 15 minutos de haber ajustado el inóculo, introducir un hisopo 

dentro de la suspensión y al retirarlo rotar varias veces contra la pared del tubo por 

encima del nivel del líquido con la finalidad de eliminar el exceso de inóculo. 

2. Inocular las placas de Mueller-Hinton completamente, sin dejar ninguna zona libre. Esto 

se consigue deslizando el hisopo por la superficie del agar tres veces, rotando la placa 

unos 60º cada vez y pasándola por último por la periferia del agar para conseguir una 

siembra uniforme. Dejar secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos 

Antibiograma por difusión en disco 

1. Colocar los discos presionando ligeramente el agar y flameando la pinza cada vez que 

coja otro disco. 

2. Los discos deben ser distribuidos de forma que los halos de inhibición no se superpongan. 

3. Incubar las placas invertidas en incubadora por 18 a 24 horas a 35ºC en atmósfera 

aeróbica para microorganismos no fastidiosos y para bacterias anaerobias facultativas 

incubar en atmósfera con 5 % de CO2.  

4. Leer el diámetro de inhibición con una regla milimetrada, en medios transparentes se 

miden por el reverso de la placa y en los medios que contienen sangre sobre la superficie 

del agar 

5. Comparar las mediciones con las tablas  3A del manual del CLSI M100-S28. Discos para 

antibiograma en bacterias gramnegativas  
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Tabla N 1.  Puntos de cohorte de discos antibióticos utilizados para enterobacterias, 

según el CLSI M100-S28 

 

 

Distribución de discos de antibióticos: 

 

 

 

 

ANTIBIOTICO 

Medida de halo de inhibición (mm) 

S I SDD R 

Imipenem  ≥23 20-22 - ≤19 

Cefoxitin (FOX) ≥18 15-17 - ≤14 

Cefepime (FEP) ≥25 - 19-24 ≤18 

Ciprofloxacina (CIP) ≥21 16-20 - ≤15 

Cefazolina (KZ) ≥23 20-22 - ≤19 

Amoxicilina / Sulbactam 

(SAM) 

≥15 12-14 - ≤11 

Ceftazidime (CAZ) ≥21 18-20 - ≤17 

Amikacina (AK) ≥17 15-16 - ≤14 

Gentamicina (CN) ≥15 13-14 - ≤12 

Trimetropin/Sulfametoxazol 

(SXT) 

≥16 11-15 - ≤10 

Nitrofurantoína (F) ≥17 15-16 - ≤12 
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6. Observaciones 

A pesar de que el medio de Agar Muller – Hinton el cual contiene infusión de carne 2; 

hidrolizado de caseína 17.5; almidón 1.5; agar-agar 13. pH 7.2 -7.3: tiene buena 

reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad, se debe tener precauciones en el momento de 

la preparación para poder garantizar que la difusión de los antibióticos y la densidad del 

inóculo sean estandarizados. Así los parámetros importantes que se deben observar en  este 

medio son: el pH, el grosor del medio, la humedad, el efecto de la timina y timidina y la 

variación de la composición de los cationes divalentes. 

 pH: debe ser de 7,2 o 7,3 a temperatura ambiente. Con pH bajo antibióticos como los 

aminoglucósidos, quinolonas y macrólidos parecerán menos activas (halos más pequeños 

y posibles falsas resistencias) y la tetraciclina puede tener mayor actividad (halos grandes 

= falsas sensibilidades) y de lo contrario con pH alto se espera el efecto opuesto. 

 Grosor del medio: el grosor del medio adecuado es de 4 mm, si el medio es muy pequeño 

la difusión de los antibióticos será mayor y si es muy grueso será menor, por lo que en el 

primer caso esperamos halos más grandes provocando una lectura de falsas sensibilidades 

y en el segundo los halos serán menores reportando falsas resistencias. 

