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RESUMEN

El presente trabajo investigativo se realizd con el fin de esclarecer los problemas
que giran en torno al area de microbiologia, muchos de gran importancia clinica
como es la aparicion de resistencias bacterianas, resaltando la importancia de

estandarizar los procesos que se realizan en esta area.

Esta investigacion se centrd especialmente en la preparacion del indculo
bacteriano utilizado en el antibiograma, asi como el uso de la escala 0,5 de
McFarland para realizar la comparacion visual de los indculos o la medicion por
métodos turbidimétricos, llevando un control de la escala y del inéculo, lo cual si
no se realiza correctamente ocasiona varios problemas en el procesamiento del
antibiograma, siendo principalmente un crecimiento inadecuado provocando una
falsa susceptibilidad antimicrobiana, desembocando en un grave problema a nivel
mediato como es una administracién inadecuada de antibidticos al paciente, por
causa del incorrecto reporte emitido, ocasionando dafios en la salud, y
favoreciendo a la aparicion de resistencias a los antibidticos por parte de los

microorganismaos.
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Las pruebas de susceptibilidad bacteriana y en especial el antibiograma son de
gran ayuda en el tratamiento antibiético de los pacientes que presentan cuadros
infecciosos, por lo cual es muy importante realizar este procedimiento

correctamente, contribuyendo a la conservacion de la salud de la poblacion.

PALABRAS CLAVE: ANTIBIOGRAMA, INOCULO BACTERIANO,
TURBIDEZ, SUSCEPTIBILIDAD, BACTERIAS, ANTIBIOTICO, E COLI.
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SUMMARY

This research work was carried out in order to clarify the problems that revolve
around the microbiology area, many of great clinical importance for example the
emergence of bacterial resistances, highlighting the importance of standardizing

the processes that take place in this area.

This study focused specifically on the preparation of the bacterial inoculum used
in the antibiogram and the use of 0.5 McFarland for visual comparison of inocula
or turbidimetric measurement methods, keeping track of the scale and inoculum,
because if we don't correctly causes several problems in the processing of
susceptibility, being mainly inadequate growth causing false antimicrobial
susceptibility, leading to a serious problem to mediate level like is inadequate
administration of antibiotics to the patient, because is incorrect report issued,
damaging health, and It is promoting the development of resistance to antibiotics

by microorganisms.
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Bacterial susceptibility tests and especially susceptibility testing are very helpful
in antibiotic treatment of patients with infectious processes, so it is very important
make this procedure correctly, contributing to the preservation of health of the

population.

KEYWORDS: ANTIBIOGRAM, BACTERIAL INOCULUM, TURBIDITY,
SUSCEPTIBILITY, BACTERIA, ANTIBIOTIC, E COLI.

XiX



INTRODUCCION

El antibiograma es la prueba de susceptibilidad a antimicrobianos mas
ampliamente difundida en el mundo por su accesibilidad y facilidad de aplicacion,
a pesar de ser una prueba cualitativa el nivel de reproducibilidad con pruebas
cuantitativas como es la medicion de Concentracion Minima Inhibitoria es muy
alta, siendo este un importante protocolo a seguir para poder dar un tratamiento
adecuado al paciente que presente algin cuadro infeccioso de origen bacteriano,
razén por la cual la CLSI ha estandarizado puntos de corte para la lectura e
interpretacion correcta del antibiograma dependiendo de microorganismo que se
vaya a cultivar, asi como el origen de este, seleccionando el antibiético idéneo

para un tratamiento eficaz.

Son varios los aspectos que se deben de tener en cuenta para un correcto
aislamiento, identificacion y ensayo de susceptibilidad a antimicrobianos,
comenzado desde una buena toma y recoleccion de la muestras, hasta la

interpretacion y reporte de los resultados.

Uno de los parametros que se analiza en esta investigacion es la preparacion del
indculo bacteriano, siendo esta una de las deficiencias mas comunes en los
laboratorios donde se realiza microbiologia, tanto asi como la poca importancia
que se le da a este aspecto, demostrando que este aspecto aunque por pequefio que
parezca influye significativamente en el antibiograma, en este caso en una de las
infecciones mas comunes la cual es infeccion de vias urinarias por la bacteria E.

coli.

Debido a que el area de Microbiologia es un pilar fundamental para dar un
correcto tratamiento a las infecciones bacterianas presentadas en pacientes que
acuden a consultorios médicos, casas de salud u hospitales, es de suma
importancia que este sea veraz, confiable y oportuno. Al dar un incorrecto reporte
estariamos causando un dafio al paciente al momento que el medico suministra un

determinado antibidtico basado en el informe de laboratorio, asi como también se



estaria fomentando la aparicion resistencias bacterianas, sumando los efectos
adversos que ocasiona cualquier elemento externo suministrado a la persona y
mas aln en este caso innecesariamente, donde el dafio es mas grande que el

beneficio, yendo en contra de la investigacion cientifica.

Es muy importante en esta época que todos los procesos que se realicen en el area
de microbiologia sean efectuados con sumo cuidado, dandole la seriedad que estos
se merecen, mas aun sabiendo que cada dia se forman nuevos mecanismos de
resistencia y ataque de los microrganismos hacia los humanos por lo cual es muy
importante realizar de una forma correcta todos los procesos que se realicen

cuidando cada uno de los detalles hasta el mas minimo de estos.



VOCABULARIO

Antibiograma: Técnica microbioldgica utilizada para evaluar la actividad de un
antimicrobiano in vitro frente a un determinado microorganismo bacteriano

causante de una infeccion, la cual predice su eficacia in vivo.

Antibidtico: Sustancia quimica de origen artificial o natural que tiene la
capacidad de eliminar o impedir el crecimiento de determinados microorganismos
en una concentracion establecida, la cual puede ser utilizada en humanos,

animales o plantas.

Bacteria: Organismo unicelular de dimensiones microscopicas que tiene la
capacidad de multiplicarse a si mismo, siendo algunas de estas de gran interés

clinico por su capacidad de causar problemas patol6gicos en nuestro organismo.

Cepas control: Microorganismos aislados e identificados que pertenecen a una

misma cepa la cual es reconocida internacionalmente

Escala de McFarland: Son patrones de turbidez utilizados en la preparacion de
suspension de microorganismos generalmente destinados para la realizacion del

antibiograma.
In6culo: Suspension de microorganismos en un medio determinado

Resistencia bacteriana: capacidad que tienen ciertas bacterias de inhibir o
suprimir los efectos antimicrobianos de determinadas sustancias destinas para su

control o erradicacion.



ABREVIATURAS

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
ATCC: American Type Culture Collection

KF: Cefalotina

OFX: Ofloxacina

NOR: Norfloxacina

F: Nitrofurantoina

SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol

DO: Densidad Optica

NTU: Unidades Nefelométricas de turbidez


http://es.wikipedia.org/wiki/NTU_(unidad)

CAPITULO I

EL PROBLEMAS DE INVESTIGACION

1.1 TEMA DE INVESTIGACION

ANALISIS DE LOS METODOS PARA MEDIR LA TURBIDEZ DE LOS
INOCULOS Y SU INFLUENCIA EN EL ANTIBIOGRAMA DE LA
BACTERIA E. coli EN UROCULTIVOS

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1 CONTEXTUALIZACION

En el Ecuador los Laboratorios Clinicos de Microbiologia se basan en métodos
estandarizados a nivel mundial para la interpretacion del antibiograma (sensible,
intermedia o resistente). El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) es
un organismo encargado de determinar y establecer puntos de corte basados en
varias propiedades farmacoldgicas presentadas hacia los microorganismos, las
cuales han sido probadas y ensayadas demostrando asi su eficacia clinica,
estableciendo la susceptibilidad correspondiente de acuerdo al didmetro de
inhibicion presentado, para de esta forma garantizar la reproducibilidad de los
resultados en cualquier laboratorio microbiol6gico que aplique las normativas
recomendadas y que el paciente reciba un tratamiento adecuado y oportuno
(Chiriboga & Araujo, 2012).



En la ciudad de Ambato son pocos los Laboratorios de Microbiologia que aplican
métodos estandarizados para brindar confiabilidad en los resultados, como es
utilizar materiales adecuados como son: tubos, cajas de Petri, hisopos, matraces
estériles, medios de cultivo adecuados, discos antibioticos apropiados y en buen
estado, asi como guiarse por las normativas establecidas por el CLSI, para asi
brindar resultados confiables y de utilidad diagnostica. Uno de los procedimientos
microbiologicos muy importantes tratados dentro de esta investigacion es la
preparacion del indculo ya que de este depende en gran manera que la
susceptibilidad que obtengamos sea la correcta, lastimosamente no se esta
tomando en consideracion este aspecto significativo. Para medir la turbidez el
indculo existen dos métodos principalmente, la comparacion visual y el uso de
turbidimetro, generalmente los laboratorios se inclinan por la comparacién visual
del tubo con las colonias suspendidas en solucion salina, frente a un patrén
McFarland, poniendo de contraste una hoja en blanco con lineas negras debajo de
estos para facilitar la observacion. Pero se ha podido observar que la gran mayoria
de los Laboratorios Microbiolégicos no cuentan con un patrén McFarland para
realizar la comparacion visual, mucho menos con equipo turbidimétrico,
utilizando de esta forma una concentracion bacteriana desconocida, hasta incluso
sin realizar el indculo, estriando directamente las colonias en el medio de cultivo,
alejandose totalmente del proceso estandarizado y correcto para este

procedimiento.

La presente investigacion se realizd6 en el Laboratorio Clinico del Hospital
Regional Docente de Ambato, donde se realiza la preparacion del inéculo con
suspension directa de colonias, ajustando la turbidez al 0,5 de la escala de
McFarland con suero salino estéril, para este se utiliza un equipo turbidimetrico,
en el cual se admite como aceptable una absorbancia del in6culo bacteriano de
0,08 a 0,10. Se utiliza el Método de suspension directa de colonias debido a que es
el mas adecuado para microorganismos de dificil crecimiento, también por su
accesibilidad y rapidez de preparacion del mismo. Los resultados emitidos por el

laboratorio son de utilidad diagnostica para proporcionar el tratamiento mas



adecuado al paciente. Debido a que el médico se guia en el resultado enviado por
el laboratorio, es de vital importancia que este sea correcto, ya que se estaria
dando al paciente antibidticos que presentaron una falsamente susceptibilidad en
el antibiograma, ocasionandole dafio al paciente, y contribuyendo a la aparicién de

cepas resistente a antibioticos.

A pesar de contar con los equipos necesarios para realizar correctamente este y
otros procedimientos microbioldgicos, el laboratorio no cuenta con manuales,
normativas y guias para realizar de una forma correcta todos los procesos
implicados en esta area, generando asi la necesidad de implementar una guia en
los laboratorios de microbiologia que permita seguir los estandares ya
establecidos para los procesos que se realizan dia a dia en el area de

microbiologia.

1.2.2 ANALISIS CRITICO

Son varios los problemas que giran en torno al area de microbiologia, muchos de
gran importancia clinica como es la aparicion de resistencias bacterianas, por lo
cual es muy importante estandarizar los procesos que se realizan en esta area. En
los Laboratorios Clinicos de la ciudad de Ambato se ha podido observar que la
mayoria de estos no cuenta con la escala 0,5 de McFarland para realizar la
comparacion visual de los in6culos y son pocos los que utilizan turbidimetro para

Ilevar un control de la escala y del indculo.

La incorrecta preparacion de este ocasiona varios problemas en el procesamiento
del antibiograma, siendo principalmente un crecimiento inadecuado provocando
una falsa susceptibilidad antimicrobiana, desembocando en un grave problema a
nivel mediato como es una administracion inadecuada de antibiéticos al paciente,
por causa del incorrecto reporte emitido, ocasionando dafios en la salud, y
favoreciendo a la aparicion de resistencias a los antibidticos por parte de los

microorganismos.



1.2.3 PROGNOSIS

Las pruebas de susceptibilidad bacteriana y en especial el antibiograma son de
gran ayuda en el tratamiento antibiético de los pacientes que presentan cuadros
infecciosos, por lo cual es muy importante que este procedimiento se lo realice

correctamente.

Al no realizarse esta investigacion, no se podra evidenciar los problemas que
ocasiona el no guiarse por métodos estandarizados, como es la falsa
susceptibilidad que se produce al utilizar una concentracién bacteriana incorrecta,
afectando a un namero significativo de paciente, ya que estos seguiran recibiendo
un tratamiento inadecuado ocasionandole dafios en su salud y por ende también
favoreciendo el aumento de resistencias bacterianas al proporcionarle una

inadecuada orientacién al médico.

Es un problema de suma importancia debido a la implementacion de nuevos
mecanismos de defensa de los microorganismos hacia los farmacos suministrados,
siendo esto un tema de discusion e investigacion con el fin de identificar y

controlar las patologias causadas por microorganismos de una forma correcta.

Es muy importante investigar y difundir este aspecto importante para la salud

concientizando a realizar procedimientos correctos, estandarizados y con calidad

en esta y todas las areas de la salud.

1.2.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cuales son los Métodos para Medir la Turbidez de los Inéculos y cémo influyen

en el Antibiograma de la Bacteria E. coli en Urocultivos?



1.2.5 PREGUNTAS DIRECTRICES

e (Como evaluar que los métodos para medir la turbidez de los in6culos

influyen en el antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos?

e ;Cuales son los métodos utilizados para medir la turbidez de los in6culos?

e ;Como comparar el margen de error de los métodos utilizados para medir

la turbidez de los in6culos?

e ;Como promulgar la promocion del método que menor error cualitativo

presente?

1.2.6 DELIMITACION

Delimitacion de contenido

Campo: Laboratorio Clinico

Area: Microbiologia

Aspecto: Bacteriologia

Objetivos de estudio: Métodos para medir la turbidez de los in6culos y

antibiograma.

Delimitacion espacial

Esta investigacion se realizo en la provincia de Tungurahua, Ciudad de Ambato,
Laboratorio Clinico del Hospital Regional Docente Ambato, utilizando cepas de
E. coli procedente de urocultivos que llegaron al Laboratorio en el periodo

establecido.



Delimitacion temporal

Este problema fue estudiado en el periodo comprendido entre Octubre 2014 —
Febrero 2015.

1.3 JUSTIFICACION

La presente investigacion se realizd con el propoésito de contribuir a mejorar un
problema que afecta a la poblacion que se acerca a un consultorio y
posteriormente a un laboratorio clinico en busca de ayuda, y demostrar que
podemos mejorar en nuestro trabajo para dar una mejor calidad de vida al paciente

mediante la investigacion y experimentacion cientifica.

Hasta la fecha no se ha realizado alguna investigacion en este aspecto en nuestra
ciudad por lo cual es novedosa y de gran aporte cientifico, ya que demuestra como
influye el método que utilicemos para la preparacién del inoculo en el
antibiograma, siendo este un problema comun en los laboratorios clinicos en los

cuales se realiza este tipo de procesos.

Es muy importante resolver este problema ya que se esta hablando de la salud de
las personas y de la forma como nosotros estamos ayudando para que los reportes
emitidos sean confiables y de calidad, al seguir trabajando con técnicas obsoletas
ponemos en riesgo la integridad del paciente, por lo que es importante demostrar

cémo afectan esto en los resultados obtenidos.

El estudio resulto factible ya que se contd con recursos humanos, se brindé la
apertura y consentimiento por parte de la directora del laboratorio del Hospital
Regional Docente Ambato, asi como recursos materiales, econémicos, tiempo y el

area adecuada para realizar esta investigacion.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar como los métodos para medir la turbidez de los indculos influyen

en el antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir los métodos utilizados para medir la turbidez de los in6culos
e Comparar el margen de error de los métodos utilizados para medir la
turbidez de los indculos

e Promulgar la promocién del método que menor error cualitativo presente
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En la ciudad de Ambato los Laboratorios Clinicos Bacteriol6gicos generalmente
utilizan la escala McFarland como medio de comparacion visual para la
realizacion del indculo bacteriano, siendo muy pocos los que utilizan turbidimetro
como medio de medicién, al regirnos por normas estandarizadas estamos
contribuyendo a que los resultados emitidos sean veraces y confiables, entrando
dentro de estas normas un aspecto preponderante como lo es el uso de

turbidimetro.

La evaluacion de todos los microorganismos aislados o wuna seleccion
indiscriminada de farmacos puede dar lugar a resultados equivocos y a
consecuencias potencialmente de riesgo. Por ello, puede ocurrir que un paciente
reciba un tratamiento inapropiado basado en antibioticos innecesarios y, ademas,
que no se identifique al verdadero microorganismo patdgeno en el amplio abanico

de microorganismos aislados y estudiados (Murray, Rosenthal, & Pfalier, 2000).

En el trabajo de investigacion titulado: “Determinacion de Sensibilidad
Antimicrobiana mediante Pruebas Estandarizadas y su influencia en los
Protocolos de Diagnostico Microbioldgico en pacientes que acuden al laboratorio
de la “Clinica de Especialidades Médicas Cotopaxi” en el periodo Diciembre
2008 — Marzo 2009”., nos indica que mediante este estudio se determiné que las

pruebas estandarizadas aumentan la deteccion de Sensibilidad Antimicrobiana
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debido a que la estricta medicion de los halos de sensibilidad permite evitar al
minimo el grado de error ademés es muy beneficioso tanto para el paciente como
para el medico pues aumenta la confianza en la terapéutica que recibe. Dentro de
las recomendaciones menciona: tener controles de calidad con cepas ATCC,
vivificacion de las bacterias en BHI, colocar los discos tomando en cuenta los
criterios establecidos, utilizar dimensionador de discos y dentro de ellos uno muy

importante el uso de escala McFarland (Vasconez Urbano, 2009).

Burgos, F., menciona la importancia de regular las pruebas de susceptibilidad
practicadas en microrganismos de facil crecimiento en medios de cultivo, asi
como también considera indispensable estandarizar variables como, el indculo
bacteriano, medio, atmosfera, duracion de la incubacion y criterios interpretativos,
para lo cual sin dudas es necesario contar con los equipos y materiales adecuados
para esto, como por ejemplo para la preparacion del inéculo un turbidimetro
(Burgos, 2002).

Al emitir un reporte erroneo, se estaria contribuyendo también al uso incorrecto de

los medicamentos. Jiménez, Y., menciona las consecuencias de esto:

La resistencia a los antimicrobianos. Aunque no se le da importancia al hecho de
reportar un medicamente sensible, cuando en realidad este era sensible o
resistente, este tiene una gran importancia ya que el uso excesivo de antibioticos
aumenta la resistencia a los antimicrobianos, asi como también optar por
medicamentos cada vez mas potentes y a la vez agresivos para nuestro organismo,
influencia a que cada vez los medicamentos no surgen efecto en las infecciones
presentadas teniendo que optar por medicamentos cada vez mas perjudiciales.
También cita que la resistencia prolonga las enfermedades y las estancias
hospitalarias, y puede llegar a causar la muerte; su costo es de US$ 4-5 mil
millones al afo en los Estados Unidos de América, y de € 9 mil millones al afio en

Europa.
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Las reacciones adversas a los medicamentos y los errores de medicacion. Las
reacciones adversas a los medicamentos originadas por su uso erréneo o por
reacciones alérgicas pueden ser causa de enfermedad, sufrimiento y muerte. Se
calcula que las reacciones adversas a los medicamentos cuestan millones de
dolares al afio. El desperdicio de recursos. Un 10 a 40% de los presupuestos
sanitarios nacionales se gasta en medicamentos. La compra de medicamentos
directamente por el usuario puede causar graves dificultades econdémicas a los

pacientes y a sus familias.

