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Resumen

Este estudio evalud la eficacia de una nueva metodologia para inactivar mediante cefotaxima en
agar con el fin de detectar BLEE en muestras identificadas con E. coli provenientes de orina. La
investigacion fue de tipo pura, descriptiva, observacional de corte transversal, con una poblacion
conformada por 392 urocultivos de E. coli provenientes de la institucion Biolab & Inmunomed.
Luego de someter las muestras a los criterios de seleccion, se analizd 78 muestras identificadas
con Escherichia coli. El listado de las muestras de orina en donde hubo crecimiento de Escherichia
coli, se obtuvo mediante el cuaderno de reportes del area de microbiologia del laboratorio Biolab
& Inmunomed. Los resultados de las 78 muestras analizadas con nuevo protocolo para inactivar
cefotaxima con el fin de detectar BLEE en E. coli, coincidié con lo obtenido por el protocolo
utilizado como Gold Standard (Vitek 2 Compact), de las 39 muestras que crecieron con el método
propuesto, también hubo crecimiento en el equipo automatizado, de igual manera, las 39 muestras
donde no hubo crecimiento, tampoco lo hubo en el Vitek 2 Compact, es decir, se obtuvo 100% de
sensibilidad, especificidad y valores predictivos. En conclusion, al comparar los resultados
emitidos por el método de referencia se evidenciaron resultados dptimos, es decir un 100% en
valores diagndsticos, no se evidencio discrepancias que pudieran alterar la identificacion
bacteriana, sé logré demostrar que el método propuesto es confiable, econémico e interpretable

para el uso de laboratorios de menor presupuesto econémico.

Palabras clave: resistencia betalactamica, cefotaxima, Escherichia coli.
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Abstract

This study evaluated the efficacy of a new method to inactivate cefotaxime in agar medium to
detect ESBL in E. coli strains from urine cultures. The research was of a pure, descriptive,
observational, cross-sectional type, with a population made up of 392 E. coli urine cultures from
the Biolab & Immunomed institution. After submitting the samples to the selection criteria, 78
Escherichia coli strains were analyzed. The list of urine cultures where there was growth of
Escherichia coli was collected from the report book of the Biolab & Immunomed laboratory. The
results of the 78 samples analyzed with the new protocol to inactivate cefotaxime in order to detect
ESBL in E. coli, coincided with what was obtained by the protocol used as Gold Standard (Vitek
2 Compact), of the 39 samples that grew with the method. proposed, there was also growth in the
automated equipment, likewise, the 39 samples where there was no growth, there was also no
growth in the Vitek 2 Compact, that is, 100% sensitivity, specificity, and predictive values were
obtained. In conclusion, when comparing the results issued by the reference method, optimal
results were evidenced, that is, 100% in diagnostic values, there were no discrepancies that could
alter the bacterial identification, it was possible to demonstrate that the proposed method is

reliable, economical and interpretable for the use of laboratories with a lower economic budget.

Key words: beta-lactam resistance, cefotaxime, Escherichia coli.
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Introduccién

El problema de la farmacorresistencia bacteriana ahora esta en engrandecimiento y es
considerado como un problema global que ha ocasionado el deceso de mas de un millén de
personas de los cuales mas de 100.000 ocurren en Latinoamérica. En la rama de la urologia,
Escherichia coli (E. coli) es el agente infeccioso mas frecuente y mas importante para las vias
urinarias, teniendo una mortalidad de hasta el 5% de los casos (1).

En este sentido, la identificacion y caracterizacion de este patégeno es de vital importancia
para un buen tratamiento del paciente. Por ello, el campo de la microbiologia dispone de equipos
automatizados para facilitar esta identificacion y posterior perfilado de susceptibilidad antibiética.
Sin embargo, existen desventajas o desventajas de los dispositivos automaticos, en principio no
estan disponibles econémicamente o no estan disponibles en el pais. Por esta razén, es necesario

buscar alternativas manuales para superar estas deficiencias y brindar resultados confiables.