 Humedad: las placas no deben tener exceso de humedad si esto ocurre se deben colocar 

en una cabina de flujo laminar por 10 a 30 minutos hasta que no tengan gotas de 

condensación. Si la superficie de la placa está demasiado húmeda los antibióticos de los 

discos difundirán en todo el medio y se podrá observar halos inespecíficos y solapados o 

por el contrario muy pequeños por la acción sinérgica o antagónica de los antibióticos, 

respectivamente. Efecto de la timina y timidina: los medios con exceso de timina o 

timidina pueden revertir los efectos de las sulfonamidas y trimetropina produciendo zonas 

de inhibición más pequeñas, menos nítidas o sin halo lo que es equiparable a falsas 
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resistencias. Esto lo garantiza la composición del medio de cultivo de la casa proveedora 

con la estandarización M6 del agar 

 Variación de cationes divalentes: la variación de Ca++ y Mg++ afectan los resultados de 

la actividad de los aminoglucósidos y tetraciclina. Un alto contenido de cationes genera 

reducción de los halos de inhibición y poca cantidad de cationes ocasiona una zona de 

inhibición falsamente mayor. El efecto está garantizado con el agar M6. 

7. Referencias bibliográficas  
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FACULTAD DE LA SALUD HUMANA 

LABORATORIO CLÍNICO 

Anexo Nº 11  

Protocolo de tamizaje para búsqueda y confirmación de producción de BLEE  

1. Introducción 

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 ½, TEM ½, SHV. Son capaces de hidrolizar la mayoría de betalactámicos, 

monobactams, sin embargo, no afectan a carbepenémicos.  Su detección puede hacerse por 

medios fenotípicos y moleculares, se considerarán el método de sinergia de discos y discos 

combinados usando controles de calidad internos y externos.  

2. Objetivo 

Identificar 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 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 

4. Materiales 
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 Hisopos estériles 

 Tubos de Ensayo con 3 ml de suero fisiológico estéril  

 Agar Mueller – Hinton 

 Densitómetro 

 Cultivo de bacterias 

 Gasas 

 Gradilla  

 Pinzas metálicas 

 Lámpara de alcohol 

 Contenedores para desechar materiales cortopunzantes, especiales, comunes e 

infecciosos. 

 Cabina de seguridad biológica  

 Incubadora de 35°C 

Discos para Sinergia de discos 

 Cefotaxime 

 Ceftazidime 

 Cefepime 

 Cefoxitin  

 Amoxicilina-ácido clavulánico 

Discos combinados: 

 Ceftazidime 30 ug 

 Ceftazidime + Ác. Clavulánico  30/10 ug 

 Cefotaxime 
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 Cefotaxime + Ác. Clavulánico 30/10 ug 

5. Procedimiento 

Sinergia de Discos 

1. Rotular los tubos y la caja Petri con Agar Mueller – Hinton a utilizar. 

2. Tomar con un hisopo estéril una colonia del cultivo y suspenderla en solución salina.   

3. Medir en el densitómetro la turbidez del inóculo, que debe ser equivalente a 0,5 en la 

escala McFarland, tener precaución de limpiar con gasa estéril el fondo del tubo. 

4. En caso de ser menor a 0,5 McFarland se procederá a tomar otra colonia y disolver 

hasta llegar a la escala indicada. En caso de ser mayor a 0,5 McFarland se procederá a 

agregar solución salina estéril al inóculo. 

5. Impregnar el hisopo estéril con la suspensión bacteriana, escurrirla contra la pared del 

tubo y sembrar con ella toda la superficie de las placas de agar Mueller-Hinton 

mediante estrías cruzadas en varias direcciones. Dejar reposar de 3 a 5 minutos. 

6. A continuación, se colocan los discos utilizando una pinza previamente flameada y 

fría, colocar los discos de cefotaxime, ceftazidime, cefepime y cefoxitin a una 

distancia de 20-25 mm (centro a centro) de un disco con amoxicilina-ácido 

clavulánico. La separación óptima de los discos puede variar en función de la cepa. 

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

mm. 

7. Finalmente se coloca en la incubadora con una temperatura de 35ºC y se realiza la 

lectura dentro de las 16-20 horas siguientes.  

 

 

 



82 
 

 

AMC 
CAZ 

FOX 

 

 

 

 

 

 

 

Interpretación: Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibición.  