Si los medicamentos no se prescriben y usan adecuadamente, se desperdician
miles de millones de dolares de fondos publicos y personales, cabe mencionar
también los recursos que se gastan innecesariamente al no realizar un correcto
procedimiento teniendo que repetir debido a la inadecuada capacitacion del
personal. La pérdida de confianza del paciente. El uso excesivo de medicamentos
escasos contribuye a menudo al agotamiento de existencias y al aumento de los
precios hasta niveles inasequibles, lo cual merma la confianza del paciente. Los
malos resultados sanitarios debidos al uso inadecuado de los medicamentos
también pueden reducir la confianza (Jiménez, 2012).

Cercenado y Saavedra en su investigacion mencionan la importancia de la
estandarizacion de los procedimientos microbiolégicos, como lo es el ensayo de la
sensibilidad de antibidticos en el antibiograma. Un requisito esencial para poder
realizar una adecuada lectura interpretada es conocer la identidad del
microorganismo estudiado, tanto el género como la especie, ya que sin ella el
resultado puede llevar a errores en la utilizacién de los antimicrobianos. Asi, una
cepa de S. aureus con CMI de cloxacilina de 1 mg/l es sensible a cloxacilina y a
todos los B-lactamicos, mientras que si se trata de un estafilococo coagulasa
negativa la CMI de 1 mg/l indica resistencia a Cloxacilina (Cercenado &
Saavedra, 2009).

Santana, L., menciona la importancia de que la prescripcion no adecuada y

abusiva de los antibi6ticos, la prolongacion de los planes mas alla de lo necesario,
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la aplicacion de dosis no Optimas, la irregularidad en la toma de las drogas, son los
principales factores que han llevado a que hoy la tasa de resistencia
antimicrobiana sea tan elevada, por ende si el reporte emitido no es el correcto

estariamos contribuyendo a este grave problema sanitario (Santana, 2009).

Gallegos, F., menciona varios aspectos que afecta la susceptibilidad del
antibiograma como es, la carga del antibiotico en los discos, la difusion del
antibiotico en el medio de cultivo, el tamafio del indculo bacteriano, la
composicion y grosor del medio de cultivo, la velocidad del crecimiento
bacteriano y el tiempo de incubacion, por lo que es muy importante seguir los
procedimientos correctos para este tipo de pruebas de gran importancia en el

diagnostico y tratamiento médico (Gallegos, 2014).

La bacteria E. coli es la causa més frecuente de Infecciones de vias urinarias,
encontrandose en un 80% en pacientes ambulatorios y un 40% en pacientes
hospitalizados por lo cual es de vital importancia la experimentacion e
investigacion en este aspecto que permita realizar una correcta determinacion
investigacién y ensayo de este microorganismo (Mims, Wakelin, Playfair,
Williams, & Roitt, 1999).

2.2 FUNDAMENTACION FILOSOFICA

La investigacion esta enfocada en el paradigma critico — propositivo cuya
finalidad es la comprension de las variables e identificacion de las potencialidades
de cambio que se pueden establecer para de estar forma brindar una mejor
atencion al paciente fomentando su integridad en cuanto a salud se refiere. Basada
en realidad que se vive en los laboratorios clinicos, los cuales tienen relacion
estrecha con el paciente y médico, fomentando una interaccién transformadora
desarrollandose en un andlisis basado en valores éticos y profesionales, adecuado
al método y objetivo de estudio con énfasis en el andlisis cualitativo a través de un

disefio de investigacion participativo, abierto y flexible.
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2.3 FUNDAMENTACION LEGAL

LEY ORGANICA DE SALUD
TITULO PRELIMINAR

CAPITULO |

Del derecho a la salud y su proteccion

Art. 1.- La presente Ley tiene como finalidad regular las acciones que permitan
efectivizar el derecho universal a la salud consagrado en la Constitucion Politica
de la Republica y la ley. Se rige por los principios de equidad, integralidad,
solidaridad, universalidad, irrenunciabilidad, indivisibilidad, participacion,
pluralidad, calidad y eficiencia; con enfoque de derechos, intercultural, de género,

generacional y bioético.

CAPITULO IlI

Derechos y deberes de las personas y del Estado en relacién con la salud

Art. 7.- Toda persona, sin discriminacion por motivo alguno, tiene en relacién a la

salud, los siguientes derechos:

a) Acceso universal, equitativo, permanente, oportuno y de calidad a todas las

acciones y servicios de salud,;

LIBRO V
TITULO UNICO

Investigacion cientifica en salud, genética y sistema de informacion en salud

CAPITULO |
De la investigacién cientifica en salud
Art. 207.- La investigacion cientifica en salud asi como el uso y desarrollo de la

biotecnologia, se realizard orientada a las prioridades y necesidades nacionales,
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con sujecion a principios bioéticos, con enfoques pluricultural, de derechos y de

género, incorporando las medicinas tradicionales y alternativas.

Art. 208.- La investigacion cientifica tecnologica en salud sera regulada y
controlada por la autoridad sanitaria nacional, en coordinacién con los organismos
competentes, con sujecién a principios bioéticos y de derechos, previo

consentimiento informado y por escrito, respetando la confidencialidad.

CAPITULO I

Del sistema comun de informacion

Art. 215.- La autoridad sanitaria nacional con la participacion de los integrantes
del Sistema Nacional de Salud, implementara el sistema comun de informacién
con el fin de conocer la situacion de salud, identificar los riesgos para las personas
y el ambiente, dimensionar los recursos disponibles y la produccion de los
servicios, para orientar las decisiones politicas y gerenciales y articular la

participacion ciudadana en todos los niveles, entre otras.

Este sistema incorporard los enfoques pluricultural, multiétnico, de género, las
particularidades regionales y poblacionales, asi como la division politico -
administrativa del pais (Vertic, 2006).

Lo expuesto anteriormente garantiza que el presente estudio cumplié con los
marcos legales que apoyan el desarrollo de investigacion cientifica, se trabajé con
cepas bacterianas de E. coli obtenidas de agares diferenciales adquiridos del
laboratorio del Hospital Regional Docente Ambato, de procedencia urinaria,
quedando totalmente como desconocido los pacientes de los cuales procedieron
las muestras, guardando de esta forma la confidencialidad e integridad del

paciente al no haber tenido contacto alguno con el mismo.
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2.4 CATEGORIAS FUNDAMENTALES

Técnicas

Métodos bacterioldgicas

Espectrométricos

Pruebas de
Turbidimetria susceptibilidad
antimicrobiana

Métodos para
medir la turbidez Antibiograma
de los indculos

Variable independiente Variable dependiente

Gréfico 1. Categorias fundamentales.
Elaborado por: El investigador.



2.4.1 Métodos Espectrométricos

La espectrometria es la técnica espectroscopica para tasar la concentracion o la
cantidad de especies determinadas. En estos casos, el instrumento que realiza tales
medidas es un espectrometro espectrografo. La espectrometria a menudo se usa en
fisica y quimica analitica para la identificacion de sustancias mediante el espectro
emitido o absorbido por las mismas. La espectrometria también se usa mucho en

astronomia y deteccion remota. (Pérez, 2007).

Naturaleza de la excitacion media

El tipo de espectrometria depende de la cantidad fisica medida. Normalmente, la
cantidad que se mide es una intensidad de energia absorbida o producida. Se
pueden distinguir estos tipos de espectrometria segin la naturaleza de la

excitacion.

Electromagnética. Interacciones de la materia con radiacion electromagnética

como la luz.

De electrones. Interacciones con haces de electrones. La espectroscopia Auger
implica inducir el efecto Auger con un haz de electrones. En este caso la medida

implica la energia cinética del electron como variable.

De masa. Interaccidn de especies cargadas con campos magnéticos y/o eléctricos,
dando lugar a un espectro de masas. El término "espectroscopia de masas" esta
anticuado, ya que la técnica es principalmente una forma de medida, aunque
produzca realmente un espectro para la observacion. Este espectro tiene la masa
(m) como variable, pero la medida es esencialmente de la energia cinética de la

particula.
Acustica. Frecuencia de sonido.

Dieléctrica. Frecuencia de un campo eléctrico externo.
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Mecénica. Frecuencia de un estrés mecéanico externo, por ejemplo una torsion

aplicada a un trozo de material (Pérez, 2007).

Segun el proceso de medida

La mayoria de los métodos espectroscépicos se diferencian en atdmicos o
moleculares segun si se aplican a &tomos o moléculas. Junto con esta diferencia,
se pueden distinguir los siguientes tipos de espectrometria segun la naturaleza de

su interaccion:

De absorcion. Usa el rango de los espectros electromagnéticos en los cuales una
sustancia absorbe. Incluye la espectrometria de absorcion atomicay varias
técnicas moleculares, como la espectrometria infrarroja y la resonancia magnética
nuclear (RMN).

De emisidon. Usa el rango de espectros electromagnéticos en los cuales una
sustancia irradia (emite). La sustancia primero debe absorber la energia. Esta
energia puede ser de una variedad de fuentes, que determina el nombre de la
emision subsiguiente, como la luminiscencia. Las técnicas de luminiscencia

moleculares incluyen la espectrofluorimetria.

De dispersion. Mide la cantidad de luz que una sustancia dispersa en ciertas
longitudes de onda, angulos de incidencia y angulos de polarizacion. EI proceso
de dispersidén es mucho mas rapido gue el proceso de absorcién/emision. Una de

las aplicaciones mas Utiles es la espectroscopia Raman (Pérez, 2007).

20



Tabla 1.

Métodos Espectrométricos.

Espectroscopia atdmica

Técnica Excitacion Relajacion
Espectroscopia de UV-vis Calor
absorcion atomica
Espectroscopia de Calor UV-vis

emision atémica
Espectroscopia de UV-vis UV-vis
fluorescencia atomica
Espectroscopia de Rayos X Rayos X
rayos X
Espectroscopia molecular
Técnica Radiacion electromagnética
Espectroscopia infrarroja Infrarrojo
Espectroscopia Ultravioleta-visible
ultravioleta-visible
Espectroscopia de Ultravioleta-visible

fluorescencia
ultravioleta-visible

Espectroscopia de Radiofrecuencias
resonancia magnética
nuclear
Técnicas no espectroscépicas
Técnica Propiedad
Polarimetria Polarizacion de la luz
Dispersion oOptica rotatoria Polarizacion de la luz
Refractometria indice de refraccion
Interferometria Indice de refraccion
Turbidimetria Dispersion de la luz
Nefelometria Dispersion de la luz
Espectroscopia Raman Dispersion

Otras técnicas espectrométricas

Espectrometria de masas

Difraccion de rayos X

Elipsometria

Fuente: (Pérez, 2007).
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La dispersion (o difusion) de la luz es el fendmeno mediante el cual la radiacion
electromagnética, al chocar con pequefias particulas de tipo coloidal o incluso
molecular, es desviada en su direccion de propagacion, de forma aparentemente
cadtica, en cada uno de los nucleos de dispersion, por tener un indice de
refraccion diferente al del medio. La medida de la luz dispersada (o difusa) da
lugar a técnicas muy utiles en la determinacion de la concentracion de sustancias
en suspension, asi como en la caracterizacion de la forma y del tamafio de las
particulas coloidales y macromoleculares. Estas técnicas son de dos tipos:
Turbidimetria y Nefelometria (Gredos, 2009).

La aparicion de turbidez en un medio en el que tiene lugar cierta reaccion
quimica, es un hecho que ha sido explotado, como medio de identificacion de
determinadas de sustancias, desde hace mucho tiempo. Se sabia, por ejemplo, que
la acidificacion de una disolucién de proteinas provoca su precipitacion
(floculacion, coagulacién), y por lo tanto, genera turbidez. La medida de esta
turbidez se utiliza en la actualidad para la determinacion cuantitativa de proteinas
en liquidos bioldgicos. Los métodos turbidimétricos y nefelométricos, con los
que, de forma diferente pero andloga, se mide la turbidez de un medio, se utilizan
indistintamente en medidas de concentracién. Cuando el objetivo es la
determinacion de la forma y tamafio de las particulas en suspension, los métodos

nefelométricos son indudablemente mucho mas ventajoso (Gredos, 2009).

Cualquier medio sélido, liquido o gaseoso es capaz de dispersar luz en mayor o
menor grado. Este fendmeno se conoce como efecto Tyndall, quien lo describid
por primera vez en 1854. Sin embargo fue Rayleigh en 1871 quien propuso el
primer modelo fisico que interpreta de forma notable el fendmeno de dispersion
en sistemas diluidos, y que constituye la base fundamental de los métodos

turbidimétricos y nefelométricos.
Las soluciones verdaderas son claras y transparentes y no es posible distinguir ni

macroscopica ni microscopicamente sus particulas disueltas de la fase dispersante.

En cambio, las dispersiones groseras presentan un aspecto turbio que se debe a la
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facilidad con que se visualizan las particulas suspendidas en el medio liquido. En
cuanto a las dispersiones coloidales, si bien aparecen perfectamente claras en el
microscopio, al ser examinadas de una manera especial se comportan de forma
muy singular. En efecto, cuando un rayo luminoso atraviesa un recipiente
transparente que contiene una solucion verdadera, es imposible visualizarlo a
través de ella, por lo que se dice que es una solucidn Opticamente vacia, esto es, en
el ultramicroscopio presentan un fondo negro sin puntos brillantes pero, si dicho
rayo penetra en una habitacion oscurecida, su trayectoria estara demarcada por
una sucesion de particulas que, al reflejar y refractar las radiaciones luminosas, se
conviertan en centros emisores de luz. Con las soluciones coloidales pasa
exactamente lo mismo; sus micelas gozan de la propiedad de reflejar y refractar la
luz, con el agregado de que la luz dispersada esta polarizada. De este modo, el
trayecto que sigue el rayo luminoso en una solucion Coloidal es visualizado
gracias a las particulas coloidales, convertidas en centros emisores de luz
(Hernandez, Mufioz, Romo, Chable, & Guillen, 2005).

Grafico 2. Difusion de la luz en solucién verdadera y dispersion coloidal.
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Fuente: (Fuentes, 2014).

Esto fendbmeno se conoce con el nombre de Efecto Tyndall y es tanto mas intenso
cuanto menor sea la longitud de onda del rayo incidente; de ahi que del conjunto
de los colores que constituyen el espectro solar, el azul y el violeta son los

preferentemente difractados, lo que explica el color azul que tienen la atmosfera y
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el mar. Asimismo, es tanto mas pronunciado cuanto mayor sea el tamafio de las

particulas coloidales (Hernandez, Mufioz, Romo, Chable, & Guillen, 2005).

2.4.2 Turbidimetria

La turbidez a la reducciéon de la transparencia de un liquido causada por la

presencia de materia sin disolver. La turbidez, también es nombrada turbiedad

La técnica analitica utilizada para su medicion es la turbidimetria, basada en la
dispersion de la luz por particulas en suspension en el seno de una disolucién, la
cual mide la disminucion de la transmitancia del haz de luz al atravesar la
muestra. Se diferencia de la nefelometria porque esta técnica analitica es basada
en la dispersion de la luz por particulas en suspension en el seno de una
disolucion, midiendo el haz de luz en la direccion que forma un angulo recto (90°)
(Soriano, 2010).

Grafico 3. Estandares de turbidez de formazin expresados en NTU.
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Fuente: (Optek, 2005).

Cuando la radiacion electromagnética atraviesa una solucion, esta puede ser
absorbida o dispersada; depende de las propiedades de la solucion. Cuando la
radiacion es dispersada se usan la turbidimetria, que se basa en la medicion de la
intensidad de la luz trasmitida como una funcion de la concentracion de la fase
dispersa; esta técnica se usa para determinar la cantidad de material sélido en una
suspension coloidal (Chen & De Abreu, 2014).
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Las Tecnicas Espectroscopicas y No Espectroscopicas son empleadas en
los Métodos Espectrométricos los cuales son métodos instrumentales empleados
en quimica analitica basados en la interaccion de la radiacion electromagnética, u
otras particulas, con un analito para identificarlo o determinar su concentracion.
Las Técnicas no Espectroscopicas aprovechan diferentes propiedades de la
radiacion electromagnética, como el indice de refraccion o la dispersion
(Caballero, 2013).

2.4.3 Métodos para medir la turbidez de los in6culos
Para medir la turbidez se utiliza actualmente instrumentos como son los
turbidimetros o nefelometros, que emplean un método cuantitativo y deben

cumplir los siguientes criterios en el disefio dptico:

Tabla 2. Criterios en el disefio éptico para un turbidimetro o nefelémetro.

Criterios Requerimientos
Longitud de onda o 860 nm
Fuente de luz o Lémpara de tungsteno; diodos

(leds) o laser

Ancho de banda espectral o <60nm
Convergencia de la radiacion o #15°
incidente

Angulo de medicion o 90°#2,5°
Distancia recorrida por la luz o <10cm

incidente y dispersa

Fuente: (Soriano, 2010).

Los turbidimetros o nefelometros deben estar disefiados con niveles muy
pequefios de luz extraviada, con el objeto de no tener una deriva significativa en el
periodo de estabilizacidon del instrumento, y también para que no interfieran en

mediciones de turbidez de baja concentracion. La nefelometria se basa en la
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medicion de radiacion dispersa, en cambio la turbidimetria en la medicion de la

intensidad de un haz disminuido. (Soriano, 2010).

Gréfico 4. Disefio dptico de un turbidimetro y nefelémetro.
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Fuente: (Soriano, 2010).

En microbiologia uno de los parametros preponderantes en el antibiograma es la
medicion de la turbidez del in6culo bacteriano. Para medir la turbidez primero

debemos partir de la preparacion del in6culo, existen principalmente dos formas:

Preparacion del indculo en medio de cultivo liquido

Para esto se procede a coger de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18
a 24 horas y sembrarlas en 5 ml de un medio liquido (Brain-Heart, Todd Hewitt,
Tripticasa soja, etc.) e incubar en la estufa a 35°C durante 2 a 6 horas hasta
conseguir o superar una turbidez del 0.5 de la escala de McFarland. Si la turbidez

es superior se realiza el ajuste necesario con suero salino estéril.

Preparacion de inéculo con suspension directa de colonias

A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas coger varias colonias con un asa
y ajustar el indculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de McFarland en
suero fisiologico. Agitar en un vortex durante 15-20 segundos. Se recomienda

utilizar el primer método si el cultivo tiene mas de 24 horas de incubacion.
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El segundo método es el mas adecuado para microorganismos de crecimiento
dificil en medios liquidos (Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, S. pneumoniae,
estreptococos no enterococos, Listeria, Moraxella y Corynebacterium spp) y para
estafilococos en los que se quiera detectar la resistencia a oxacilina (Quiroz,
2013).

En ambos métodos de preparacion del inoculo se suele utilizar la comparacion

visual y la medicion en un turbidimetro, como métodos para medir la turbidez.

Medicion de la turbidez con comparacion visual

Para este método vamos a coger el tubo de origen comercial o preparado de escala
McFarland equivalente a 0,5 es decir con una turbidez equivalente a 1,5 x 108
UFC/mL, vamos a proceder a agitar el tubo en un vortex, con luz adecuada se
compara la turbidez con el in6culo o suspension bacteriana ya sea del medio de
cultivo liquido o en suero fisioldgico, se recomienda sostener los tubos contra un
fondo blanco con lineas negras horizontales de contraste, se ajustara la turbidez

del in6culo con suero fisioldgico en caso de que este sobrepase la escala.