Por estas razones, este estudio desarroll6 la evaluacion de una nueva metodologia para
inactivar betalactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante cefotaxima en muestras
conteniendo E. coli en urocultivos. Para ello, se disefidé un estudio transversal no empirico para
determinar las estadisticas de rendimiento diagndstico (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo) de este protocolo propuesto en comparacién con el Gold Standard. Se obtuvo un total
de 78 muestras aptas para la comparacion entre los métodos de inactivacion de Cefotaxima y Vitek

2 Compact posterior a la aplicacion de los criterios de seleccion.

Se concluy6 después de un analisis adecuado indico que el nuevo método resultd ser
confiable, beneficioso y comprensible para el personal de laboratorio, ya que se obtuvieron

resultados Optimos y consistentes con los obtenidos con el método Vitek 2 Compact.

XixX



Capitulo |
Planteamiento del Estudio

1.1 Delimitacién de la Investigacion
1.1.1 Delimitacion Territorial

Esta investigacion fue desarrollada en la seccion de microbiologia en el Laboratorio

Biolab & Inmunomed, ubicado en el departamento de Lima.
1.1.2 Delimitaciéon Temporal
La recoleccion de la informacion se realizo durante enero a abril del 2022.
1.1.3 Delimitacion Conceptual

Para el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron urocultivos positivos para la bacteria

Escherichia coli.
1.2 Planteamiento del Problema

La gran cantidad de casos de bacterias resistentes es ciertamente un hecho indiscutible y
un problema persistente, a pesar de la disponibilidad de nuevos antibi6ticos. En la actualidad, la
existencia de bacterias multirresistentes es cada vez mas frecuente. (2), siendo E. coli, el agente
infeccioso mas frecuente para el tracto urinario. Matar a esta bacteria se ha convertido en un
problema debido a la presencia de BLEE, que actlian como mecanismos de resistencia alterando
o inactivando los antibi6ticos, asi como la permeabilidad de la pared bacteriana. Todo esto es en

gran medida consecuencia de la automedicacién y del tratamiento empirico irresponsable. (3).
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Segun Morején G (4), las betalactamasas, que tienen como mecanismo de accidn, destruir
el puente amida de la cefalosporina o anillo de la penicilina, y producir un derivado &cido sin
propiedad bactericida, evita que los antibi6ticos antes mencionados, se unan al transportador de
origen proteico, y de esta manera, la pared bacteriana no logra formarse, entonces, la lisis no se
produce.

El grupo de antibidticos, historica y clinicamente mas importante para contrarrestar, es el
grupo de los denominados R-lactdmicos, en la que se encuentran las cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas, carbapenémicos y monobactamicos, caracterizados por una toxicidad baja y una

accion de mayor amplitud o espectro, mas utilizados para tratar infecciones bacterianas (5).

A partir de informacion recabada en todo el mundo, por ejemplo, en Espafia, se sabe que
E. coli que producen BLEE proveniente de muestras de orina han provocado brotes a nivel
hospitalario, y con mayor frecuencia presentando resistencia a una mayor amplitud de antibiéticos,

generandose un tratamiento mas complicado, una mayor morbilidad, asi como de mortalidad (6).

En el Per(, los betalactamicos son los medicamentos mas usados para eliminar las
infecciones por bacterias. Sin embargo, los reportes de resistencia por parte de estos agentes
infecciosos, generalmente en la que estdn involucrados genes BLEE que se encuentran

principalmente en las bacterias intestinales ha dificultado la eliminacién de las infecciones (7).
1.3 Formulacion del Problema
1.3.1 Problema General.

¢Cual es la eficacia de un nuevo método de inactivacion mediante cefotaxima en medio
agar para la deteccidén de BLEE en cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio
Biolab & Inmunomed, Lima, 20227

1.3.2 Problemas Especificos.

1. ;Cudl serd la sensibilidad (%) y especificidad (%) de un nuevo método de
inactivacion mediante cefotaxima en medio agar para la deteccion de BLEE en
cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio Biolab & Inmunomed,
Lima, 2022?

2. ¢Cudles seran los porcentajes de los valores predictivos de un nuevo método de

inactivacion mediante cefotaxima en medio agar para la deteccion de BLEE en
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cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio Biolab & Inmunomed,
Lima, 2022?

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General.

Evaluar la eficacia de un nuevo método de inactivacion mediante cefotaxima en medio
agar para la deteccion de BLEE en cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio
Biolab & Inmunomed, Lima, 2022.

1.4.2 Obijetivos Especificos.

1. Determinar la sensibilidad (%) y especificidad (%) de una nueva metodologia de
inactivacion mediante cefotaxima en medio agar para la deteccién de BLEE en
cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio Biolab & Inmunomed,
Lima, 2022.