 Positivo. Ampliación del halo de inhibición de cefotaxime, ceftazidime, cefepime o 

aztreonam en la zona próxima al disco con amoxicilina-ácido clavulánico (sinergia) o 

presencia de una "zona fantasma" (inhibición del crecimiento) entre las cefalosporinas 

o aztreonam y el inhibidor. Usualmente el halo se deforma adquiriendo formas 

ovaladas o con cola de pescado. 

 Negativo. No ampliación de los halos de inhibición de cefotaxime, ceftazidime, 

cefepime o aztreonam ni presencia de "zona fantasma". 

Nota: Si el cefoxitin no presenta halo de inhibición, lo que quiere decir que es resistente se 

interpreta como presuntivo de AmpC. 

 

5.1 Discos combinados 

1. Preparar los materiales que se van a utilizar 

2. Rotular el tubo de ensayo y la caja Petri con Agar Mueller – Hinton a utilizar 

CTX 

FEP 
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3. Dispensar 3ml de solución salina en un tubo de ensayo 

4. Tomar con un hisopo estéril una colonia del cultivo y suspenderla en solución salina.   

5. Medir en el densitómetro la turbidez del inóculo, que debe ser equivalente a 0,5 en la 

escala McFarland, tener precaución de limpiar con gasa estéril el fondo del tubo 

6. En caso de ser menor a 0,5 McFarland se procederá a tomar otra colonia y disolver 

hasta llegar a la escala indicada.  

7. En caso de ser mayor a 0,5 McFarland se procederá a agregar solución salina al 

inóculo. 

8. Impregnar el hisopo estéril con la suspensión bacteriana, escurrirla contra la pared del 

tubo y sembrar con ella toda la superficie de las placas de agar Mueller-Hinton 

mediante estrías cruzadas en varias direcciones. Dejar reposar de 3 a 5 minutos.  

9. A continuación, se colocan los discos utilizando una pinza previamente flameada y 

fría y colocar los discos de Ceftazidime 30 ug, Ceftazidime + Ác.Clavulánico  30/10 

ug, Cefotaxime, Cefotaxime + Ác. Clavulánico 30/10 ug. 

10. Finalmente se coloca en la incubadora con una temperatura de 35ºC +/- 2ºC y se 

realiza la lectura dentro de las 10 a 18 horas.  

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

 

 

 

 

 

CZC CAZ 

CTC CTX 
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Interpretación: Medir en milímetros los diámetros de las zonas de inhibición completas 

(incluyendo el diámetro del disco).  

 Positivo. Incremento del diámetro de inhibición de ceftazidime, cefotaxime o cefepime 

en presencia de ácido clavulánico ≥5 mm respecto al de la cefalosporina correspondiente 

sin ácido clavulánico.  

 Negativo. No incremento o diferencia <5 mm en los halos de inhibición de las 

cefalosporinas con ácido clavulánico respecto a los de las cefalosporinas correspondientes 

sin ácido clavulánico. Los resultados positivos se interpretan según la tabla: 

Nota: Comparar siempre con el control positivo y negativo 

 

 

 

6. Control de calidad  

    El control de calidad se realizará siguiendo las directrices especificadas en los documentos 

de referencia adoptados por cada centro. Se recomienda realizar un control con cada nuevo 

lote de reactivos con las cepas Escherichia coli ATCC 25922 (control negativo) y Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 (portadora de SHV-18 control positivo). Los resultados 

esperados del control de calidad se muestran en el manual M100 del CLSI. 

7. Bibliografía  

CLSI. (2017). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.  