La escala de McFarland debe mantenerse bien cerrada y sellada para prevenir la
evaporacion y se almacena en la oscuridad, la turbidez estandar puede permanecer
almacenada hasta 6 meses. La turbidez estandar de 0,5 en la escala de McFarland
se usa para justar la turbidez del indculo para la prueba de susceptibilidad a los

antimicrobianos (Perilla, y otros, 2003).
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Grafico 5. Medicion de la turbidez mediante la observacion visual frente a Escala
0,5 McFarland con fondo blanco y lineas negras horizontales de

contraste.

Fuente: El investigador.

Medicion de la turbidez con turbidimetro

En este método se va a medir la turbidez del in6culo o suspension bacteriana ya
sea del medio de cultivo liquido o en suero fisiologico, por medio de un equipo
turbidimétrico. Debido a las implicaciones que conlleva una inadecuada
preparacion del indculo como es la falsa susceptibilidad y fomento de resistencias
bacterianas es importante la correcta preparacion de este (Koneman, Allen, Janda,
Schreckenberger, & Win, 1999).

Para este se debe primero encerar el equipo con agua destilada, posteriormente
leemos la turbidez de un patron con escala conocida de origen comercial, con
fines de control de calidad y posteriormente se procede a leer las suspensiones
bacterianas realizadas ajustando la turbidez hasta tener el valor esperado.
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Gréafico 6. Turbidimetro.

Fuente: El investigador.

2.4.4 Técnicas bacterioldgicas

Las técnicas bacteriologicas generalmente utilizadas para el diagnostico etioldgico
de la infecciones depende en gran medida de las caracteristicas bioldgicas de los

microorganismos que se pretende detectar.

Se utilizan desde técnicas basicas de visualizacion como lo es en el microscopio a
partir de muestras en fresco y coloraciones, las cuales son la primera orientacion

hacia un diagnostico confiable (Prats, 2006).

Las técnicas de aislamiento en medios de cultivo enriquecidos pudiendo ser estos
especificos o generales, asi como también la identificacion como lo es por
pruebas bioquimicas, son pruebas indispensables en esta éarea. EXxisten
microorganismos de dificil identificacion como lo son treponemas, clamidias y
rickettsias, para los cuales su diagnostico depende de pruebas seroldgicas o
inmunoldgicas. (Prats, 2013).
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Técnicas de examen microscopico

El examen microscopico es el primer paso para el estudio de muestras
bacterioldgicas, orientandonos con datos de gran utilidad como son: la presencia
de bacterias, su morfologia, movilidad y caracteristicas tintoriales. Existen dos
técnicas generales para el examen microscopico: preparaciones en fresco y

preparaciones coloreadas (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

Examen microscopico en fresco

Es una técnica de facil realizacidn, en la que el producto a examinar se sitla entre
porta y cubreobjetos, pudiendo observarse la presencia de bacterias, morfologia y
motilidad, permitiendo la observacion bacteriana, entidades celulares, leucocitos,

cristales, moco, etc. (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

Graéfico 7. Preparacion en fresco de una muestra

Fuente: (Bvscuba, 2009).
Examen microscopico de extensiones coloreadas
Las técnicas de coloracion son un complemento indispensable del examen en

fresco, ya que permiten la observacion de las estructuras celulares y la

diferenciacion de microorganismos de acuerdo a la coloracion que estos tomen.
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Preparacion de los frotis

Extension.- La forma de realizar la extension depende del producto a examinar:

Producto liquido: Depositar una gota de la muestra en el portaobjetos, extenderlo
con el asa hasta conseguir una capa fina y homogeénea.

Cultivo en medio solido: Depositar una gotita de agua o solucion fisioldgica en un
portaobjetos y suspender en ella una colonia. Extender bien para conseguir una
capa fina y homogénea.

Exudado: Extender directamente sobre el portaobjetos la muestra recogida con el
hisopo, procurando que quede una capa fina y homogénea. Con el fin de conservar
la morfologia celular y la agrupacion bacteriana, es conveniente dar un
movimiento de rotacién con el hisopo, conforme se vaya deslizando sobre el

portaobjetos.

Secado y fijado.- Las dos acciones se pueden efectuar simultdneamente. Calentar
ligeramente la parte inferior del portaobjetos. Esta operacion, ademas de secar.
Sirve para fijar, ya que coagula las proteinas plasmaticas de los microorganismos

y los adhiere al portaobjetos.

También se puede fijar con alcohol, para ello cubrir la preparacion con alcohol
metilico, dejar dos o tres minutos, escurrir y secar a temperatura ambiente. Esta
segunda opcidén es util si el extendido es rico en materiales hiticos (Alvarez,
Boquet, & De Fez, 1990).
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Coloraciones

Coloraciones simples

Las coloraciones simples son aquellas que utilizan un solo colorante y tienen por
objetivo poner en evidencia la morfologia bacteriana. A continuacién se describen

dos de las principales.

Tincién de Azul de Metileno
Reactivos:

Azul de metileno: 0,3 g.
Alcohol etilico de 95°: 30 ml.

Una vez disuelto, agregar 10 ml de agua destilada
Técnica:

Extender, fijar y secar al calor.

Cubrir la preparacion con el colorante y dejar actuar uno a dos minutos.
Lavar con agua.

Secar a temperatura ambiente y observar con objetivo de inmersion.

Las bacterias se observan de color azul (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

Gréfico 8. Observacion de placa tefiida con azul de metileno
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Fuente: El investigador.
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Tincién de Fucsina Fenicada Béasica

Reactivos:

Fucsina basica: 10 g.
Alcohol de 95°: 100 ml.

Afiadir a una parte de esta solucidn alcohdlica de reserva nueve partes de agua
fenicada al 5%.

Técnica:

Extender, secar y fijar al calor.

Cubrir la preparacion con el colorante y dejar actuar uno a dos minutos.
Lavar con agua.

Secar a temperatura ambiente y observar con objetivo de inmersion.

Las bacterias se observa de color rojo (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

Grafico 9. Bacterias con tincion de fucsina fenicada basica

Fuente: El investigador.
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Coloraciones compuestas o diferenciales

Las coloraciones compuestas son aquellas que utilizan mas de un colorante. Su
objetivo es poner de manifiesto diferencias entre microorganismos o parte de

ellos. Algunas de las principales son las siguientes:

Tincién de Gram

El examen directo de un espécimen clinico bajo tincion de Gram representa uno
de los métodos con mayor valor y utilidad en el area de Microbiologia. Los
resultados de esta proporcionan rapidamente informacion valiosa que puede ser
utilizada por el clinico para elegir la terapia antimicrobiana apropiada, asi como
también permite al laboratorista valorar la calidad de la muestra y la profundidad
con la que debe abordarse la caracterizacion de algunos microorganismos aislados

en cultivo (Davey, y otros, 2007).

Es la coloracion diferencial mas utilizadas en Microbiologia, ya que diferencia a
las bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas, segln

retengan o no el cristal violeta utilizado.

Reactivos:

Violeta de genciana fenicada:
Violeta de genciana: 1g.
Acido fénico: 25g.
Alcohol absoluto: 10ml.
Agua destilada: 100ml.

Solucion de Lugol (mordiente):
Yodo: 19
Yoduro: potasico: 2g.
Agua destilada: 300ml.
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Decolorante:
Alcohol de 96°: 70ml.
Acetona: 30ml.

Fucsina diluida:
Fucsina de Ziehl: 10ml.
Agua destilada: 90ml.

Si se utiliza como colorante de contraste safranina:
Safranina (2,59/100ml. alcohol 95°): 10ml.
Agua destilada: 90ml.

Técnica:

Extender, secar y fijar al calor.

Cubrir la preparacion con violeta de genciana y dejar actuar un minuto.

Lavar con agua.

Cubrir la preparacion con Lugol, y dejar actuar un minuto.

Lavar con agua.

Decolorar con alcohol-acetona hasta que se arrastre todo el colorante.

Lavar con agua.

Cubrir la preparacion con Fucsina diluida, y deja actuar de treinta a cuarenta y
cinco segundos exactos. Si se utiliza safranina, dejar actuar un minuto.

Lavar con agua.

Secar a temperatura ambiente y observar con objetivo de inmersién.

Las bacterias Gram positivas se observan de color violeta y las Gram negativas de
color rosa, siendo de tonalidad mas tenue si se ha utilizado la safranina como

colorante de contraste (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 10. Observacion de hifas de hongo con tincion de Gram

Fuente: El investigador

Tincién de Giemsa

Es una coloracion empleada para la visualizacion de protozoos, espiroquetas y

Chlamydia.

Reactivos:

Metanol.

Colorante de Giemsa.
Agua tamponada pH 7,2.

Técnica:

Extender y secar a temperatura ambiente.

Fijar con metanol diez minutos.

Cubrir la preparacion con Giemsa diluido 1/10 con agua tamponada pH 7,2 y
dejar actuar de diez a quince minutos.

Lavar con agua.

Secar y observar con objeto de inmersion (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréafico 11. Parasitos observados con tincion de Giemsa
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Fuente: (Hernandez, 2010).

Tincién de Ziehl-Neelsen

Es una coloracién acidorresistente que utiliza colorantes béasicos aplicados con
calor. Se utiliza para la observacion de microorganismos que resisten la
decoloracién con acidos inorgénicos, como son Mycobacterium, Actinomyces y
Nocardia.
Reactivos:
Colorante.

Fucsina bésica: 0,3 g.

Fenol: 5 g.

Alcohol etilico de 95°: 10ml.
Agua destilada: 95ml.
Filtrar y guardar en frasco oscuro.
Decolorante.
Alcohol de 95°: 97ml.
Acido clorhidrico: 3ml.
Solucion de contraste:
Azul de metileno: 0,3g.
Agua destilada: 100ml.
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Técnica:

Extender y secar la preparacion a temperatura ambiente.

Fijar con alcohol metilico de 99° hasta evaporacion del mismo.

Cubrir la preparacion con la solucion de fucsina y flamear el porta hasta emision
de vapores. Mantener caliente la preparacion durante diez a quince minutos.
Evitar la ebullicion.

Lavar con agua.

Decolorar con la mezcla alcohol &cida hasta que no desprenda mas colorante.
Lavar con agua.

Cubrir la preparacion con azul de metileno de dos a tres minutos.

Lavar con agua.

Secar a temperatura ambiente y observar con objetivo de inmersion.
Los microorganismos acido-alcohol resistentes se observan de color rosa, los que
no lo son y demas productos o células se observan de color azul (Alvarez, Boquet,

& De Fez, 1990).

Gréfico 12. Tincidon de Giemsa. Bacilos acido alcohol resistentes.

*

Fuente: (Prasad, Narasimha, & Harendra Kumar, 2011).

Cultivo bacteriano

Para estudiar las reacciones metabdlicas y fisiologicas de las bacterias es

necesario cultivarlas en medios de cultivo, que son mezclas de sustancias que
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proporcionan en forma asimilable todos los elementos necesarios para su

crecimiento y multiplicacion.

Segun el fin al que estén destinados, los medios de cultivo se clasifican en medios
selectivos, de enriquecimiento, medios de diferenciacion, medios de

identificacion, medios de multiplicacion, medios de conservacion.

En la actualidad existen una gran variedad de medios de cultivo deshidratados que
facilitan en gran manera la labor de los laboratorios de Microbiologia y que
garantizan una buena calidad de funcionamiento, a continuacién se nombran los

medios principalmente usados.

Caldo Cerebro Corazén (BHI)

El caldo cerebro corazon es un medio liquido, especialmente adaptado para el
crecimiento de microorganismos exigentes, es un excelente caldo para

hemocultivos.

Agar Cled (Cistina-Lactosa-Electrolito Deficiente)

El agar Cled es un medio no inhibidor, indicado para el cultivo y recuento en
placa de bacterias procedentes de orina. Por ser deficiente en electrdlitos inhibe el
crecimiento en velo de Proteus. EI medio incluye lactosa y un indicador. Los
microorganismos que fermentan el aztcar producen un cambio de color, de verde

a amarillo. Los no fermentadores dan colonias azul-verdosas.

Agar Chocolate

Es un medio utilizado para el crecimiento de microorganismos exigentes. Se
prepara a partir de una agar sangre recién preparado y sin solidificar (50°C) que se

incluye durante diez minutos en un bafio Maria previamente estabilizado a 80°C.

Si el tiempo y la incubacion son los correctos no se destruyen los factores
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hematicos V y X, que quedan libres en el medio y que pueden ser recuperados por

gérmenes exigentes y con dicha auxotrofia, como Haemophilus influenzae.

Agar Emb (Agar con Eosina 'y Azul de Metileno)

El agar con eosina y azul de metileno es un medio de diferenciacion, desarrollado
por Levine, que se utiliza para el cultivo Enterobacteriaceae. La inclusion de
lactosa en el medio permite diferenciar a los microorganismos que fermentan el
azucar de los que no lo hacen. Los colorantes contenidos en el medio inhiben la
mayor parte de la flora Gram positiva (excepto Streptococcus faecalis). En este
medio, las colonias de Escherichia coli adquieren un aspecto caracteristico a la luz

reflejada, ya que dan un brillo metalico verdoso.

Agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo diferencial utilizado para el cultivo de
Enterobacteriaceae. Los organismos fermentadores de la lactosa producen
colonias rosas o rojas que pueden estar rodeadas de una zona de bilis precipitada.
Los organismos no fermentadores de la lactosa, forman colonias incoloras y
transparentes, la flora Gram positiva es inhibida por el cristal violeta. Es clave
diferencial para E. coli como bacilo Gram negativo fermentador de lactosa
(Brooks, Morse, Carroll, Mietzner, & Butel, 2010).

Agar Mueller Hinton

El agra Mueller Hinton es un medio enriquecido, utilizado como medio de

eleccion para realizar pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.
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Agar Sabouraud Cloranfenicol

Es un medio utilizado para el cultivo de levaduras y hongos, al que se ha
adicionado cloranfenicol para impedir el desarrollo de la flora acompafiante.

Agar Salmonella-Shigella (Agar SS)

El agar SS es un medio diferencial selectivo utilizado para el aislamiento de
Salmonella y Shigella. El desarrollo de otros bacilos Gram negativos y de cocos
Gram positivos esta inhibido por el verde brillante, las sales biliares y las elevadas
concentraciones de tiosulfato y citrato.

Agar Sangre

El agar sangre es un medio enriquecido utilizado para el cultivo de
microorganismos exigentes, ademas para la determinacion de reacciones
hemoliticas tipicas.

Agar Thayer Martin

El medio de Thayer Martin permite el crecimiento de cepas exigentes de Neisseria
(Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

Diferenciacion de bacterias de interés clinico

En el siglo XVIII, Lineo aplico un tipo de clasificacion de acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas que presentaban los organismos, posteriormente en el

siglo XIX se comenzé a utilizar una clasificacion con un enfoque filogenético.

Los criterios de clasificacion utilizados en la actualidad son varios: morfolégicos,
fisioldgicos, bioguimicos, patogénicos e inmunoldgicos. Los cuales nos permiten
no solo identificar el género y especie del microorganismo, si no también cual es

el mejor tratamiento antibidtico a utilizar. Siguiendo la pauta observada en la
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octava edicion del «Manual de Bergey» (1974) y en los volimenes 1y 2 del
«Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology», se ha realizado un esquema de
diferenciacion bacteriana utilizando caracteristicas apreciables y de sencilla

determinacion (Alvarez, Boguet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 13. Esquema general de diferenciacion de bacterias de interés clinico Gram negativas

Coloracion de Gram

negativa

Morfologia
Cocacea Bacilar
Respiracion Respiracion
Aerobia Anaerobia Aerobia ) L Anaerobia .
Microaerafilo facultativa Anaerobia
- Moraxella - Veillonella - Acinetobacter
- Nei i - Alcaligenes
e seruy g - Actinobacillus - Bacteroides

- Bordetella - Campylobacter
- Aeromonas - Fusobacterium

- Brucella .
- Chromobacterium

- Flavobacterium .
- Enterobacteriaceae

- Francisella
- Gardnerella

- Kingella

< - Hoemophilus

- Legionella - Kingella

- Moraxella
- Pasteurella

- Pseudomonas .
- Plesiomonas
-Vibrio

Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Grafico 14. Esquema general de diferenciacion de bacterias de interés clinico Gram positivas

Coloracién de Gram
positiva

. Morfologia |

Cocacea Bacilar
Respiracion Respiracion
Aerobia Anaerot_]la Microaerafila Anaerobia Aerobia Anaerot_]la Anaerobia
facultativa facultativa
- Staphylococcus - Peptococcus - Baciflus - Corynebacterium - Actinomyces
- Micrococcus - Aerococcus , , . ,
- Streptococcus - Peptostreptococcus - Mycobacterium - Erysipelothrix - Arachnia
- Gemella - Nocardia - Listeria - Bifidobacterium
- Streptomyces - Clostridium

- Eubacterium
- lactobacillus

- Propionibacterium

Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).

44



Cocos Gram positivos

Dentro de estas formas existen tres grupos de importancia clinica:

a)

b)

Cocos Gram positivos agrupados en masas arracimadas y con morfologia

de células redondas es la imagen tipica del genero Staphylococcus.

Cocos Gram positivos agrupados en parejas o cadenas con morfologia

redonda o ligeramente oval corresponden a Streptococcus.

Cocos Gram positivos agrupados irregularmente o en tétradas, de tamafio
algo mayor que los anteriores y forma esférica, a veces algo asimétrica, es
la morfologia caracteristica del genero Micrococcus, considerados

normalmente de naturaleza saprofita (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 15. Clave diferencial de cocos Gram positivos aerobios y anaerobios facultativos Streptococcus con alfa-hemolisis
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 16. Clave diferencial de cocos Gram positivos aerobios y anaerobios facultativos Streptococcus con beta-hemolisis
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-
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 17. Clave diferencial de cocos Gram positivos aerobios y anaerobios facultativos Streptococcus con gamma-hemolisis
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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4 ™

a) Catalasa
positiva

b) Agrupados en
racimos o
grupos

c) Colonias de
mas de Imm

N

Gréfico 18. Clave diferencial de cocos Gram positivos aerobios y anaerobios facultativos Micrococcus
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 19. Clave diferencial de cocos Gram positivos aerobios y anaerobios facultativos Staphylococcus

P
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.,"'—"'\I
| Aerobiosis —
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Diplococos y diplobacilos Gram negativos

Familia Neisseriaceae

La familia Neisseriaceae estd constituida por diplococos o diplobacilos Gram
negativos aerobios estrictos, catalasa y oxidasa positiva (con la excepcion de
Acinetobacter, que es oxidasa negativa, y Kingella, que es catalasa negativa). En
fase estacionaria suelen presentarse preferentemente como diplococos en forma de
grano de café, mirandose por sus caras concavas o planas. A veces se agrupan en
tétradas. EI género Neisseria posee dos especies patdgenas N. meningitidis y N.
gonorrhoeae, que con la excepcion de N. lactamica se diferencia del resto de la
familia en que son las Unicas que crecen en medios selectivos (agar Thayer-
Martin, New York Medium). N. lactdmica se distingue a su vez de las patdgenas
en que es la Unica que fermenta la lactosa (ONPG positiva) y crece sobre agar

nutritivo a 35°C.

Moraxella catarrhalis se diferencia del género Neisseria en que no actua sobre los
azUcares. Se considera patdgeno oportunista de las vias respiratorias superiores,
donde reside como saprofito. Moraxella y las especies saprofitas de Neisseria son
comensales habituales de las vias respiratorias altas y de las mucosas genitales,
por lo que es necesario saber distinguirla de las patdgenas. La diferenciacion se
hara siempre sobre la base del cultivo en medios selectivos y de los resultados de
las pruebas bioguimicas, no confiando nunca en la sola morfologia apreciable al
Gram. Moraxella se presenta en forma de diplobacilos Gram negativos. Aunque
su pared posee configuracion de Gram positivo se decolora extremadamente

rapido, por lo que es considerado Gram negativo por la mayoria de los autores.