2. Determinar los porcentajes de los valores predictivos de una nueva metodologia de
inactivacion mediante cefotaxima en medio agar para la deteccion de BLEE en
cepas de E. coli provenientes de urocultivos del laboratorio Biolab & Inmunomed,
Lima, 2022.

15 Justificacién e Importancia
1.5.1 Justificacion Teorica

Este estudio propone aportar un nuevo conocimiento sobre la forma de inactivacién de
cefotaxima, debido a que la propuesta se basa en la hidrdlisis del disco de cefotaxima por accion
de la enzima cefotaximasa, la cual reprimird su accion farmacol6gica y E.coli podré crecer
alrededor del disco, comparandolo con el Vitek, el cual, se basa en dep6sitos con forma de tarjeta

gue presentan antibiéticos diluidos en cantidades estandarizadas.
1.5.2 Justificacion Préctica

Debido a ciertas desventajas que presenta el sistema Vitek, como, por ejemplo, una falla
mecanica, requiere métodos de respaldo, que cumplan con los estandares de calidad necesarios. El

uso de este nuevo método facilitara de manera econémica al laboratorio que lo implemente, debido a que
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al ser un método manual no seria necesario el uso de tarjetas de susceptibilidad antimicrobiana coémo
hacen la mayoria de equipos automatizados como el Vitek, sino que, con el uso del agar Mueller Hinton
y el disco de cefotaxima, seria suficiente, y por ende, el costo seria menor, ahorrando en presupuestos;
asi mismo, no requiere de un personal especialista en microbiologia, en consecuencia, cualquier personal

con conocimientos basicos en esta area, serd capaz de poder realizarlo.

24



Capitulo 11
Marco Teorico

2.1 Antecedentes del Problema
2.1.1 Antecedentes Internacionales

Jiménez, y cols. (11), publicaron en el 2017 el estudio que tuvo como objetivo “evaluar
un método rapido in house para detectar enterobacterias con sensibilidad a la cefotaxima". La
investigacion fue de tipo observacional analitico retrospectivo. Se evaluaron 1947 cepas de
enterobacterias mediante dos grupos de paneles, el primer de la marca MicroScan y el segundo
llamado In House. Se tuvo como resultados que, de los 499 aislamientos de enterobacterias, el
primero grupo de paneles reportd 27 cepas de Escherichia coli, 16 cepas de Klebsiella pneumoniae
y 1 cepa de Klebsiella oxytoca productoras de BLEE. Mediante el segundo grupo de paneles se
obtuvo una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo del 98%, 97%, 100%
y 78%, respectivamente. El estudio concluyd en lo siguiente: la prueba in house la cual se basa en
la variacion de pH, es eficiente para esta poblacion con el fin de detectar rapida y presuntivamente

muestras de enterobacterias resistentes a cefotaxima.

Acosta et al. (12), publicaron su estudio en el 2018 cuyo objetivo fue "Evaluar cuatro
métodos para detectar enterobacterias que producen BLEE”. La poblacion estuvo conformada por
150 muestras de Klebsiella spp. y Escherichia coli elegidas aleatoriamente. Estas cepas fueron
evaluadas para cefotaxima y ceftazidima usando el método de Kirby-Bauer, y calculando la
concentracién minima inhibitoria. A través del sistema Vitek 2 y el uso de agar cromogénico para
BLEE se confirmaron los datos obtenidos. Los resultados develaron que del total de cepas
evaluadas (cantidad de 150) por el método recomendado por la CLSI, la mayor frecuencia fue para
la positividad a BLEE (52.7 %). La sensibilidad y especificidad del método Kirby-Bauer para

ceftazidima fue del 23% y 100%, respectivamente; para cefotaxima fue del 86% y 100%,
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respectivamente. En el caso de la CMI para ceftriaxona fue del 95% y 99%, respectivamente; para
aztreonam fue del 86% y 99%. Finalmente, para el método Vitek ESBL corregida fue del 95% y
97%, y para el método ChromID ESBL fue del 97% y 100%. Se concluy6 que los resultados son
similares a lo reportado en diversas partes del mundo. Ademas, una opcion sélida y simple fue el
método de Kirby-Bauer; el método Vitek 2 es muy utilizado por diversos laboratorios, no requiere
un lugar muy acondicionado, y los resultados son emitidos en un tiempo rapido (4 a 10 horas); el
agar ChromID ESBL permite resultados relativamente rapidos también (20 a 24 horas) es un al
ser un medio diferencial y selectivo para cepas BLEE. La combinacion de métodos (dos al mismo
tiempo) mejora la deteccion de estas cepas, y se debera elegir alguno de estos segun las

caracteristicas del laboratorio.