SEIMC. (2015). Procedimientos en Microbiología Clínica  

Elaborado por: 

Edgar Jara, Sthefany Torres, Diana Ramon  
Revisado y aprobado por: 

Lic. Carmen Ullauri 

Mecanismo de 

resistencia 
CTX CTX+CLA CTX+CLO 

BLEE 
CTX+CLA o 

CTX+CLA+ 

≥ 5 mm 

- 

- 

< 4 mm 

- 

≥ 5 mm 
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Tabla 3A Pruebas para betactamasas de espectro extendido en Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Proteus mirabilis, del manual CLSI
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Anexo Nº 13  

Control de calidad de medios de cultivo, de equipos y cepas control 

1. Introducción 

El control de calidad forma parte una serie de procedimientos que obligan a revisar 

periódicamente el funcionamiento de los aparatos del laboratorio, así como los medios de 

cultivo y los reactivos utilizados en el trabajo cotidiano, así como investigar cuidadosamente 

sus metodologías. Todos los procedimientos deben estar dirigidos a minimizar los errores 

sistemáticos y aleatorios que deriven del personal, el equipo e instrumentos, los materiales y 

reactivos, los métodos de muestreo y pruebas analíticas, así como el manejo y reporte de 

datos. 

2. Objetivo 

Describir el control de calidad que se realiza en equipos y medios de cultivo durante el 

proyecto de investigación. 

3. Alcance 

 El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 
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4. Materiales 

 Cinta testigo 

 Termómetro  

Reactivos y sustancias  

 Cepas control Escherichia coli ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 Alcohol al 70% Hipoclorito de sodio. 

5. Procedimiento 

Control de calidad interno  

 De equipos:  

 Para la estufa de incubación y cámara de bioseguridad al inicio de cada semana de 

procesamiento de muestras se les realizó limpieza interna y externa con alcohol al 

70% y luego con hipoclorito de sodio. 

 En el autoclave se controlara la cantidad de agua para su uso, y se lo utilizo a 121ªC a 

una presión de una atmosfera. 

 A la estufa de incubación y la refrigeradora se controlara la temperatura con la ayuda 

de termómetros digitales. 

 De medios de cultivo: La esterilización se garantizara al utilizar una cinta testigo, y al 

incubar placas de medios de cultivo y pruebas bioquímicas por 24 horas para así 

determinar si hubo una posible contaminación de los medios al momento de su 

preparación, obteniendo resultados favorables.  

 Los medios preparados fueron almacenados en refrigeración dentro de fundas 

plásticas y debidamente rotulados con nombres y fecha de elaboración; de la misma 

manera las pruebas bioquímicas se colocaron en gradillas y se rotularon con nombres 

y fecha de elaboración.  
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A B 

 Cepas control, Escherichia coli ATCC 25922 betalactamasa negativo y Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 positivo para SHV-18. 

 Utilizar la tabla de referencia 4-A2 del M100 CLSI para método de difusión en disco 

para las cepas utilizadas. 

 

Evidencia del procesamiento de las cepas control: Abril 2018 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         

A. Cepa de control positivo de SHV-18  Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. 

B. Cepa de control de betalactamasa negativo Escherichia coli ATCC 25922. 
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A 

A 
B 

B 

Crecimiento de cepas control en medios de cultivo MacConkey y E.M.B 

 

 

 

 

 

A. Escherichia coli ATCC 25922 

B. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 

Pruebas bioquímicas de cepas control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (A) y 

Escherichia coli ATCC 25922 (B). 
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B A 

 

Antibiograma cepa control Escherichia coli  ATCC 25922 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Registro de resultados de antibiograma de Escherichia coli ATCC 25922 

 

A 

Antibióticos 

Medida 

del halo de 

inhibición 

(mm) 

 B 

Antibióticos 

Medida del 

halo de 

inhibición 

(mm) 

 

Imipenem 26mm Sensible Amoxicilina / Sulbactam SAM 30mm Sensible 

Cefoxitin (FOX) 30mm Sensible Ceftazidime  (CAZ) 33mm Sensible 

Cefepime (FEP) 39mm Sensible Amikacina (AK) 22mm Sensible 

Ciprofloxacina 

(CIP) 

45mm Sensible Gentamicina (CN) 22mm Sensible 

Cefazolina (KZ) 30mm Sensible Trimetropin/Sulfametoxazol 

(SXT) 

34mm Sensible 

 Nitrofurantoína(F) 32mm Sensible 
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B 
A 

 

Antibiograma cepa control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Registro de resultados de antibiograma de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 