Acinetobacter acostumbra a tener forma de bacilo corto y grueso agrupado en
parejas y cadenas cortas. Es un patégeno oportunista nosocomial, que crece bien
en los medios de cultivo ordinarios y siempre es resistente a la penicilina
(diferencia con los patdgenos de los otros géneros) (Alvarez, Boquet, & De Fez,
1990).
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Gréfico 20. Clave diferencial de bacilos cortos, cocos en parejas o cadenas Gram negativos.
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 21. Caracteristicas diferenciales de especies Moraxella
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 22. Caracteristicas diferenciales de especies Neisseria
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Bacilos Gram positivos

Entre los microorganismos agrupados con el nombre de bacilos Gram positivos
aerobios y anaerobios facultativos hay gérmenes que presentan caracteristicas

morfolégicas y fisioldgicas muy particulares.

Bacillus: Es el unico bacilo aerobio capaz de esporular, su Unica especie patdgena
es B. anthracis, productora del carbunco, es un bacilo grande (5 x 1 micra) e

inmovil.

Erysipelothrix rhusiopathiae: Es un fino bacilo (1,2 x 0,2 micras), inmdvil,

catalasa negativo, que es responsable del mal rojo del cerdo.

Listeria monocytogenes: Es un bacilo pequefio, a veces coco-bacilar, que
morfolégicamente puede confundirse con Streptococcus del grupo D, de quien se

diferencia por ser esta Ultima catalasa negativa.

Corynebacterium diphteriae: Son bacilos irregulares que acostumbran a
presentarse en forma de maza, coloracion irregular y granulos metacromaticos

internos. Su agrupacién es caracteristica en forma de letras chinas.
Mycobacterium: Aunque es considerado Gram positivo, coge tan débilmente el
colorante de Gram que apenas se ve. Por ello se utiliza otras tinciones (auramina,

Ziehl-Neelsen).

Nocardia: Es una bacteria filamentosa, ramificada, Gram positiva y Ziehl-Neelsen

positiva.

Streptomyces: Se presenta en forma de filamentos ramificados de los que se

desgajan los conidios en rosario (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 23. Clave diferencial de Bacilos Gram positivos aerobios y anaerobios

facultativos
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Gréfico 24. Clave diferencial de Bacilos Gram positivos aerobios y anaerobios
facultativos catalasa positivo
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Bacilos Gram negativos

Clasificacion de los principales bacilos Gram negativos aerobios y/o facultativos,
su diferenciacién se hace sobre la base de las necesidades respiratorias y la

actuacion frente los hidratos de carbono.

Gréfico 25. Clave diferencial de bacilos Gram negativos aerobios o facultativos
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Fuente: (Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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Pruebas Bioquimicas de Identificacion

Pruebas de la Sensibilidad a la Bacitracina

Esta prueba puede utilizarse como diagnostico presuntivo en la identificacion de
los Streptococcus beta-hemoliticos del grupo A de Lancefield, ya que, a diferencia
de la mayoria de los Streptococcus, suelen ser sensibles a bajas concentraciones

de Bacitracina.

Prueba de la Beta-Galactosidasa (ONPG)

Esta prueba demuestra la presencia de la enzima beta-galactosidasa en algunos
microorganismos. Todos los gérmenes denominados fermentadores lentos de la

lactosa son beta-galactosidasa positivo.
Prueba de Crecimiento en Bilis

La capacidad de crecimiento en medios con una determinada concentracion en
bilis, es una prueba utilizada para la identificacion de ciertos anaerobios, como las

especies de Bacteroides y Fusobacterium.
Prueba de Solubilidad en Bilis

Se basa en la capacidad de determinadas bacterias de lisarse en presencia de sales
biliares, las méas utilizadas son: el taurocolato y el desoxicolato de sodio. Ambas
provocan un descenso de la tension superficial, que, unido a la actuacién de
enzimas autoliticas, destruyen la célula. El efecto de esta enzima autoliticas se
pone de manifiesto también sobre las colonias viejas de S. pneumoniae crecidas en

medios solidos, en las que se aprecia una umbilicacion central.
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Prueba de Bilis-Esculina

Esta prueba determina la propiedad que poseen algunos microorganismos de
hidrolizar el glucosido esculina en esculetina y glucosa, en presencia de un 10 a
un 40 por 100 de bilis.

Prueba del Camp

Es una prueba presuntiva de identificacion de los Streptococcus del grupo B,

descrita por Christie, Atkins y Munch-Petersen.

Esta basada en la potenciacién de la zona de lisis formada por Staphylococcus
aureus productores de beta-lisina, por una sustancia denominada CAMP-factor,

elaborada por los Streptococcus del grupo B.
Prueba de la Catalasa

La catalasa es una enzima propia de la mayoria de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que poseen citocromos, con la excepcion de Streptococcus.
Su funcion es descomponer el peroxido de hidrégeno, desprendiendo oxigeno

libre.
Prueba del Citrato

Determina la capacidad que poseen algunos microorganismos de utilizar como

Unica fuente de carbono el citrato, produciendo alcalinidad.
Prueba del CNK

Sirve para poner de manifiesto aquellas bacterias que son capaces de crecer en un

medio que contiene cianuro potasico.
Prueba de la Coagulasa

Consiste en poner de manifiesto la enzima coagulasa que poseen algunos

Staphylococcus.
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Prueba de la DNasa

Se basa en la capacidad que poseen ciertas bacterias para hidrolizar
enzimaticamente el acido desoxirribonucleico, produciendo una mezcla de mono

y polinucledtidos.
Hidrolisis de la Esculina

Hay microorganismos con capacidad de hidrolizar el glucésido esculina en

esculetina y glucosa.
Requerimiento de Factores de Crecimiento Vy X

El género Haemophilus necesita para su crecimiento la presencia de factor X
(porcion Hem de la hemoglobina) y el factor V (dinucle6tido adenina
nicotinamida). La necesidad de uno o ambos factores se utiliza para la

diferenciacion de las especies de Haemophilus.
Prueba de la Fenilalanina Desaminasa

Se basa en la capacidad que poseen algunas bacterias de desaminar la fenilalanina,

produciendo acido fenil piravico.
Prueba de la Licuacion de la Gelatina

Esta prueba determina la capacidad de ciertos microorganismos de hidrolizar la
gelatina a péptidos y aminoacidos, mediante la accion de enzimas especificas
denominadas gelatinasas.

Prueba del Tubo de Germinacién (Test de filamentacion)

Es una prueba de gran valor para la identificacion rapida y presuntiva de Candida
albicans, que con Candida stellatoidea son las Unicas levaduras del género

Candida, capaces de producir tubos germinales.
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Produccién de Hemolisis

Los microorganismos, cuando se cultivan in vitro sobre medios que contienen

sangre, pueden producir alrededor de las colonias unas zonas de hemolisis.
Utilizacion de Hidratos de Carbono

Esta prueba determina la capacidad de un microorganismo para actuar sobre un
hidrato de carbono especifico, incorporado a un medio de cultivo base,

produciendo acido o acido y gas.

El indicador incluido en el medio es rojo de fenol, que a pH 7,4 es de color rosa-

rojizo y a pH écido vira a amarillo.

Los hidratos de carbono mas utilizados son: glucosa, lactosa, sacarosa, arabinosa,
maltosa, manosa, rafinosa, fructosa, xilosa, trehalosa, galactosa, ramnosa,
melobiosa, almidon, manitol, sorbitol, inositol, adonitol, inulina, salicina y

amigdalina.
Hidrolisis del Hipurato

Esta prueba determina la capacidad de algunos microorganismos de hidrolizar el
Hipurato sédico produciendo acido benzoico, que se pone de manifiesto al afiadir

una solucion de cloruro férrico.
Produccién de Indol

La prueba del indol determina la capacidad de las bacterias de degradar el
triptéfano dando indol. Algunas bacterias, gracias a la enzima triptofanasa
hidrolizan el aminoéacido, dando indol, acido pirdvico y amoniaco. La presencia
de indol se detecta observando la formacion de una coloracion rosa-rojo en el

medio al afadir para-dimetilaminobenzaldehido.
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Prueba del Malonato

Pone de manifiesto la capacidad que poseen determinadas bacterias de utilizar el
malonato de sodio como Unica fuente de carbono, con la consiguiente liberacion

del catién, que en presencia de iones agua produce alcalinidad.
Prueba de la Movilidad

La movilidad es una caracteristica importante al hacer una determinacion
bacteriana, pues indirectamente sefiala que el microorganismo posee flagelos,
rasgo taxondémico que es dificil poner de manifiesto por otros métodos, incluidos

los tintoriales.
Prueba de Reduccién de Nitrato

Algunos microorganismos utilizan el nitrato en una via alternativa como fuente de
energia, reduciéndolo a nitrito o nitrogeno libre. Esta propiedad es una

caracteristica importante en la diferenciacién de muchos grupos bacterianos.
Prueba de la Sensibilidad a la Novobiocina

Los Staphylococcus coagulasa negativos pueden diferenciarse en dos grupos,

segun sean sensibles o0 no a la novobiocina (5ug).

Staphylococcus epidermidis es sensible, mientras que Staphylococcus

saprophyticus no lo es.
Prueba de Rojo de Metilo

Se funda en la capacidad que poseen algunos microorganismos de actuar sobre la
glucosa, y a través del acido pirdvico producir una fermentacion acido-mixta,

capaz de bajar el pH a una cifra igual o inferior a 4,4.
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Produccién de Acido Sulfhidrico

Algunas especies bacterianas heterotroficas son capaces de liberar azufre
enzimaticamente de los aminoacidos que lo contengan, produciendo &cido

sulfhidrico. La enzima responsable de esta actividad, es la cisteinasa.
Prueba de Reduccion del Telurito

Esta prueba diferencia algunas especies del género Mycobacterium, como el
Mycobacterium avium-complex, basandose en la propiedad que tienen de reducir

el telurito potasico a telurio.
Prueba de la Tinta China

Esta prueba utiliza para poner en evidencia la capsula de polisacéridos, presente

en la especie Cryptococcus neoformans.
Prueba de Agar Hierro de Kligler y Agar Triple Azacar Hierro (T.S.1.)

Son medios utilizados preferentemente para la diferenciacion de
Enterobacteriaceae. En ellos se puede determinar las fermentaciones de los

hidratos de carbono, la produccién de gas y de sulfhidrico.
Prueba de la Urea

Determina la capacidad de un organismo para desdoblar la urea, en amoniaco y
CO,, por accidn de la enzima ureasa. La visualizacién del proceso se fundamenta
en la alcalinizacion producida en el medio de cultivo se detecta mediante un

indicador de pH (rojo de fenol).
Prueba de Voges-Proskauer

Se basa en la capacidad que poseen determinados microorganismos de producir
acetil-metil-carbinol a partir de la degradacion de la glucosa. En presencia de
oxigeno y de una solucién de OHK AL 40 por 100, el acetil-metil-carbinol se
convierte en diacetilo, el cual, en contacto con alfa-naftol produce color rojo
(Alvarez, Boquet, & De Fez, 1990).
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2.4.5 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Los ensayos de susceptibilidad estan indicados para apoyar la quimioterapia
antimicrobiana de tratamiento en procesos infecciosos por bacterias en las que la
identidad del microorganismo no es suficiente para predecir en forma confiable su
susceptibilidad. Estos ensayos son a menudo indicados cuando se piensa que el
organismo causante pertenece a una especie capaz de mostrar resistencia a los
agentes antimicrobianos mas comunmente usados. Los mecanismos de resistencia
incluyen la produccion de enzimas inactivantes de la droga, que alteran el
objetivo, o alteran la accion. Las pruebas de mas amplia difusion son la
investigacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), y el Antibiograma
(Prat, 2010).

Existen varias pruebas para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana,

las cuales se las ha clasificado por categorias:

La primera categoria esta representada por la prueba de dilucion y la prueba de
difusion con disco, que valoran la actividad inhibitoria de un antimicrobiano

frente a un microorganismo determinado.

En la segunda estan las pruebas que determinan la actividad letal de un

antimicrobiano frente a un determinado microorganismo.

La tercera categoria abarca a la determinacion de la actividad B-lactamasa en un
determinado microorganismo, como elemento pronostico de su sensibilidad frente

a algunos antibidticos B-lactamicos.

En la cuarta categoria estan las pruebas que determinan directa o indirectamente la
cantidad de antimicrobiano en un liquido bioldgico, habitualmente el suero, como
son las pruebas bactericidas séricas y los estudios especificos de antimicrobianos

(Davey, y otros, 2007).
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Método de dilucion

En la prueba de dilucion, el microorganismo es inoculado en una serie de pocillos
que contienen una serie de concentraciones desde la més alta hasta la mas baja. De
esta forma la concentracion més baja que inhiba el crecimiento visible se

denominada concentracion minima inhibitoria 0 CMI (Davey, y otros, 2007).

Meétodo de difusion en disco

Este tipo de prueba esta limitada para bacterias aerobias y anaerobias facultativas
de crecimiento rapido, se aplica un disco de papel impregnado con una cantidad
especifica de antimicrobiano, el cual se aplica en un agar previamente inoculado
con el microorganismo objeto de estudio. El antibidtico difunde en el agar
formando un halo de inhibicion, el cual es medido e interpretado para el posterior

reporte de susceptibilidad presentado (Davey, y otros, 2007).

E-test

El E-test es un método de dilucion basado en la difusion de un gradiente continuo
de concentracion de un antimicrobiano a partir de una tira plastica en un medio de
agar. Esta forma una elipse de inhibicion en la cual la CMI se lee en el punto de la

escala donde la elipse cruza la tira (Davey, y otros, 2007).

Concentracion minima bactericida o letal

Con respecto a la CMB o CML, es utilizada en la investigacion de un nuevo
antimicrobiano. Para su determinacion se inocula el antimicrobiano en caldo,
diluido de forma seriada (en una base log,) con una suspensién estandarizada del
microorganismo en estudio. La menor concentracion es bactericida o letal se

establece para al menos el 99,9% del inoculo original (Davey, y otros, 2007).
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Estudio de la tasa de muertes

Esta técnica nos permite detectar la tolerancia, sinergia, 0 antagonismo entre dos o
mas antibidticos. El valor de esta prueba para casos como meningitis bacteriana es
muy elevado, ya que es necesario un tratamiento bactericida para la curacion,
valorando més el método muerte-tiempo en contraste con los resultados de la
CMB (Davey, y otros, 2007).

Estudio bactericida del suero

Esta prueba consiste basicamente en enfrentar el suero del paciente con un
aislado determinado de microorganismos del mismo paciente, y de esta forma
evaluar la actividad bactericida de uno o més antimicrobianos a los cuales ha sido
sometido (Davey, y otros, 2007).

2.4.6 Antibiograma

Varios métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. En muchos laboratorios de
microbiologia clinica, el test de difusion en agar es usado en forma rutinaria para

bacterias de rapido crecimiento y algunas bacterias fastidiosas patdgenas.

Los ensayos de susceptibilidad basados solamente en la presencia o ausencia de
una zona de inhibicion sin importar su tamafio, no son aceptables. Resultados
confiables sélo se pueden obtener con un disco de ensayo de difusién que use el
principio de metodologia estandarizada y con medidas de didmetro de zona
correlacionada con la determinacion de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

con cepas conocidas susceptibles y resistentes a varios antibioticos.
El método que actualmente recomienda el Sub Comité de Ensayos de

Susceptibilidad de NCCLS esta basado en el método originalmente descrito por

Bauer et al., (método de Kirby-Bauer). Este es el método de difusién en disco en
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que se han desarrollado estdndares para su interpretacion y esta apoyado por datos
clinicos y de laboratorio (Prat, 2010).

Normas para lectura e interpretacion del antibiograma expuesto por la CLSI

Las normativas por las cuales se rigen los laboratorios de microbiologia son
establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), esta es
una organizacion internacional, interdisciplinaria, normativa y educacional, sin
animo de lucro, que promueve la formulacion y la aplicacion de normas y
recomendaciones de consenso voluntario dentro de la comunidad de atencion de la
salud. EI CLSI es reconocido en todo el mundo por la aplicacién de su exclusivo
método de consenso en la formulacién de normas y recomendaciones para las
pruebas realizadas en muestras de pacientes y las cuestiones relacionadas con la
atencion sanitaria (CLSI, 2013).
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Tabla 3. Propuesta de agrupacion de los antimicrobianos con indicaciones
clinicas de la FDA que deben incluirse en las pruebas de susceptibilidad y
notificaciones sistematicas para los microorganismos cuyo cultivo no es exigente,

en los laboratorios clinicos de microbiologia en los Estados Unidos.

Enterob i Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus spp. | Enterococcus spp.”
Ampicillin® Ceftazidime Azithromycin® or Ampicillin
= clarithromycin® or
» ﬂ o erythromycin® Penicillin”
a '; 8 Clindamycin®
ek “tOxacillin*
€ = tCefoxitin™*
T3 Cefazolin' Gentamicin Penicillin'
o Z
Tobramycin
Gentamicin Piperacillin Trimethoprim-
Tobramycin sulfamethoxazole
Amikacin Amikacin Ceftaroling” *Daptomycin!
*Daptomycin!
Aztreonam Linezolid Linezolid
Amoxicillin-clavulanic acid Cefepime
Ampicillin-sulbactam
Piperacillin-tazobactam
Ticarcillin-clavulanic acid
Cefuroxime Doxycycline Vancomycin
Minocycline®
> Tetracycline®
-
5 = Ciprofloxacin *TVancomycin
o uw 5 Levofloxacin
[
% > 3 Cefepime Doripenem Rifampin®
e} E uml Imipenem
o = Meropenem
o T Cefotetan Piperacillin-tazobactam
o g Cefoxitin Ticarcillin
w Cefotaxime®' or
o 2 e.f
ceftriaxone®
Ciprofloxacin®
Levofloxacin®
Doripenem
Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Piperacillin
Trimethoprim-sulfamethoxazole®
Aztreonam Chloramphenicol® Gentamicin
i Ceftazidime P (high-level
< > resistance
oEL i screen only)
o W c > | Ceftaroline Ciprofloxacin or Streptomycin
2=0F levofloxacin or (high-level
ouwgo ofloxacin resistance
Go o screen only)
% u Moxifloxacin
PRy |
7 Chloramphenicol®® Gentamicin
Tetracycline®
i Cephalothin? Lomefloxacin or Lomefloxacin Ciprofloxacin
:t' o Lomefloxacin or ofloxacin Norfloxacin Levofloxacin
s g ofloxacin ) Norfloxacin
E Norfloxacin
% = ‘é‘ Norfloxacin
oQuwE Nitrofurantoin Nitrofurantoin
=5 Nitrofurantoin
[0} -
[ Sulfisoxazole
a E Sulfisoxazole Trimethoprim
Trimethoprim Tetracycline®

Fuente: (CLSI, 2013).
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Tabla 3. (cont.).

Stenotrophomonas *Other Non-
Acinetobacter spp.® Burkholderia cepacia® maltophilia® Enterobacteriaceae’
Ampicillin-sulbactam Trimethoprim- Trimethoprim- Ceftazidime
5 E sulfamethoxazole sulfamethoxazole
< E o Ceftazidime
8> oo
o iprofloxacin
8 < T Levofloxacin
] = 2 Imipenem Gentamicin
E < | Meropenem
Tobramycin
Gentamicin Piperacillin
Tobramycin
Amikacin Ceftazidime *Ceftazidime Amikacin
*Chloramphenicol® *Chloramphenicol® Aztreonam
*Levofloxacin Levofloxacin Cefepime
Piperacillin-tazobactam Meropenem Minocycline Ciprofloxacin
Ticarcillin-clavulanate Levofloxacin
> Minocycline *Ticarcillin- Imipenem
d clavulanate Meropenem
5 > *Ticarcillin-clavulanate
o |'|'_" 5 Cefepime Piperacillin-tazobactam
a.,u Ticarcillin-clavulanate
8 o w | Cefotaxime
< O | Ceftriaxone
G=EE
e e Trimethoprim-
o 8 sulfamethoxazole
w | Doxycycline
I | Minocycline
Tetracycline
Piperacillin
Trimethoprim-sulfamethoxazole

GROUP C
SUPPLEMENTAL
REPORT SELECTIVELY

Cefotaxime
Ceftriaxone

Chloramphenicol®

GROUP U
SUPPLEMENTAL
FOR URINE ONLY

Lomefloxacin or
ofloxacin

Norfloxacin

Sulfisoxazole

Tetracycline®

Fuente: (CLSI, 2013).
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minima para Enterobacteriaceae.

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Test/Report Antimicrobial Disk (nearest whole mm) (pg/mL)
Group Agent Content S H 1 H R S H 1 H R Comments
PENICILLINS
A Ampicillin 10 png = s 5 14—16 H =13 =8 H 16 H =32 (4) Results of ampicillin testing can be used
: to predict results for amoxicillin.
: : : H See comment (2).
B Piperacillin 100 ng =21 i 18-20 . =17 <16 32-64 i >128
(@] Mecillinam 10 ug =15 12—14 =11 <8 16 : =32 (5) For testing and reporting of E. coli
: : : . urinary tract isolates only.
o Ticarcillin 75 ng 220 . 1519 | =14 =16 | 32—64 ¢ =>128
B-LACTAM/B-LACTAMASE INHIBITOR COMBINATIONS
B Amoxicillin-clavulanic acid 20/10 pg =18 H 1417 H =13 =8/4 | 16/8 . =32/16
B Ampicillin-sulbactam 10/10 pg =15 : 12-14 : =11 =8/4 16/8 1 =32/16
B Piperacillin-tazobactam 100/10 pg =21 : 18—-20 =17 =16/4 | 32/4—-64/4 =128/4
B Ticarcillin-clavulanate 75/10 pg =20 i 15—19 =14 <16/2 : 32/2-64/2 =>128/2

CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins I, I, lll, and IV. Please refer to Glossary |.)

(6) WARNING: For Salmonella spp. and Shigella spp., first- and second-generation cephalosporins and cephamycins may appear active in vitro, but are not effective clinically
and should not be reported as susceptible.

(7) Following evaluation of PK-PD properties, limited clinical data, and MIC distributions, revised interpretive criteria for cephalosporins (cefazolin, cefotaxime, ceftazidime,
ceftizoxime, and ceftriaxone) and aztreonam were first published in January 2010 (M100-S20) and are listed in this table. Cefazolin interpretive criteria were revised again in
June 2010 and are listed below. Cefepime and cefuroxime (parenteral) were also evaluated; however, no change in interpretive criteria was required for the dosages indicated
below. When using the current interpretive criteria, routine ESBL testing is no longer necessary before reporting results (ie, it is no longer necessary to edit results for
cephalosporins, aztreonam, or penicillins from susceptible to resistant). However, ESBL testing may still be useful for epidemiological or infection control purposes. For
laboratories that have not implemented the current interpretive criteria, ESBL testing should be performed as described in Table 2A Supplemental Table 1.

Note that interpretive criteria for drugs with limited availability in many countries (eg, moxalactam, cefonicid, cefamandole, and cefoperazone) were not evaluated. If
considering use of these drugs for E. coli, Klebsiella, or Proteus spp., ESBL testing should be performed (see Table 2A Supplemental Table 1). If isolates test ESBL positive,
the results for moxalactam, cefonicid, cefamandole, and cefoperazone should be reported as resistant.

(8) Enterobacter, Citrobacter, and Serratia may develop resistance during prolonged therapy with third-generation cephalosporins as a result of derepression of AmpC pB-
lactamase. Therefore, isolates that are initially susceptible may become resistant within three to four days after initiation of therapy. Testing of repeat isolates may be
warranted.

agents, cefadroxil, cefpodoxime,

A Cefazolin 30 pg =23 1 2022 <19 =<2 4 =8 (9) Interpretive criteria are based on a
H H dosage regimen of 2 g every 8 h.
: i See comment (7).
Ceftaroline 30 pg =223 . 2022 | =19 =0.5 1 =22 (10) Interpretive criteria are based on a
: ' dosage regimen of 600 mg every 12 h.
U Cephalothin 30 pg =18 1517 =14 =8 16 =32 (11) Cephalothin interpretive criteria can be

cephalexin, and loracarbef. Older data that

used only to predict results to the oral

suggest that cephalothin results could
: predict susceptibility to some other
cephalosporins may still be correct, but

there are no recent data to confirm this.

Tabla 4. Normas para la interpretacion del didmetro del halo de inhibicion y puntos de corte equivalente de concentracion inhibitoria
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Tabla 4. (cont.).

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Test/Report Antimicrobial Disk (nearest whole mm) (pg/mL)
Group Agent Content S 1 1 ! R S ! 1 ! R Comments
CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins |, I, lll, and IV. PI refer to Glossary l.) (Continued)
B Cefepime 30 ug =18 v 1517 =14 =8 : 16 : =32 (12) Interpretive criteria are based on a dosage
regimen of 1 g every 8 hor2 gevery 12 h.
H H : H See comment (7).
B Cefotaxime or 30 ug 226 : 2325 | =22 <1 2 : =4 (13) Interpretive criteria are based on a dosage
B ceftriaxone 30 ug =223 ) 2022 | =19 =1 ] 2 : =24 regimen of 1 g every 24 h for ceftriaxone and 1 g every 8
H : : ' h for cefotaxime.
: : : See comment (7).
B Cefotetan 30 g =16 | 13-15 | <12 <16 | 32 ' >64
B Cefoxitin 30 pg =18 ) 15-17 | <14 =8 . 16 ' =32 (14) The interpretive criteria are based on a dosage
| i i i regimen of at least 8 g per day (eg, 2 g every 6 h).
Cefuroxime 30 ng =18 v 1517 <14 =8 : 16 [ =32 (15) Interpretive criteria are based on a dosage
(parenteral) regimen of 1.5 g every 8 h.
s : ; ‘ See comment (7).
C Ceftazidime 30 ng =21 ¢ 18-20 <17 <4 8 =16 (16) Interpretive criteria are based on a dosage
y : i ’ regimen of 1 g every 8 h.
3 ; : : See comment (7).
O Cefamandole 30 png =18 1517 <14 =8 ! 16 ' =32 See comment (7).
[e) Cefmetazole 30 pg =216 i 13-15 <12 s16 32 =264 (17) Insufficient new data exist to reevaluate
: s : 5 interpretive criteria listed here.
(@] Cefonicid 30 pg =18 ' 15-17 | <14 =8 : 16 : =32 See comment (7).
(] Cefoperazone 75 ng =21 ’ 16—20 | <15 =16 32 ! =64 See comment (7).
[e) Ceftizoxime 30 pg =25 1 22-24 | <21 =1 2 ' =4 (18) Interpretive criteria are based on a dosage
y : i : regimen of 1 g every 12 h.
: : : : See comment (7).
) Moxalactam 30 ng 223 , 1522 : <14 =8 . 16-32 ; =64 See comment (7).
CEPHEMS (ORAL)
B Cefuroxime (oral) 30 ng >23 1522 | =14 =4 . 816 | =32
(e} Loracarbef 30 ng >18 y 1517 L <14 =8 ' 16 ' =32 (19) Do not test Citrobacter, Providencia, or
1 ; : . Enterobacter spp. with cefdinir or loracarbef by disk
: diffusion because false-susceptible results have been
H : . : reported.
[¢) Cefaclor 30 pg >18 : 15-17 | <14 <8 ! 16 : >32
(o] Cefdinir 5 ng =20 i 17—19 | <16 <1 : 2 ' >4 See comment (19).
® Cefixime 5 ng =19 v 16-18 | <15 <1 : 2 i =>4 (20) Do not test Morganella spp. with cefixime by disk
H : : i diffusion.
[e) Cefpodoxime 10 ng >21 Y 18-20 | <17 2 ! 4 ] >8 See comment (20).
(] Cefprozil 30 ng =18 15-17 . <14 <8 . 16 =32 (21) Do not test Providencia spp. with cefprozil by
' : : : disk diffusion because false-susceptible results have
) y : : been reported.
Inv. Cefetamet 10 ng >18 v 1517 <14 4 L 8 L >16 See comment (20).
Inv. Ceftibuten 30 png 21 T 1820 <17 <8 ! 16 ' >32 (22) For testing and reporting of urine isolates only.
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Tabla 4. (cont.).

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Test/Report Antimicrobial Disk (nearest whole mm) _ (pg/mL)
Group Agent Content S : 1 ) R S ) I : R Comments
MONOBACTAMS
C Aztreonam 30 pg =21 . 1820 | =17 <4 8 : =16 (23) Interpretive criteria are based on a dosage
regimen of 1 g every 8 h.
. : f : See comment (7).
CARBAPENEMS

(24) Following evaluation of PK-PD properties, limited clinical data, and MIC distributions that include recently described carbapenemase-producing strains, revised interpretive
criteria for carbapenems were first published in June 2010 (M100-S20-U) and are listed below. Because of limited treatment options for infections caused by organisms with
carbapenem MICs or zone diameters in the intermediate range, clinicians may wish to design carbapenem dosage regimens that use maximum recommended doses and possibly
prolonged intravenous infusion regimens, as has been reported in the literature.'® Consultation with an infectious diseases practitioner is recommended for isolates for which the
carbapenem MICs or zone diameter results from disk diffusion testing are in the intermediate or resistant ranges.

Until laboratories can implement the current interpretive criteria, the modified Hodge test (MHT) should be performed as described in the updated Table 2A Supplemental Table 3.
After implementation of the current interpretive criteria, the MHT does not need to be performed other than for epidemiological or infection control purposes (refer to Table 2A
Supplemental Table 2).

The following information is provided as background on carbapenemases in Enterobacteriaceae that are largely responsible for MICs and zone diameters in the new intermediate
and resistant ranges, and thus the rationale for setting revised carbapenem breakpoints:

L The clinical effectiveness of carbapenem treatment of infections produced by isolates for which the carbapenem MIC or disk diffusion test results are within the new intermediate
(I) range is uncertain due to lack of controlled clinical studies.

. Imipenem MICs for Proteus spp., Providencia spp., and Morganella morganii tend to be higher (eg, MICs in the new intermediate or resistant range) than meropenem or
doripenem MICs. These isolates may have elevated imipenem MICs by mechanisms other than production of carbapenemases.

(25) Interpretive criteria are based on a dosage

B Doripenem 10 ug 223 ; 20-22 ; =19 =1 | 2 = regimen of 500 mg every 8 h.
! : ! ! ! (26) Interpretive criteria are based on a dosage
B Ertapenem 10 ug z22 | 1921 | =18 =05 | 1 : == regimen of 1 g every 24 h.
A : : : : (27) Interpretive criteria are based on a dosage
B Iviiperam 1019 2= : 20-22 : =19 =1 1 2 ! =4 regimen of 500 mg every 6 h or 1 g every 8 h.
B Meropenem 10 ug >23 : 20_22 : <19 <9 > : >4 (28) Interpretive criteria are based on a dosage

regimen of 1 g every 8 h.

AMINOGLYCOSIDES

(29) WARNING: For Salmonella spp. and Shigella spp., aminoglycosides may appear active in vitro but are not effective clinically and should not be reported as susceptible.

A Gentamicin 10 pg =15 ¢ 13-14 . =12 <4 8 : >16
A Tobramycin 10 pg =215 . 13-14 . =12 <4 8 : >16
B Amikacin 30 png =17 v 1516 | <14 <16 . 32 . =64
O Kanamycin 30 ng =218 : 14-17 : =13 <16 ! 32 ! >64
[¢) Netilmicin 30 ng =15 : 13-14 : =12 <8 | 16 T >32
[©) Streptomycin 10 pg =15 | 12—-14 | =11 — : — ] — (30) There are no MIC interpretive standards.
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Tabla 4. (cont.).

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Test/Report Antimicrobial Disk (nearest whole mm) — (ug/mL)
Group Agent Content s | . R S | i R Comments
TETRACYCLINES

(31) Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to doxycycline and minocycline. However, some organisms that are intermediate or resistant to
tetracycline may be susceptible to doxycycline, minocycline, or both.

C Tetracycline 30 ug 215 12-14 <11 <4 8 >16

©) Doxycycline 30 ug 214 11-13 <10 <4 8 >16

o} Minocycline 30 ug 216 13-15 <12 <4 8 =16
FLUOROQUINOLONES

NOTE: Reevaluation of fluoroquinolones is ongoing.
See comment (2).

B Ciprofloxacin 5 ug 221 | 1620 | <15 <1 : 2 ' 24 (32) For testing and reporting of Enterobacteriaceae
B Levofloxacin 5 ug 217+ 14-16 . <13 <2 . 4 i 28 except for Salmonella spp.
B Ciprofloxacin 5ug 231 | 2130 | =20 <0.06 . 0.12- | 21 (33) For testing and reporting of Salmonella spp.
05 (including S. Typhi and S. Paratyphi A-C). See
: ! ! ! comment (2).
B Levofloxacin - = - - <0.12 0.25-1 >2 (34) If MIC testing is not performed or if
interpretive criteria cannot be implemented, see
B Ofloxacin - - = = £0.12 | 025-1 | 22 comment (37).
U Lomefloxacin or 10 pg 222 | 19-21 | <18 <2 4 : =8
U ofloxacin 5 ug 216 | 13-15 | <12 <2 4 1 28
U Norfloxacin 10 pg 217 1 13-16 | =12 <4 8 i >16
O Enoxacin 10 pg 218 | 15-17 | <14 <2 | 4 ! >8
[¢] Gatifloxacin 5 ug 218 | 15-17 @ <14 <2 1 4 1 >8
[®] Gemifloxacin 5 ug 220 . 16-19 | =15 <025 : 05 | >1 (35) FDA-approved for Klebsiella pneumoniae.
(0] Grepafloxacin 5 ug 218 , 15-17 | <14 1 | 2 : >4
Inv. Fleroxacin 5 g 219 © 16-18 | <15 <2 4 T >8




Tabla 4. (cont.).

QUINOLONES
O Cinoxacin 100 ug =219 | 15-18 | 14 ) 32 5 >64 See comment (22).
O Nalidixic acid 30 pg 219 | 14-18 13 < ! - ' >32 (36) These interpretive criteria are for urinary tract
i : , : isolates of Enterobacteriaceae, and for all isolates
of Salmonella.
(37) Until laboratories can implement the current
! ' ! ' interpretive criteria for ciprofloxacin, levofloxacin,
i ) ! . and/or ofloxacin, nalidixic acid may be used to test
for reduced fluoroquinolone  susceptibility in
¢ ! ! ! Salmonella. Strains of Salmonella that test resistant to
| i H i nalidixic acid may be associated with clinical failure or
delayed response in fluoroquinolone-treated patients
: ' : ; with salmonellosis.
1 i ) ' Note that nalidixic acid may not detect all
mechanisms of fluoroquinolone resistance.
i ; i : See comment (22).
FOLATE PATHWAY INHIBITORS
B Trimethoprim- 1.25/ 216 1 11-15 . <10 <2/38 | - | =4/76 | Seecomment (2).
sulfamethoxazole 23.75 ug ! ! ! !
U Sulfonamides 250 or 217 + 13-16 : <12 <256 | = 1 >512 (38) Sulfisoxazole can be used to represent any of the
300 pg : : : : currently available sulfonamide preparations.
U Trimethoprim 5 ug 216 11-15 | <10 <8 - L >16
PHENICOLS
C Chloramphenicol 30 pg 218 '+ 13-17 : =12 <8 ro16 >32 (39) Not routinely reported on isolates from the
: i ) : urinary tract.
FOSFOMYCINS
O Fosfomycin 200 pg 216 . 13-15 | =12 <64 . 128 | >256 (40) For testing and reporting of E. coli urinary tract
isolates only.
H : 1 ' (41) The 200-pg fosfomycin disk contains 50 pg of
glucose-6-phosphate.
| ' ) : (42) The only approved MIC method for testing is
agar dilution using agar media supplemented with 25
! ! ) ! png/mL of glucose-6-phosphate. Broth dilution MIC
testing should not be performed.
NITROFURANS
U [ Nitrofurantoin [ 300pg [ =217 + 15-16 | <14 | <32 | 64 | >128 |

Fuente: (CLSI, 2013).



Tabla 5. Pruebas de deteccion y de confirmacion de produccion de betalactamasa de espectro extendido en Klebsiella pneumoniae, K.
oxytoca, Escherichia coli y Proteus mirabilis.

Test Initial Screen Test Phenotypic Confirmatory Test
Test method Disk diffusion Broth microdilution Disk diffusion Broth microdilution
Medium MHA CAMHB MHA CAMHB
Antimicrobial For K. pneumoniae, For K. pneumoniae, K. Ceftazidime 30 ng Ceftazidime 0.25-128 pg/mL
concentration K. oxytoca, and E. coli: oxytoca, and E. coll Ceftazidime-clavulanic acid® 30/10 pg | Ceftazidime-clavulanic acid
Cefpodoxime 10 ng or Cefpodoxime 4 ug/mL or 0.25/4-128/4 pg/mL
Ceftazidime 30 ug or Ceftazidime 1 pug/mL or | and
Aztreonam 30 g or Aztreonam 1 ug/mL or ) and
Cefotaxime ~ 30ug or Cefotaxime 1 ug/mL or | Cefotaxime . 30ug )
Ceftriaxone 30 pug Ceftriaxone 1 pug/mL Cefotaxime-clavulanic acid ~ 30/10 pg | Cefotaxime 0.25-64 ug/mL
Cefotaxime-clavulanic acid
For P. mirabilis: For P. mirabilis: (Confirmatory testing requires use of | 0.25/4-64/4 ug/mL
Cefpodoxime 10 ug or Cefpodoxime 1 pg/mL or | both cefotaxime and ceftazidime, _ _ )
Ceftazidinie 30 ug or Ceftazidime 1 pg/mL or alone aqd in pombmatnon with (Confirmatory testing requires use
Gatolainie 30 ug Celotiiiio 1 ug/mlL clavulanic acid.) of both cefptamme_anc_i ceftgmdnme,
alone and in combination with
(The use of more than one (The use of more than one clavulanic acid.)
antimicrobial agent for screening antimicrobial agent for
improves the sensitivity of ESBL screening improves the
detection.) sensitivity of ESBL
detection.)
Inoculum Standard disk diffusion Standard broth dilution Standard disk diffusion Standard broth dilution
recommendations recommendations recommendations recommendations
Incubation 35+2°C; ambient air 35+2°C; ambient air 35+2°C; ambient air 35+2°C; ambient air
conditions
Incubation length 16-18 hours 16—20 hours 16—18 hours 16—20 hours
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Tabla 5. (cont.).