A 

Antibióticos 

Medida 

del halo de 

inhibición 

(mm) 

 B 

Antibióticos 

Medida del 

halo de 

inhibición 

(mm) 

 

Imipenem 19mm Resistente Amoxicilina / Sulbactam SAM 11mm Resistente 

Cefoxitin 

(FOX) 

11mm Resistente Ceftazidime  (CAZ) 12mm Resistente 

Cefepime (FEP) 18mm Resistente Amikacina (AK) 18 mm Intermedio 

Ciprofloxacina 

(CIP) 

15mm Resistente Gentamicina (CN) 11 mm Resistente 

Cefazolina 

(KZ) 

6mm Resistente Trimetropin/Sulfametoxazol 

(SXT) 

15 mm Intermedio 

 Nitrofurantoína (F) 12 mm Resistente 
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A 
B 

 

Control de calidad de betalactamasa negativo; cepa Escherichia coli ATCC 25922 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Registro de resultados de cepa control Escherichia coli ATCC 25922 

 

Sinergia de Discos  Discos combinados  

A 

Antibióticos 

Medida del halo 

de inhibición 

(mm) 

Resultado B 

Antibióticos 

Medida del 

halo de 

inhibición 

(mm) 

Resultado 

Cefoxitin (FOX) 31mm 
 

Negativo 

Cefotaxime/ Acido 

clavulanico (CTC) 

30mm  

 

 

Negativo 
Cefepime (FEP) 44mm Cefotaxime (CTX) 48mm 

Ceftazidime  

(CAZ) 

33mm Ceftazidime/ Acido 

clavulanico  (CZC) 

38mm 

Amoxicilina/ 

Acido 

clavulanico 

(AMC) 

34mm Ceftazidime (CAZ) 36mm 

Cefotaxime 

(CTX) 

46mm   
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B A 

 

Control de calidad positivo de SHV-18; cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Registro de resultados de cepa control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

 

Sinergia de Discos  Discos combinados  

A 

Antibióticos 

Medida del 

halo de 

inhibición 

(mm) 

Resultado B 

Antibióticos 

Medida del 

halo de 

inhibición 

(mm) 

Resultado 

Cefoxitin (FOX) 11mm 
 

Positivo 

Cefotaxime/ Acido 

clavulanico (CTC) 

30mm  

 

 

Positivo 
Cefepime (FEP) 24mm Cefotaxime (CTX) 24mm 

Ceftazidime  

(CAZ) 

12mm Ceftazidime/ Acido 

clavulanico  (CZC) 

22mm 

Amoxicilina/ 

Acido 

clavulanico 

(AMC) 

16mm Ceftazidime (CAZ) 12mm 

Cefotaxime 

(CTX) 

25mm   
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Anexo Nº 14   

Eliminación de residuos en el área de microbiología 

1. Introducción 

La eliminación de residuos debe ser considerada como una parte muy importante de la 

seguridad en el área de microbiología. Muchos de los desechos que se generan pueden estar 

contaminados por microorganismos o contener sustancias químicas tóxicas y peligrosas. En 

menor medida, el personal del laboratorio puede estar expuesto a los efectos de las 

radiaciones ionizantes. (Resino, 2011). 

La mejor manera de racionalizar los residuos es mediante una gestión integrada cuyos 

pilares básicos son la minimización, la segregación y la eliminación controlada. El personal 

del laboratorio debe ser consciente de que la puesta en marcha de normas de buena práctica 

en la gestión de los residuos repercute poderosamente sobre su salud y la de los que lo 

rodean, a la vez que contribuye a la reducción de costes. (Resino, 2011). 

Un residuo infeccioso es todo aquel material capaz de producir una enfermedad infecciosa. 

Sin embargo, a diferencia de los residuos químicos y radiactivos, los desechos infecciosos y 

sus riesgos asociados no pueden ser identificados de una forma objetiva. (Resino, 2011). 

2. Objetivos 

Establecer la correcta eliminación del material contaminado en el área microbiológica. 
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3. Alcance 

El presente protocolo está al alcance de los estudiantes el cual se cumplirá en el marco del 

proyecto de investigación para su titulación; el mismo que será de utilidad al investigador y 

asegurará su correcta realización. 