Test Initial Screen Test Phenotypic Confirmatory Test
Test Method Disk diffusion Broth microdilution Disk diffusion Broth microdilution
Results For K. pneumoniae, K. oxytoca, | Growth at or above the A25-mm increase in a zone A>3 twofold concentration decrease
and E. coli: screening concentrations may | diameter for either antimicrobial in an MIC for either antimicrobial
Cefpodoxime zone <17 mm indicate ESBL production (ie, | agent tested in combination with agent tested in combination with
Ceftazidime zone <22mm | for E. coli, K. pneumoniae, clavulanic acid vs the zone clavulanic acid vs the MIC of the
Aztreonam zone <27 mm and K. oxytoca, MIC>8 pg/mL | diameter of the agent when tested | agent when tested alone=ESBL (eg,
Cefotaxime zone <27mm | for cefpodoxime or MIC>2 alone=ESBL (eg, ceftazidime zone | ceftazidime MIC=8 ug/mL;
Ceftriaxone zone <25mm | ng/mL for ceftazidime, = 16; ceftazidime-clavulanic acid ceftazidime-clavulanic acid MIC =1
aztreonam, cefotaxime, or zone=21). ug/mL).
For P. mirabilis: ceftriaxone; and for P.
Cefpodoxime zone <22 mm mirabilis, MIC>2 ug/mL for
Ceftazidime zone <22 mm cefpodoxime, ceftazidime, or
Cefotaxime zone <27mm | cefotaxime).
Zones above may indicate ESBL
production.
Reporting For all confirmed ESBL-producing strains:
If laboratories do not use current cephalosporin and aztreonam interpretive
criteria, the test interpretation should be reported as resistant for all
penicillins, cephalosporins, and aztreonam.
If laboratories use current cephalosporin and aztreonam interpretive criteria,
then test interpretations for these agents do not need to be changed from
susceptible to resistant.
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Tabla 5. (cont.).

pneumoniae ATCC® 700603 is
provided as a supplemental QC
strain (eg, for training,
competency, or test evaluation).
Either strain, K. pneumoniae
ATCC® 700603 or E. coli ATCC®
25922, may then be used for
routine QC (eg, weekly or daily).

E. coli ATCC® 25922 (see
acceptable QC ranges in Table
3A)

K. pneumoniae ATCC® 700603:

Cefpodoxime zone 9-16 mm
Ceftazidime zone  10-18 mm
Aztreonam zone ~ 9-17 mm
Cefotaxime zone  17-25 mm
Ceftriaxone zone  16-24 mm

pneumoniae ATCC® 700603
is provided as a supplemental
QC strain (eg, for training,
competency, or test
evaluation). Either strain, K.
pneumoniae ATCC® 700603
or E. coli ATCC® 25922, may
then be used for routine QC
(eg, weekly or daily).

E. coli ATCC® 25922=No
growth (also see acceptable
QC ranges listed in Table 4A).

K. pneumoniae ATCC®
700603 = Growth:
Cefpodoxime MIC>8 pg/mL
Ceftazidime MIC>2 pg/mL
Aztreonam  MIC>2 pg/mL
Cefotaxime MIC>2 pg/mL
Ceftriaxone MIC>2 pg/mL

confirmatory tests, K. pneumoniae
ATCC® 700603 and E. coli ATCC®
25922 should be used for routine QC
(eg, weekly or daily).

Acceptable QC:

E. coli ATCC® 25922:<2-mm increase
in zone diameter for antimicrobial
agent tested in combination with
clavulanic acid vs the zone diameter
when tested alone.

K. pneumoniae ATCC® 700603:
25-mm increase in zone diameter of
ceftazidime-clavulanic acid vs
ceftazidime alone;

23-mm increase in zone diameter of
cefotaxime-clavulanic acid vs
cefotaxime alone.

Test Initial Screen Test Phenotypic Confirmatory Test
Test Method Disk diffusion Broth microdilution Disk diffusion Broth microdilution
Qc When testing ESBL-screening When testing ESBL-screening | When performing the ESBL When performing the ESBL
recommendations | antimicrobial agents, K. antimicrobial agents, K.

confirmatory tests, K. pneumoniae
ATCC® 700603 and E. coli ATCC®
25922 should be tested routinely
(eg, weekly or daily).

Acceptable QC:

E. coli ATCC® 25922: <3 twofold
concentration decrease in MIC for
antimicrobial agent tested in
combination with clavulanic acid vs
the MIC of the agent when tested
alone.

K. pneumoniae ATCC® 700603:>3
twofold concentration decrease in
MIC for an antimicrobial agent
tested in combination with
clavulanic acid vs the MIC of the
agent when tested alone.

Fuente: (CLSI, 2013).
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2.5 HIPOTESIS
El uso del método de comparacion visual para la preparacion del inoculo
bacteriano influye en la susceptibilidad del antibiograma de la bacteria E. coli en

urocultivos.

2.6 SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES

2.6.1 Variable independiente: Métodos para medir la turbidez de los inéculos

2.6.2 Variable dependiente: Antibiograma
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CAPITULO I11

METODOLOGIA

3.1 ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Para realizar este trabajo de investigacion, se utiliz6 un enfoque cualitativo porque
se analizd en lo que concierne a examenes de laboratorio los halos de inhibicion
de los antibiogramas realizados con los métodos utilizados, los mismos que se
efectuaron con la finalidad de adquirir datos estadisticos para observar cual de los
métodos es el que menos variabilidad presenta y realizar una propuesta que ayude
a emplear el mejor método el cual permitira mejorar la entrega de resultados

confiables.

Durante la realizacion se utiliz6 técnicas microbioldgicas, asi como también se
basé en la recopilacion de informacion a través de la observacion y encuestas para
saber cuales son los métodos de predominante utilizacion y factores que influyen
en la inadecuada susceptibilidad bacteriana, con el proposito de obtener un
registro de datos.

3.2 MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

INVESTIGACION EXPERIMENTAL DE LABORATORIO

Se utilizd esta modalidad de investigacion ya que mediante la utilizacion de

técnicas microbioldgicas se puso en la préctica la variable independiente al
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emplear los métodos utilizados para preparar el indculo microbioldgico, para de
esta forma observar el efecto producido en la variable dependiente es decir en el

antibiograma, precisando de esta forma la causa-efecto.

3.3 NIVEL O TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion es exploratoria porque se enfocé en un problema poco
investigado y de gran importancia hoy en dia, para conocer méas a fondo la
realidad de las pruebas microbioldgicas y formular una propuesta en beneficio de
los laboratorios y pacientes.

Es descriptivo porgue se tendra una medicion precisa de lo que sucede al utilizar
los distintos métodos para preparar el indculo, ademas se recogera informacién

que ayudaréa a caracterizar la problematica de la investigacion.

3.4 POBLACIONY MUESTRA

El presente trabajo se establecidé con 40 muestras microbioldgicas que llegaron al

Laboratorio Clinico del Hospital Regional Docente Ambato.

34.1 CRITERIOS DE INCLUSION
e Cepas bacterianas correctamente identificadas como E. coli procedentes de
urocultivos de pacientes de ambos sexos.
e Periodo de Octubre 2014 — Febrero 2015

3.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Muestras procedentes de pacientes con antibioticoterapia

e Cepas no identificadas correctamente.
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3.4.3 PRINCIPIOS ETICOS

Absoluta confidencialidad con los datos recolectados de cada paciente, teniendo
presente su nominacion segun el codigo asignado para el procesamiento de
muestras.
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3.5 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

3.5.1 VARIABLE INDEPENDIENTE: Métodos para medir la turbidez de los inoculos.

Tabla 6. Métodos para medir la turbidez de los inéculos.

CONCEPTUALIZACION

DIMENSIONES

INDICADORES

ITEMS

TECNICAS

INSTRUMENTOS

Los métodos para medir la
turbidez de los in6culos,
son el conjunto de pasos a
seguir para medir la
concentracion bacteriana de
un indculo, a utilizarse en el

antibiograma.

Métodos Espectrométricos

Turbidimetria

Métodos para medir

turbidez de los in6culos

la

Concentracion

bacteriana adecuada

Concentracion 0
turbidez de la escala
McFarland

¢Qué métodos se
utilizan para medir la

turbidez?

¢Cual es la
concentracion bacteriana
utilizada en el
antibiograma?

¢Cémo influye la
concentracion bacteriana
del in6culo en el

antibiograma?

Observacion

Laboratorio

Experimentacion

Laboratorio

de

de

Hojas de registro

Cuaderno de notas

Equipos y materiales
de laboratorio

Elaborado por: Freddy Ulloa
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3.5.2 VARIABLE DEPENDIENTE

Tabla 7. Antibiograma.

CONCEPTUALIZACION | DIMENSIONES | INDICADORES ITEMS TECNICAS INSTRUMENTOS

El antibiograma el método | Técnicas Sensibilidad ¢Qué norma se utiliza para | Observacion de | Hojas de registro

de mayor eleccion para | bacterioldgicas medir la sensibilidad o | Laboratorio

medir la sensibilidad o resistencia?

resistencia bacterianas in | Pruebas de | Resistencia

vitro  de  determinado | Susceptibilidad ¢Cudl es el método utilizado | Experimentacion de | Equipos 'y  materiales  de
antimicrobiano  en  un | antimicrobiana para determinar la | Laboratorio laboratorio

laboratorio.

Antibiograma

sensibilidad o resistencia?

Elaborado por: Freddy Ulloa

84




3.6 PLAN DE RECOLECCION DE INFORMACION

Para la ejecucion de esta investigacion se utilizé un registro especifico para los

resultados de laboratorio y otro para las encuestas realizadas.

e Reconocimiento de los principales laboratorios clinicos microbiolégicos
de la ciudad.

e Realizacidn de una encuesta con fines investigativos.

e Recoleccion de las muestras microbioldgicas previa seleccion para su
posterior procesamiento, analisis e interpretacion.

e Revision critica de la informacion recogida, lo que comprende, limpieza
de la informacion defectuosa, contradictoria, incompleta, no pertinente,
etc.

e Tabulacion de cuadros segun variables.

e Manejo de informacion.

e Estudio de datos para presentacion de resultados.

La recoleccion de la informacion se realizd de acuerdo al plan y enfoque

establecido sefialado en la matriz:
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Tabla 8. Procedimientos para la recoleccion de informacion.

PREGUNTAS BASICAS

INVESTIGACION

1.- ¢ Para qué?

Para determinar como los métodos para
medir la turbidez de los in6culos influyen

en el antibiograma.

2.- ¢De qué persona u objeto?

Cepas bacterianas de E. coli procedente de
urocultivos que se procesan en el Hospital

Regional Docente Ambato.

3.- ¢ Sobre qué aspectos?

Métodos para medir la turbidez de los

inéculos

4.- ¢Quién?

El investigador: Freddy Ulloa

5.- ¢ A Quiénes?

A 40 pacientes que acudieron al
Laboratorio Clinico del HRDA

6.- ¢Cuando?

Durante Octubre 2014 — Febrero 2015

7.- ¢Dbénde?

Laboratorio Clinico del Hospital Regional
Docente Ambato

8.- ¢ Cuantas veces?

Durante el periodo establecido para el

andlisis de Laboratorio

9.- ¢ Qué técnica de recoleccion?

Técnicas Microbioldgicas

10.- ¢Con que?

Informes , registro de resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa

86




3.7 PLAN DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.7.1 Materiales, equipos y reactivos
Insumos

Mandil

Mascarilla

Guantes quirargicos
Gorro

Gafas

Desinfectante
Registro de resultados

Materiales de oficina

Materiales

Asa bacteriologica

Hisopos estériles

Mechero de Bunsen

Gradilla

Tubos de ensayo

Placas preparadas con Agares diferenciales
Pruebas de identificacion bioquimica

Placas preparadas de Agar Mueller Hinton

Equipos

Estufas bacterioldgica
Autoclave
Turbidimetro



Reactivos

Solucion salina estéril
Agua destilada

Escala 0,5 de McFarland de origen comercial

3.7.2 Procedimiento

Luego de haber aislados cepas puras de E. coli de origen urinario, y de que el
equipo turbidimétrico cumpla con los criterios en el disefio dptico (véase Tabla
2.), asi como que el area de trabajo este correctamente limpia, y encendido el

mechero de Bunsen, se siguid con el siguiente esquema de procesamiento.
3.7.2.1 Esquema para el procesamiento del antibiograma

Primeramente se coloc6 3 ml de solucion salina en dos tubos de ensayo

respectivamente, se rotul6 como blanco y muestra.

Se procede a colocar el blanco y se lee la absorbancia del tubo de la muestra, esta

nos da una absorbancia de 0,00, pasando asi el primer control.

Después se lee la absorbancia del tubo de la escala 0,5 de McFarland, esta nos da
una absorbancia entre un rango de 0,08 a 0,10 pasando asi el segundo control.

Se anoto las absorbancias de blanco y escala por cada corrida efectuada.

Seguidamente se tomé de una a dos colonias bacterianas con un hisopo estéril y se
suspendid en el tubo de ensayo de la muestra, y se procedio a leer la absorbancia
ajustando esta con solucion salina hasta ubicarla entre el rango aceptable de 0,08 a
0,10.

A continuacién de esto se procedio a realizar el estriamiento con la ayuda de otro

hisopo en la caja con agar Mueller Hinton.
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Se colocd los discos antimicrobianos establecidos para la investigacion

Se llevo a la estufa bacteriologica por 24 horas a 37°C +2°

Finalmente se procede a la medicion de los halos de inhibicion, registro e
interpretacion de estos.

Una vez obtenido e interpretado todos los resultados de las 40 muestras
microbioldgicas procesadas de pacientes que fueron seleccionados se procedio a

realizar una revision critica de los datos obtenidos que fueron registrados.

Se realiz6 la organizacion de los datos obtenidos en categorias sefialando los
indicadores necesarios para dar una vision detallada del estudio, y posteriormente
se procedid a la tabulacion de la informacién.

Luego se represento en tablas, graficos de barras para una mejor comprension de

los resultados.

Posteriormente se realiz6 el andlisis de los resultados estadisticos de cada uno de
los indicadores, destacando tendencias, prevalencias de acuerdo con los objetivos
propuestos, ademas dando una interpretacién a cada uno de los indicadores en

estudio.

Finalmente para dar el analisis e interpretacion de resultados dando a conocer el
significado de los mismos en relacion de la hipotesis para comprobarla o
rechazarla.

Control de calidad

Para asegurar que el equipo se encontraba en perfecto estado durante la

investigacion se realizé el procedimiento explicado anteriormente Se procede a

colocar el blanco y se lee la absorbancia del tubo de la muestra, esta nos da una
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absorbancia de 0,00, pasando asi el primer control. Después se lee la absorbancia
del tubo de la escala 0,5 de McFarland, esta nos da una absorbancia entre un rango
de 0,08 a 0,10 pasando asi el segundo control. Se anoto las absorbancias de blanco

y escala por cada corrida efectuada en un registro correspondiente.

Reproducibilidad

Se aseguro la reproducibilidad de las lecturas mediante la medicion de la escala

0,5 de McFarland por cada dia en el que se utiliz6 el equipo turbidimétrico.

Caracteristicas del equipo

Para la presente investigacion se utilizo un equipo turbidimetro MicroScan marca
Siemens, el cual tiene por objeto medir la turbidez de un liquido mediante la

lectura de absorbancia.

Resumen y principios

El medidor de turbidez es un fotdmetro de filtrado de uso general, que
proporciona una comparacién directa inmediata de la absorbancia Optica de dos
muestras de liquido por medio de una lectura digital. EI medidor esta prefijado

para una longitud de onda especifica.

Especificaciones técnicas

Estilo de la cubeta:

16 x 80 mm 012 x 83 mm
Volumen minimo:

Tubo de 2,0 ml por 16 x 80 mm

Tubo de 1,3 por 12 x 83 mm
Pantalla:

LCD de tres digitos
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Intervalo de absorbancia:
0-1,99DO
Linealidad:
Dentro del 1% 0 0,01 DO, lo que sea mayor
Sensibilidad:
0,01 DO
Alimentacion eléctrica:
Paquete de bateria recargable y sustituible por el usuario que proporciona
500 lecturas con cada recarga
Cargador:
Externo instalado en el muro 115 VAC, 50/60Hz. o 100, 220, 240 VAC,
50/60 Hz.
Tiempo de recarga:
De 8 a 10 horas para una carga total si esta totalmente descargado
Intervalo de temperatura ambiente:
Funcionamiento: 10°C a 40°C

Almacenamiento: -20°C a 66°C
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Sobre la base de datos recogidos y procesados, se realiza el analisis e
interpretacion de resultados, de acuerdo con los objetivos y el marco teorico. Se

concluye el capitulo con la verificacion de hipétesis

4.1. ANALISIS E INTERPRETACION
4.1.1.CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

4.1.1.1 GENERO

Durante el periodo de Octubre 2014 — Febrero 2015 se obtuvo un total 40
muestras que reunian los criterios de inclusion, es decir: que sean procedentes de
urocultivos obtenidas de pacientes de ambos sexos que hayan presentado cuadros

de infeccidn de vias urinarias por E. coli.
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Gréfico 26. Porcentaje de los pacientes de acuerdo al género de los que

procedieron las muestras de orina.

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00%

PORCENTAJE POR GENERO

M Femenino

97,50%

® Masculino

2,50%

Fuente: Registro de resultados
Elaborado por: Freddy Ulloa

Anadlisis:

En el grafico 26 se puede observar que el 97,5% corresponde al género femenino

y el 2,5% corresponde al género masculino.

Interpretacion:

Se deduce que la poblacién de género femenino es la que presentd mayor

predominancia.
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4.1.1.2 EDAD

Gréfico 27. Distribucion de la poblacion por grupos de edad.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
PORCENTAJE POR GRUPOS DE
EDAD
m NINOS 3-10 afios 12,50%
M ADOLESCENTES 11-18 afios 12,50%
M ADULTOS 19-65 afios 67,50%
B ADULTO MAYOR 66-85 afios 7,50%
B TOTAL 100,00%

Fuente: Registro de resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa

Andélisis:

En el grafico 27 observamos que un 12,5% corresponde a nifios de 3-10 afios, un
12,5% a adolescentes de 11-18 afios, un 67,5% a adultos de 19-65 afios, un 7,5% a

adultos mayores entre 66 y 85 afios.

Interpretacion:

Se puede observar que la poblacién adulta de 19 a 65 afios es predominante en la

investigacion.
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ANALISIS DE LAS VARIACIONES PRESENTADAS EN LA
SUSCEPTIBILIDAD DEL ANTIBIOGRAMA TOMANDO COMO
REFERENCIA EL USO DE TURBIDIMETRO

METODOS UTILIZADOS:

Turbidimétrico

Comparacién visual con escala 0,5 McFarland

ANTIBIOTICOS UTILIZADOS

Antibioticos del Grupo U segin CLSI M100-S23, Enero 2013. Para familia
Enterobacteriaceae. (CLSI, 2013).

Cefalotina (KF)
Ofloxacina (OFX)
Norfloxacina (NOR)
Nitrofurantoina (F)

Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT)
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Cefalotina (KF)

Gréfico 28. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para el antibiotico Cefalotina mediante la
preparacion del indculo con comparacion visual en contraste con la utilizacion de

turbidimetro.

16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00% -
VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
® SENSIBLE A INTERMEDIA 7,50%
W SENSIBLE A RESISTENTE 2,50%
® INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
W INTERMEDIA A RESISTENTE 15,00%
W RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
® RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%

Fuente: Registro de Resultados
Elaborado por: Freddy Ulloa

Anélisis:

En el grafico 28 observamos que un 7,5% presentd una variacion de sensible a
intermedia, un 2,5% presento una variacion de sensible a resistente, un 0,0%
presento una variacion de intermedia a sensible, un 15% presento una variacion de
intermedia a resistente, un 0,0% presento una variacion de resistente a sensible, un
0,0% presento una variacion de resistente a intermedia, sumando un total de

25,0% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de intermedia a resistente es predominante

para el antibiético Cefalotina.
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Ofloxacina (OFX)

Gréfico 29. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para el antibiotico Ofloxacina mediante la
preparacion del indculo con comparacion visual en contraste con la utilizacion de

turbidimetro.

5,00%
4,50%
4,00%
3,50%
3,00%
2,50%
2,00%
1,50%
,00%
0,50%
0,00% -
VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
B SENSIBLE A INTERMEDIA 0,00%
B SENSIBLE A RESISTENTE 0,00%
B INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
B INTERMEDIA A RESISTENTE 5,00%
W RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
m RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%

Fuente: Registro de Resultados
Elaborado por: Freddy Ulloa

Anadlisis:

En el grafico 29 observamos que un 0,0% presentd una variacion de sensible a
intermedia, un 0,0% presento una variacion de sensible a resistente, un 0,0%
presento una variacion de intermedia a sensible, un 5,0% presento una variacion
de intermedia a resistente, un 0,0% presento una variacion de resistente a sensible,
un 0,0% presento una variacion de resistente a intermedia, sumando un total de

5,0% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de intermedia a resistente es predominante

para el antibiético Ofloxacina.
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Norfloxacina (NOR)

Gréfico 30. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para el antibiético Norfloxacina mediante
la preparacion del indculo con comparacion visual en contraste con la utilizacion

de turbidimetro.

VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
B SENSIBLE A INTERMEDIA 2,50%

B SENSIBLE A RESISTENTE 0,00%
W INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
W INTERMEDIA A RESISTENTE 5,00%
W RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
W RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%

Fuente: Registro de Resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa
Anélisis:

En el gréafico 30 observamos que un 2,5% presentd una variacion de sensible a
intermedia, un 0,0% presento una variacion de sensible a resistente, un 0,0%
presento una variacion de intermedia a sensible, un 5,0% presento una variacion
de intermedia a resistente, un 0,0% presento una variacion de resistente a sensible,
un 0,0% presento una variacion de resistente a intermedia, sumando un total de

7,5% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de intermedia a resistente es predominante

para el antibidtico Norfloxacina.

98



NITROFURANTOINA (F)

Gréfico 31. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para el antibiotico Nitrofurantoina
mediante la preparacion del indculo con comparacion visual en contraste con la

utilizacion de turbidimetro.

14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00% -
VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
W SENSIBLE A INTERMEDIA 7,50%
M SENSIBLE A RESISTENTE 0,00%
® INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
 INTERMEDIA A RESISTENTE 12,50%
® RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
® RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%

Fuente: Registro de Resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa
Anélisis:

En el grafico 31 observamos que un 7,5% presentd una variacion de sensible a
intermedia, un 0,0% presento una variacion de sensible a resistente, un 0,0%
presento una variacion de intermedia a sensible, un 12,5% presento una variacion
de intermedia a resistente, un 0,0% presento una variacion de resistente a sensible,
un 0,0% presento una variacién de resistente a intermedia, sumando un total de

20,0% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de intermedia a resistente es predominante

para el antibiético Nitrofurantoina.
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TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL (SXT)

Gréfico 32. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para el antibidtico SXT mediante la
preparacion del indculo con comparacion visual en contraste con la utilizacion de

turbidimetro.

VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
W SENSIBLE A INTERMEDIA 2,50%

W SENSIBLE A RESISTENTE 0,00%
m INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
W INTERMEDIA A RESISTENTE 5,00%
W RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
W RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%

Fuente: Registro de Resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa
Anélisis:

En el gréfico 32 observamos que un 2,5% presentd una variacion de sensible a
intermedia, un 0,0% presento una variacion de sensible a resistente, un 0,0%
presento una variacion de intermedia a sensible, un 5,0% presento una variacion
de intermedia a resistente, un 0,0% presento una variacion de resistente a sensible,
un 0,0% presento una variacion de resistente a intermedia, sumando un total de

7,5% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de intermedia a resistente es predominante

para el antibidtico SXT.
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4.2. Verificacion de la Hipotesis

Hipdtesis Alterna (H1): El uso del método de comparacion visual para la
preparacion del indculo bacteriano influye en la susceptibilidad del antibiograma

de la bacteria E. coli en urocultivos.

Hipotesis Nula (Ho): El uso del método de comparacion visual para la
preparacion del inoculo bacteriano no influye en la susceptibilidad del

antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos.

COMPROBACION ESTADISTICA DE HIPOTESIS

En esta investigacion se realiz6 antibiogramas de la bacteria E. coli, usando
inoculos preparados mediante el método de comparacion visual el cual se
comparo con el metodo turbidimétrico, obteniendo resultados los cuales fueron los
didmetros de inhibicién, estos se compararon mediante tablas y graficos para su

posterior interpretacion.
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Gréfico 33. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria para los antibidticos CEFALOTINA,

Ofloxacina, Norfloxacina, Nitrofurantoina y Trimetoprima/Sulfametoxazol.

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00% -
VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD

m CEFALOTINA 25,00%
m OFLOXACINA 5,00%
= NORFLOXACINA 7,50%
= NITROFURANTOINA 20,00%
= SXT 7,50%
= TOTAL DE VARIACION 65,00%

Fuente: Registro de Resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa

Andélisis:

En el grafico 33 observamos que para Cefalotina se presentd un 25,0%, 5,0% para
Ofloxacina, 7,5% para Norfloxacina, 20,0% para Nitrofurantoina, 7,5% para SXT,

sumando un total de 65,0% de variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacién del antibi6tico Cefalotina fue predominante en

la investigacion.
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Gréfico 34. Variaciones de susceptibilidad presentadas en el antibiograma de la
bacteria E. coli de procedencia urinaria, utilizando la comparacion visual en

contraste con el uso de turbidimetro.

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00% -
VARIACION EN LA SUSCEPTIBILIDAD
® SENSIBLE A INTERMEDIA 20,00%
m SENSIBLE A RESISTENTE 2,50%
= INTERMEDIA A SENSIBLE 0,00%
m INTERMEDIA A RESISTENTE 42,50%
m RESISTENTE SENSIBLE 0,00%
= RESISTENTE A INTERMEDIA 0,00%
TOTAL DE VARIACION 65,00%

Fuente: Registro de Resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa

Anadlisis:

En el grafico 34 observamos que hubo una variacion en la susceptibilidad en un
20,0% de sensible a intermedia, un 2,5% de sensible a resistente, un 0,0% de
intermedia a sensible, un 42,5% de intermedia a resistente, un 0,0% de resistente a
sensible, un 0,0% de resistente a intermedia, sumando un total de 65,0% de

variaciones.
Interpretacion:

Se puede observar que la variacion de Intermedia a resistente fue predominante en

la investigacion.
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RESULTADOS DE COMPROBACION DE HIPOTESIS

Tras la comparacion del método de comparacion visual frente al uso de
turbidimetro se pudo observar el porcentaje de variaciones presentadas por
antibidtico teniendo asi a Cefalotina con un 25,0%, Ofloxacina con un 5,0%,
Norfloxacina con un 7,5%, Nitrofurantoina con un 20,0%, SXT con un 7,5%,
sumando un total de 65,0% de variaciones. Siendo Cefalotina el antibidtico con

predominante variacion de susceptibilidad en la investigacion.

En cuanto al porcentaje de variacion en la susceptibilidad tenemos un 20,0% de
sensible a intermedia, un 2,5% de sensible a resistente, un 0,0% de intermedia a
sensible, un 42,5% de intermedia a resistente, un 0,0% de resistente a sensible, un
0,0% de resistente a intermedia, siendo la variacion de intermedia a resistente

predominante en la investigacion.

La variacion de susceptibilidad de intermedia a resistente fue predominante en
todos los antibidticos usados en la investigacion presentandose asi para el
antibidtico Cefalotina un 15,0%, para Ofloxacina un 5,0%, para Norfloxacina

un 5,0%, para Nitrofurantoina un 12,5%, para SXT un 5,0%, siendo Cefalotina el

antibidtico que mas variacion presentd de intermedia a resistente.

El porcentaje de variacion en la susceptibilidad utilizando la comparacion visual,
frente al uso de turbidimetro fue de un total de 65,0%, demostrando asi la
comprobacion de la hipotesis, rechazando la hipétesis nula, al evidenciar que el
uso del método de comparacion visual para la preparacion del in6culo bacteriano

influye en la susceptibilidad del antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Al concluir el estudio de investigacion sobre los métodos utilizados para medir la
turbidez de los indculos en el antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos

Se evalud como los métodos para medir la turbidez de los indculos influyen en el
antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos reflejandose en el porcentaje de
variacion en la susceptibilidad presentada utilizando la comparacion visual frente
al uso del turbidimetro obteniendo asi una variacién del 20,0% de sensible a
intermedia, un 2,5% de sensible a resistente, un 0,0% de intermedia a sensible, un
42,5% de intermedia a resistente, un 0,0% de resistente a sensible, un 0,0% de
resistente a intermedia, sumando un significativo porcentaje de 65,0% de
variaciones, demostrando que la comparacion visual presenta un porcentaje de

variacion considerable en relacién con el uso de turbidimetro.

Se definié los métodos utilizados para medir la turbidez de los indculos siendo
dos los que se utilizan principalmente, la comparacion visual y el uso de

turbidimetro.

Para la Medicion de la Turbidez con Comparacion Visual, se toma el tubo de
origen comercial o preparado de escala McFarland equivalente a 0,5 es decir con
una turbidez equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL, se procede a agitar el tubo en un

vortex, con luz adecuada se compara la turbidez con el in6culo o suspension
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bacteriana ya sea del medio de cultivo liquido o en suero fisioldgico, se
recomienda sostener los tubos contra un fondo blanco con lineas negras
horizontales para contraste, se ajusta la turbidez del in6culo con suero fisiologico

en caso de que este sobrepase la escala.

En la Medicion de la Turbidez con Turbidimetro, se mide la turbidez del in6culo
0 suspension bacteriana ya sea del medio de cultivo liquido o en suero fisioldgico,
por medio de un equipo turbidimétrico. Para este se debe primero encerar el
equipo con agua destilada, posteriormente leemos la turbidez de un patrén con
escala conocida de origen comercial, con fines de control de calidad y
posteriormente se procede a leer las suspensiones bacterianas realizadas ajustando

la turbidez hasta tener el valor esperado.

Se comparo el margen de error del método de comparacién visual frente al uso de
turbidimetro para medir la turbidez de los in6culos obteniendo un porcentaje de
variacion en la susceptibilidad de 65,0%, demostrando asi que el uso del método
de comparacion visual para la preparacion del inoculo bacteriano influye en la

susceptibilidad del antibiograma de la bacteria E. coli en urocultivos.

5.2 Recomendaciones

Después de realizada la investigacion podemos dar las siguientes
recomendaciones para evitar problemas en la susceptibilidad antimicrobiana ya
sea por desconocimiento o por falta de preocupacién por parte del personal de
laboratorio que realiza este tipo de procedimientos microbioldgicos, luego de
contar absolutamente con todas las normas de bioseguridad, asi como el area

adecuada se exponen los siguientes aspectos.

Realizar una toma adecuada de la muestra, este aspecto es importante para poder

realizar un correcto aislamiento e identificacién bacteriana, un aislamiento
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incorrecto genera muchos problemas al momento de realizar el antibiograma

como es una falsa susceptibilidad para un microorganismo incorrecto.

Garantizar que los materiales usados sean totalmente estériles, asi como los

medios de cultivo y demas insumos utilizados.

Los equipos y materiales garantizaran un correcto procesamiento de las muestras,
siendo punto de interés en esta investigacion el uso de un equipo turbidimétrico o
similar que nos permita estandarizar la turbidez del indculo, asi como tener la

escala 0,5 de McFarland para control del equipo.

Se recomienda llevar control de temperatura de los equipos implicados en esta

area como son:

El refrigerador, para garantizar la conservacion de medios de cultivo preparados

asi como reactivos que necesitan estas condiciones para mantener su estabilidad.

La estufa bacteriol6gica, para mantener las condiciones ideales de crecimiento
bacteriano, la cual aparte de contar con termostato con control automatico de

temperatura debe llevar un termémetro externo para control de este.

Equipos de esterilizacion, cabe afadir estos equipos a esta lista para de esta
formar mantener los parametros que garanticen una correcta esterilizacion de un

99,99 por ciento, siendo principalmente estos el tiempo, presion y temperatura.

Cabe afadir que dentro de lo posible seria un gran punto contar con cepas ATCC
gue nos permitan llevar un control de calidad en los cultivos que se realizan a
diario en los laboratorios de microbiologia, ya sea este de origen interno o

externo.

Asi como también contar con manuales, normativas, procedimientos, registros,

gue nos garantice que todos los procesos realizados dentro de esta area sean
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realizados de una forma correcta y acertada, para de esta forma contribuir a la
conservacion de la salud de las personas en la lucha diaria en contra de las

infecciones bacterianas.
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CAPITULO VI

PROPUESTA

6.1 DATOS INFORMATIVOS
6.1.1 Titulo

Plan de difusion del método turbidimétrico para la preparacion de los indculos

usados en el antibiograma
6.1.2 Ejecutor
Investigador Freddy Ulloa
6.1.3 Beneficiarios

Laboratorios Clinicos Microbiolégicos, y pacientes que acuden a estos en la
ciudad de Ambato

6.1.4 Ubicacion
Ciudad de Ambato de Tungurahua

6.1.5 Tiempo Estimado para la Ejecucion

Inicio: 1 de Marzo de 2015

Final: 1 de Junio de 2015
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6.1.6 Equipo Técnico Responsable
Investigador Freddy Ulloa

6.1.7 Costo

1600 ddlares americanos.

6.2 ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Gallegos, F., menciona en su investigacion que los laboratorios deberan disponer
de los aparatos e instrumental necesario para el correcto desarrollo de su
actividad., y también debe existir un procedimiento de control de calidad en el
laboratorio de Microbiologia Clinica que implique la monitorizacion de los
medios e instrumentos, con el fin de asegurar la adecuada realizacion de los
aislamientos, identificacion y caracterizacion de los patégenos y la realizacion
precisa de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos como referencia
terapéutica. Los equipos del laboratorio deben funcionar de forma que se asegure

la reproducibilidad de los resultados de las pruebas diagnosticas. (Gallegos, 2014).

Mediante la presente investigacion se evidencio que la variacion que puede
presentar el uso inadecuado de un solo método en el area de microbiologia
ocasiona una significativa variacion en la susceptibilidad del antibiograma, asi
como también que existen laboratorios que no aplican correctamente este y varias
técnicas microbioldgicas. En el analisis de resultados se obtuvo una variacion del
65% en la susceptibilidad lo cual es significativo tomando en consideracion que se
utiliz6 un método alterno recomendado en caso de que no exista un equipo
turbidimétrico para la medicion del inoculo, para lo cual se deberian ejecutar
medidas de cambio en este aspecto, ya que un ndmero significativo no posee la
escala de McFarland, asi como tampoco realiza una lectura turbidimetria del

inoculo.
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Se comprob6 que el porcentaje de variacion en la susceptibilidad fue de un 20,0%
de sensible a intermedia, un 2,5% de sensible a resistente, un 0,0% de intermedia
a sensible, un 42,5% de intermedia a resistente, un 0,0% de resistente a sensible,
un 0,0% de resistente a intermedia, sumando un total de 65,0% de variaciones,
siendo la variacion de intermedia a resistente predominante en la investigacion.

Demostrando el reporte emitido no es el correcto, cuando este debe de ser preciso,
exacto y confiable, en lo que a nuestras posibilidades este, para de esta forma

brindar una correcta orientacién al médico tratante.

Existe un déficit de control en el &rea de microbiologia, en cuanto a la aplicacion
de normas y estandares que se debe seguir para un correcto procesamiento, lo cual
sin lugar a dudas ocasiona dafios en la integridad del paciente al suministrar un
tratamiento incorrecto asi como fomenta la aparicion de resistencias bacterianas,
lo cual es un tema muy delicado y potencialmente epidémico y es razén validad

para cuidar cada uno de los detalles en el laborar diario en los laboratorios.

6.3 JUSTIFICACION

Luego de realizar esta investigacion se puede evidenciar la gran deficiencia que
existe en el area de microbiologia en la ciudad de Ambato, por lo cual es urgente
implementar medidas que permitan garantizar que todos los procesos que se

realizan en esta area sean confiables y oportunos.

Al constatar la deficiencia de un equipo turbidimétrico para la medicion del
indculo se pudo verificar que existen muchos problemas méas que giran en torno a

esta area por lo cual es importante una regulacion continua para este problema.

Es muy importante que conjuntamente con las autoridades reguladoras como lo es
el Ministerio de Salud, formar un equipo que permita llegar a los lugares donde se
realiza este tipo de procedimientos y poder difundir este aspecto que tiene poca
consideracion en la actualidad y de esta formar mejorar el tipo de servicio que

estamos brindando a la comunidad.
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Los beneficiarios de esta investigacion sera la poblacion que se acerca a una casa
de salud en busca de ayuda, y demostrar que podemos mejorar en nuestro trabajo

para dar una mejor calidad en su salud en la lucha contra las enfermedades.

6.4 OBJETIVOS
6.4.1 Objetivo General

Fomentar la utilizacion del método turbidimétrico para la preparacion de los

indculos usados en el antibiograma
6.4.2 Objetivos Especificos
Disefar de un plan de accién para conocimiento

Difundir la utilizacion del método turbidimétrico para la preparacion de los

indculos usados en el antibiograma

6.5 FACTIBILIDAD

La investigacion es factible ya que se cuenta con la ayuda de los organismos
encargados de regular el adecuado funcionamiento de los laboratorios y de esta
forma llegar a ellos, asi como garantizar que se cumpla dia a dia cada uno de los
procesos realizados en esta area. Al tener la apertura a estos lugares podremos
difundir la importancia de aplicar métodos estandarizados, dejando en desuso
técnicas que lastimosamente aln se estan usando en la ciudad de Ambato y que
estan afectando significativamente a la poblacién de la ciudad.
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6.6 FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

Métodos para Medir la Turbidez de los In6culos

Para medir la turbidez se utiliza actualmente instrumentos como son los
turbidimetros o nefelometros, que emplean un método cuantitativo y deben

cumplir los siguientes criterios en el disefio optico:

La longitud de onda de la radiacién incidente debe ser de 860 nm. La fuente de luz
puede ser ldmpara de tungsteno; diodos (leds) o laser.

El ancho de banda espectral debe ser menor o igual a 60 nm.

La convergencia de la radiacion incidente no debe exceder +1,5° en turbidimetros
de radiacién difusa y £2,5° en turbidimetros de radiacién atenuada.

El &ngulo de medicion entre la radiacion incidente y la radiacion difusa debe ser
de 90° £2,5° en turbidimetros de radiacion difusa y atenuada.

La distancia recorrida por la luz incidente y dispersa dentro del tubo de muestra,

no debe exceder 10 cm.

Los turbidimetros o nefelémetros deben estar disefiados con niveles muy
pequerios de luz extraviada, con el objeto de no tener una deriva significativa en el
periodo de estabilizacion del instrumento, y también para que no interfieran en
mediciones de turbidez de baja concentracion. La nefelometria se basa en la
medicién de radiacion dispersa, en cambio la turbidimetria en la medicién de la

intensidad de un haz disminuido. (Soriano, 2010).