4. Materiales 

Equipos 

 Autoclave 

Instrumentos 

 Botella plástica 

 Cinta testigo 

 Cinta aislante 

 Pesa 

 Fundas plásticas: rojas, negra 

 Contenedores para desechos cortopunzantes, especiales, comunes e infecciosos. 

Sustancias y reactivos 

 Hipoclorito de sodio al 1 % 

 Agua destilada para autoclave 

5. Procedimiento 

Los residuos biológicos 

En esta categoría se incluyen los siguientes residuos de cultivos y muestras almacenadas; 

estos residuos derivan de la producción de material biológico; placas de cultivo y 

mecanismos para transferir, inocular o mezclar cultivos; medios de cultivos; muestras 

almacenadas de agentes infecciosos y productos biológicos asociados  
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 El lavado y esterilización de material en el caso de tubos de vidrio o material 

termoresistentes en horno de esterilización o estufa.  

 Los residuos corto punzantes contaminados deben eliminarse en contenedores que sean 

rígidos o semirrígidos y resistentes al corte y la punción con la identificación que debe 

incluir la fecha. 

Cultivos, cepas, productos biológicos 

1. Esterilizar en el autoclave a 120 grados centígrados por 60 minutos. 

2. Desechar restos en bolsa roja, pesar y rotular. 

3. Aplicar las normas de bioseguridad en el uso de guantes y mascarilla. 

6. Bibliografía   

Resino, S. (2011). Gestión de los residuos en el laboratorio de microbiología clínica 

Epidemiologia molecular de las enfermedades infecciosas. Obtenido de: 

https://bit.ly/2Q4SQcB 

 

Elaborado por: 

María de los Ángeles Ucho Torres 

Revisado y aprobado por: 

Lic. Iliana Delgado. 
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Anexo Nº 15 Registro de resultados 
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Anexo Nº 16  

Registro de resultados de confirmación y producción fenotípica de betalactamasas tipo 

BLEE 

 

 . 

 . 

SIGNIFICADO DE SIGLAS: 
CRO: Ceftriaxone 
FEP: Cefepime 
AMC: Amoxycillina 
CAZ: Ceftazidime 
ATM: Astreonam 
CTX: Cefotaxime 
CAZ/CLA: ceftazidime/ claritromicina 
CTX/CLA: cefotaxime/ claritromicina 
 

Obtención y expresión de resultados   
Prueba de Sinergia de Discos: 

 Positivo: Ampliacion del Halo de inhibición de cefotaxime, ceftazidime, cefepime o 
aztreonam en la “zona fantasma” (inhibición del crecimiento) entre las cefalosporinas o 
aztreonam y el inhibidor.  

 Negativo: No ampliacion de los halos de inhibición de cefotaxime, ceftazidime, 
cefepime o aztreonam ni presencia de “zona fantasma”. 
 

Prueba de Discos combinados: 

 Positivo: Incremento del halo de inhibición (>5mm) de  ceftazidime con inhibidor en 
presencia de ceftazidime sin inhibidor 

 Negativo: No incremento o diferencia (<5 mm) en los halos de inhibición de 
ceftazidime con inhibidor respecto a los  de ceftazidime sin inhibidor 
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Anexo Nº 17  

Evidencia fotográfica del trabajo de campo 

1. Preparación del material de trabajo  

 

 

2. Conservación y almacenamiento  del material de trabajo  
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3. Procesamiento de muestras  

Siembra de cepas 

 

  

 

 

J 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparación del inoculo         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Realización del antibiograma, colocando los discos de sensibilidad en Agar Muller 

Hinton          
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Muestras productoras de betalactamasas tipo BLEE Cod. 113672 y 112870 
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Anexo Nº 18 

 Certificación de haber realizado el procesamiento en el CDM  
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Anexo Nº 19 

Certificación de haber cumplido con la práctica del presente trabajo de investigación  
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Certificado de traducción del ingles  

 

 

 

 