En microbiologia uno de los parametros preponderantes en el antibiograma es la
medicion de la turbidez del in6culo bacteriano. Para medir la turbidez primero

debemos partir de la preparacion del inoculo, existen principalmente dos formas:
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Preparacion del Inoculo en Medio de Cultivo Liquido

Para esto se procede a coger de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18
a 24 horas y sembrarlas en 5 ml de un medio liquido (Brain-Heart, Todd Hewitt,
Tripticasa soja, etc.) e incubar en la estufa a 35°C durante 2 a 6 horas hasta
conseguir o superar una turbidez del 0.5 de la escala de McFarland. Si la turbidez

es superior se realiza el ajuste necesario con suero salino estéril.
Preparacion de Inoculo con Suspension Directa de Colonias

A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas coger varias colonias con un asa
y ajustar el indculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de McFarland en
suero fisioldgico. Agitar en un vértex durante 15-20 segundos. Se recomienda
utilizar el primer método si el cultivo tiene mas de 24 horas de incubacion.

El segundo método es el mas adecuado para microorganismos de crecimiento
dificil en medios liquidos (Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, S. pneumoniae,
estreptococos no enterococos, Listeria, Moraxella y Corynebacterium spp.) y para
estafilococos en los que se quiera detectar la resistencia a oxacilina (Quiroz,
2013).

En ambos métodos de preparacion del inoculo se suele utilizar la comparacion

visual y la medicidn en un turbidimetro, como métodos para medir la turbidez.
Medicion de la Turbidez con Comparacion Visual

Para este método vamos a coger el tubo de origen comercial o preparado de escala
McFarland equivalente a 0,5 es decir con una turbidez equivalente a 1,5 x 10°
UFC/mL, vamos a proceder a agitar el tubo en un vortex, con luz adecuada se
compara la turbidez con el indculo o suspensién bacteriana ya sea del medio de
cultivo liquido o en suero fisioldgico, se recomienda sostener los tubos contra un
fondo blanco con lineas negras horizontales de contraste, se ajustara la turbidez

del indculo con suero fisioldgico en caso de que este sobrepase la escala.
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Medicion de la Turbidez con Turbidimetro

En este método se va a medir la turbidez del inoculo o suspension bacteriana ya
sea del medio de cultivo liquido o en suero fisiologico, por medio de un equipo
turbidimétrico, el cual debe de cumplir con los requerimientos expuestos

anteriormente.

Para este se debe primero encerar el equipo con agua destilada, posteriormente
leemos la turbidez de un patrén con escala conocida de origen comercial, con
fines de control de calidad y posteriormente se procede a leer las suspensiones

bacterianas realizadas ajustando la turbidez hasta tener el valor esperado.

6.7 ADMINISTRACION DE LA PROPUESTA
Estara a cargo del investigador para que se cumpla cada uno de los aspectos

fijados en la presente propuesta.

Se llevara a cabo el seguimiento de la realizacidn, ejecucién, aplicacion vy
evaluacion continua de la misma para garantizar la confiabilidad de los procesos

realizados en esta area.
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6.8 MODELO OPERATIVO

Tabla 9. Modelo operativo

FASES METAS ACTIVIDADES RECURSOS PRESUPUESTO RESPONSABLE EVALUACION

Planificacion Planificar conjuntamente con Humanos: Grupo | $100 Autoridades Mesa redonda
Direccion Provincial de Salud sobre | Reunidn de trabajo investigador Investigador
la difusion de
realizada

Disefio Disefiar un plan de accion para Humanos: Grupo | $200 Autoridades Mesa redonda
conocimiento Reunion de trabajo investigador Investigador

Difusion Difundir la utilizacion del método | Reunion de trabajo | Humanos: Grupo | $200 Autoridades Reunion de trabajo
turbidimétrico para la preparacion | para posterior visita a | investigador Investigador
de los inéculos usados en el | los Laboratorios
antibiograma Clinicos

Microbioldgicos

Ejecucion El personal de laboratorio deberd | Aplicacion de | Humanos: Grupo | $1000 Autoridades Revision de
cumplir técnicas investigador Investigador Manuales,
establecidos para garantizar estandarizadas, con la Procedimientos,
emision de resultados confiables. implementacion  de Instructivos y

equipos Registros
implicados en esta
area
Evaluacion El personal laboratorio serd | Elaborar y aplicar Ficha de | $100 Autoridades Permanente

evaluado conjuntamente con
visitas que se realiza para los
permisos de funcionamiento por
parte de la Direccion Provincial de
Salud mediante una ficha de
observacion.

instrumentos de
evaluacion.

Realizar seguimiento
de la propuesta a
través de la
observacion

Observacion
Humanos: Grupo
investigador

Investigador

Elaborado por: Freddy Ulloa
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6.9 PLAN DE MONITOREO Y EVALUACION

La propuesta sera evaluada teniendo en cuenta los datos de la siguiente matriz:

Tabla 10. Evaluacién

¢Quién solicita evaluar?

Las autoridades y el investigador

¢Por qué evaluar?

Para alcanzar los objetivos determinados

¢Para que evaluar?

Para mejorar la propuesta

¢Qué evaluar?

La ejecucion de la propuesta

¢Quién evalta?

El investigador

¢ Cuando evaluar?

Final de la investigacion

¢ Como evaluar?

Mediante observacion

¢Con qué evaluar?

Con una lista de Cotejo

Elaborado por: Freddy Ulloa
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ANEXOS

ANEXO 1. Poblacion investigada segun género y edad
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Fuente: Registro de resultados

Elaborado por: Freddy Ulloa
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ANEXO 2. Formato de registro de halos de inhibicion

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

REGISTRO DE HALOS DE INHIBICION E
INTERPRETACION EN ANTIBIOGRAMAS
DE LA BACTERIAE. coli EN

UROCULTIVOS

Dia: COD.: Sexo: Edad:
METODO UTILIZADO
TURBIDIMETRO ESCALA MCFARLAND
Antibiéticos | Halo mm | Interpretacién | Antibiéticos | Halo mm | Interpretacion
KF KF
OFX OFX
NOR NOR
F F
SXT SXT

Elaborado por:

El investigador

Revisado por:

Encargado del area de Microbiologia

Elaborado por: Freddy Ulloa
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ANEXO 3. Registro de lectura de la Escala McFarland para control de calidad del

equipo turbidimétrico

N° . Densidad Celular . Valor Valor
Corrida Fecha Estindar aproximada Método meta Rango obtenido
1 03/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10® UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
2 04/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10® UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
3 05/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,10
4 06/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10® UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
5 10/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09
6 11/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,10
7 12/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 108 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
8 13/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
9 14/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09
10 16/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09
11 17/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
12 18/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10 UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09
13 19/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10® UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
14 20/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10% UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,10
15 21/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10% UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09
16 23/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
17 24/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10% UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
18 25/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,10
19 26/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,08
20 27/02/2015 | 0,5 McFarland | 1,5 x 10° UFC/ml Turbidimétrico 0,9 0,08-0,10 0,09

Elaborado por: Freddy Ulloa
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ANEXO 4. Gréfica de Levey-Jennings del registro de lectura de la Escala

McFarland para control de calidad del equipo turbidimétrico
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Elaborado por: Freddy Ulloa

ANEXO 5. Aceptacion o rechazo mediante la utilizacién de la Multirreglas de

Westgard de la lectura de la Escala McFarland para control de calidad del equipo

turbidimétrico

Regla Condicién Interpretacion
12S Regla no violada Aceptacion
13s Regla no violada Aceptacion
22s Regla no violada Aceptacion
R4S Regla no violada Aceptacion
418 Regla no violada Aceptacion
10X Regla no violada Aceptacion

Elaborado por: Freddy Ulloa
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ANEXO 6. Ficha técnica del Equipo turbidimétrico

DADE BEHRING

MicroScan®

Medidor de turbidez

Uso propuesto
El medidor de turbidez tiene por objeto medir la turbidez de
las suspensiones en un medio liquido mediante una lectura
de absorbancia.
Resumen y principios
El medidor de turbidez es un fotémetro de filtrado de uso
general, que proporciona una comparacion directa inmediata
de la absorbancia 6ptica de dos muestras de liquido por
medio de una lectura digital.
El medidor esta prefijado para una longitud de onda
especifica, asi como para un tamafio determinado de tubos
de muestra.
Instalacién
El medidor de turbidez se puede instalar por el usuario
simplemente conectando el adaptador a un enchufe de 110V
(0 220V). Lea todo el manual antes de su utilizacion.
Especificaciones técnicas
Estilo de la cubeta:
16 x 80 mm 0 12 x 83 mm
Volumen minimo:
tubo de 2,0 ml por 16 x 80 mm
tubo de 1,3 ml por 12 x 83 mm
Pantalla:
LCD de 3 digitos
Intervalo de absorbancia:
0-1,990D
Linealidad:
dentro del 1% 0 0,01 OD, lo que sea mayor
Sensibilidad:
0,01 0D
Alimentacion eléctrica:
paquete de bateria recargable y sustituible por el usuario
que proporciona 500 lecturas con cada carga
Cargador:
externo instalado en el muro 115 VAC, 50/60 Hz. 0 100,
220, 240 VAC 50/60 Hz.
Tiempo de recarga:
de 8 a 10 horas para una carga total si estd totalmente
descargado
Intervalo de temperatura ambiente:
Funcionamiento: 10°C a 40°C
Almacenamiento: -20°C a 66°C
Materiales de procedimiento suministrados
Medidor de turbidez
Adaptador de A/A
Manual de funcionamiento
Materiales necesarios que no se suministran
Tubos redondos de 16 x 80 mm o 12 x 83 mm
Medio base de suspensiones para ser estudiadas
Agua desionizada
Instrucciones de funcionamiento
A. Verificacion del cero
1. Antes de la utilizacion, realice la verificacion cero del
medidor de turbidez. Verifique el cero del medidor de
turbidez obteniendo dos tubos redondos de 16 x 80
mm o 12 x 83 mm llenos de agua desionizada. Puede
utilizar tubos MicroScan® Saline-PLURONIC* o tubos
de agua inoculada (B1015-2).
* Surfactantes PLURONIC® Marca comercial registrada de BASF
Corporation, Parsippany, NJ.

Asegurese que ambas muestras aparecen limpias y
claras a simple vista y que los tubos de muestra no
estan rayados.

2. Inserte un tubo blanco en la posicion “BLANCO” 0 “1"y
el segundo tubo en la posicion “MUESTRA” 0 “2".

3. Observe la lectura en la pantalla digital. Debe ser
0,00 + 0,01. Si se encuentra fuera de ese intervalo:

a. Inspeccione ambos tubos blanco para asegurarse que
el cristal no estd sucio y el medio base no tiene
particulas.

b. Invierta los tubos blanco y repita la verificacion del
cero. Si la lectura también se invierte cuando se
invierten los tubos blanco, quiere decir que el
aparente fallo de ajuste del cero del instrumento es
debido a falta de igualdad entre las dos muestras. En
este caso no ajuste el cero.

c. Silalectura permanece aproximadamente la misma
cuando se invierten los tubos blanco, el cero del
instrumento necesita ajuste. Para realizarlo, consulte
la seccion “Mantenimiento” de este manual.

B. Determinacion de la turbidez
1. Prepare el medio base deseado en el que se realizaran

las suspensiones. Dispense al menos 3ml del medio en

un tubo redondo limpio de 16 .80 mm 0 12 x 83 mm.

Puede utilizar tubos MicroScan Saline-PLURONIC o

tubos de agua (B1015-2). Este se utilizara para

comparar las suspensiones y resultado de la prueba en
una lectura de absorbancia. A este tubo se le denominara

“tubo blanco”.

2. Prepare las suspensiones de prueba bacteriana deseada
en un medio y tubo del mismo tamaiio que el tubo
blanco. (Consulte el manual de procedimiento rapido de
MicroScan de preparacion de indculos, técnica estandar
de turbidez.)

3. Inserte el tubo blanco preparado en el Paso B1 en la
posicion “BLANCO" o “1" del medidor de turbidez.
Inserte la suspension de prueba en la posicion
“MUESTRA" 0 “2". La insercion del tubo en la posicion
de muestra pone en funcionamiento el instrumento. Al
cabo de 3 segundos, la luz se apaga pero la lectura se
mantiene para facilitar el registro. Al cabo de 10
segundos, el instrumento se apaga automaticamente.

4. La pantalla indica la diferencia en absorbancia entre los
tubos de muestra y blanco. El intervalo aceptable
equivalente a 0,5 del estandar de McFarland es 0,05 -
0,12.

Calibracién

El instrumento ha sido calibrado cuidadosamente en fabrica

para A = 0,100 OD. Bajo condiciones normales no deberia ser

necesario volver a calibrarlo durante su ciclo de vida.

Limitaciones y precauciones de funcionamiento

1. Solamente para uso diagnéstico i vitro.

2. Lea todo el manual antes de su utilizacion.

3. Evite derramar liquidos en el instrumento ya que podrian
dafar partes sensibles del mismo.

4. Las baterias recargables de Ni Cd deberian bastar para al
menos 500 lecturas entre recargas. Cuando el voltaje de la
bateria ha descendido hasta el punto en el que pudiera
darse un error de lectura, un circuito de verificacion de

5-1 9020-6739C
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ANEXO 6. (cont.).

bateria apagara la pantalla. Esta es la sefial de que la
bateria debe recargarse. Las baterias pueden recargarse
durante la noche o se puede dejar enchufado el
instrumento indefinidamente sin que esto cause dafo

alguno.
Mantenimiento

No se deben realizar, bajo ninguna circunstancia, otros
procedimientos de mantenimiento aparte de los aqui

expuestos. Desenchufe siempre el adaptador de A/A antes de

iniciar los procedimientos de mantenimiento.
1. Retirada y sustitucion de la cubierta

Para realizar los pasos de mantenimiento, es necesario
retirar la cubierta del instrumento. Dé la vuelta al
instrumento y, con un destornillador, afloje sin retirarlos
los cuatro tornillos en los pies de goma en la parte inferior
del instrumento. Separe haciendo palanca suave el plato
inferior de metal negro, levantelo con los pies de goma y
los tornillos atn conectados, y pongalo a un lado.
Mientras sostiene la tarjeta de circuitos en su sitio, ponga
el instrumento en posicion vertical y coléquelo en una
superficie plana con la parte trasera del instrumento
orientada hacia usted. Levante con cuidado la cubierta de
plastico unas dos pulgadas. Localice el conector de
pantalla negro de una pulgada de largo en el borde trasero
de la tarjeta de circuitos. Retire este conector sujetando
sus dos bordes y tirando hacia arriba. Ahora se puede
levantar y sacar del instrumento la cubierta y la pantallay
dejarlas a un lado.
Sustituya la cubierta con la parte trasera del instrumento
orientada hacia usted. Sujete la cubierta encima de la
tarjeta de circuitos y alinee el conector con los pasadores
en la tarjeta de circuitos. El cable rojo debe estar a su
izquierda. Empusje el conector en los pasadores hasta que
éstos estén insertados por completo, asegurandose que el
cable de la pantalla esté orientado hacia el centro del
instrumento y no obstruye los agujeros en los
sostenedores de los tubos. Baje la cubierta sobre la tarjeta
de circuitos. Coloque el instrumento al revés de manera
que la parte delantera de la cubierta quede orientada hacia
usted. Alinee los agujeros en las cuatro esquinas en la
tarjeta de circuitos con los encastres roscados de la
cubierta. Sustituya el conjunto del plato inferior de manera
que la parte impresa esté hacia arriba. Apriete los cuatro
tornillos. No los apriete en exceso.

. Limpieza de las superficies Opticas
Para limpiar las superficies Opticas, retire primero la
cubierta como se muestra en el Paso 1. Las superficies
que necesitan limpiarse son las superficies de las lentes
en el blogue 6ptico como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Limpieza de las superficies opticas

SUPERFICIES QUE SE
PUEDEN LIMPIAR

T

(o]

E-1801SPN
Limpie las lentes con bastoncillos de algodén u otro
material suave y alcohol teniendo cuidado de no permitir
que se queden en las lentes hilos u otros restos.

9020-6739C

3. Restablecimiento del cero

Realice este paso sélo si la verificacion del cero indica que

el instrumento necesita que se restablezca el cero. El ajuste

del cero serd necesario mas a menudo en condiciones de
trabajo con polvo. Este paso debe realizarse alejado de luz
directa.

a. Retire la cubierta y limpie las superficies dpticas con
cuidado segtin se muestra en los Pasos 1y 2.

b. Enchufe el conector de la pantalla en la tarjeta de
circuitos y coloque la cubierta detras del instrumento de
manera que el tubo pueda insertarse y el regulador de
precision R-17 ajustarse.

c. Inserte los dos tubos de blanco con agua usados en la
verificacion del cero. Con los dos tubos de blanco en su
lugar, utilice un destornillador pequefo para girar el
regulador de precision R-17 como se muestra en la
Figura 2 hasta que la pantalla muestre cero.

NO GIRE NINGUN OTRO REGULADOR DE

PRECISION.
HOXS] O
e WO (O) ®
— g _—
| ] )
&
— B
j_'mmmuw R17 CERO
Pinzas de
conexion para
la bateria
NO AJUSTAR EL’ AJUSTAR EL
REGULADOR DE REGULADOR DE CERO
INTERVALO

E-1407SPN
Figura 2. Restablecimiento del cero

d. Sustituya la cubierta y vuelva a comprobar el cero con
los dos tubos de blanco de agua. Debe permanecer en
0,00 + 0,01.
4. Sustitucion del paquete de bateria
Para sustituir el paquete de la bateria, primero retire la
cubierta como se indica en el Paso 1.
a. Localice el paquete de la bateria en la tarjeta de circuitos
y desenchufe el conector haciendo pinza en el seguro y
levanténdolo de la tarjeta de circuitos.
b. Levante el paquete de la bateria y retirelo de las guias de
la bateria.
c. Encaje el nuevo paquete de bateria en las guias de la
bateria.
d. Enchufe el conector en la tarjeta de circuitos.
EL CONECTOR ESTA POLARIZADO. NO LO FUERCE
EN LA TARJETA DE CIRCUITOS.
e. Sustituya la cubierta.
Nota: si es necesario desechar el paquete de baterias, siga
las normativas locales, estatales y federales.

Solicitud de informacién
_Pieza MicroScan No, Descripcion
6500-0823 Paquete de bateria

Para obtener més informacion llame al Centro de asistencia
técnica al 901 11 65 61.
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ANEXO 7. Fotos de la investigacion

Grafico 35. Discos antimicrobianos usados para
antibiograma procedente de urocultivos.
Fuente: Investigacion de campo

Grafico 36. Colonias aisladas de E. coli.
Fuente: Investigacion de campo
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Gréfico 37. Equipo Turbidimétrico utilizado,
control del equipo frente a solucién salina.
Fuente: Investigacion de campo

Grafico 38. Equipo Turbidimétrico utilizado,
control del equipo frente a escala 0,5 de McFarland
Fuente: Investigacion de campo
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Grafico 39. Lectura de la escala 0,5 de McFarland
Fuente: Investigacion de campo

Grafico 40. Lectura turbidimétrica del inéculo
bacteriano
Fuente: Investigacion de campo
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Grafico 41. Comparacion visual del indculo
bacteriano junto a la escala 0,5 de McFarland
Fuente: Investigacion de campo

Gréfico 42. Estriamiento del in6culo en la caja con
agar Mueller Hinton
Fuente: Investigacion de campo
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Grafico 43. Colocacion de discos antimicrobianos
Fuente: Investigacion de campo

A

Gréfico 44. Colocacion de cajas Petri en la estufa
bacterioldgica
Fuente: Investigacion de campo
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Gréfico 45. Cajas Petri inoculadas a partir del
método turbidimétrico y comparacion visual
Fuente: Investigacion de campo

Grafico 46. Lectura de los halos de inhibicién
Fuente: Investigacion de campo
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