2.1.2 Antecedentes Nacionales

Salazar (13) publicé en el 2017 un estudio cuyo objetivo fue “Establecer la utilidad de las
pruebas diagnosticas de una técnica fenotipica para detectar BLEE en comparacion con un método
de referencia en bacterias aisladas de urocultivos”. El disefio fue descriptivo, y prospectivo de
corte transversal. Se examinaron 176 muestras positivas para BLEE de diferentes bacterias como
E.coli, K. pneumoniae y oxytoca, y P. mirabilis provenientes de muestras de orina. Se tuvo como
principales resultados un 32.4% de positividad a BLEE mediante el Gold Standard (Vitek 2
compact), mientras que con el nuevo método se observé una sensibilidad, especificidad, valor
predictivo y negativo de 98.2%, 98.3%, 96.5 % y 99.2%, respectivamente. Se tuvo como
conclusion que el nuevo método presentado una capacidad diagnostica muy similar al compararlo

con el Gold Standard, ademas de ser un método accesible para los laboratorios.

Lezameta et al. (14) en su investigacion publicada el 2010, cuyo objetivo fue “Analizar y
contrastar la efectividad de cuatro metodologias para detectar BLEE en muestras de orina a nivel
fenotipico”. El disefio metodoldgico del estudio se basé en una comparacion transversal. Se
analizaron 147 muestras (urocultivos positivos) de P. mirabilis, K. pneumoniaey E. coli. Serealiz
una prueba de tamizaje en todas las cepas y, en aquellas que arrojaron resultados positivos en esta
etapa, se confirmaron mediante cuatro metodologias para detectar BLEE en muestras de orina a
nivel fenotipico. Como principales resultados, el 29.3 % fue presuntamente positivos a BLEE.
Cuando se utilizé la metodologia CLSI como el Gold Standard, el 62.8% fue positivo, y un
resultado similar se obtuvo mediante otra metodologia (Jarlier). Ademas, las metodologias
denominadas de “Hodge” y “tridimensional” reportaron un 53.5% de positividad. Cuando se
compararon con lo descrito por la CLSI, las metodologias de “Jarlier”, “Hodge” y “tridimensional”
obtuvieron 100% de especificidad, y de sensibilidad 100% y 85.2% (para estos dos ultimos),

respectivamente. A partir de estos hallazgos, se lleg6 a la conclusion de que todas las metodologias
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demostraron ser altamente eficaces, en ese sentido, se sugirié su aplicacion en los laboratorios

acorde a la disponibilidad y facilidades.
2.2 Bases Tedricas
2.2.1 BLEE - Betalactamasas de Espectro Extendido

Representan enzimas capaces de destruir las cefalosporinas, que se caracterizan por ser de
espectro extendido, mediante hidrolizacion. Estas incluyen ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona,

y también aztreonam (15).

El &cido clavulanico, Sulbactam o Tazobactam se caracterizan por ser farmacos que
pueden inhibirlas. Estas enzimas representan un problema creciente en las Gltimas dos décadas, lo

que hace complicado el tratamiento de infecciones causadas por la bacteria portadora (16).

Son enzimas conformadoras de plasmidos producidas por bacilos Gram-negativos
(principalmente Enterobacteriacea), especialmente E. coli y K. pneumoniae. Su origen son
enzimas conocidas como SHV-1, TEM-1y TEM-2. La mutacién del sitio activo de estas enzimas
produce las BLEE, las cuales pueden hidrolizar estas cefalosporinas de tercera generacion y
clasificarlas como moléculas de generacidn sub-2be. No todas las BLEE estan incluidas en el

grupo 2be, otras se encuentran en el grupo 2d (17).

En 1983, las BLEE fueron aisladas de K. ozaenae en Alemania. Luego, en 1989 se obtuvo
otro tipo de BLEE a partir de las TEM y SHV las llamadas BLEE cefotaximasa o0 CTX-M, las

cuales fueron obtenidas de especies del género Kluyvera spp, (18).
2.2.1.1. Clasificacion de las BLEE

A través de los afos las betalactamasas han tenido diferentes clasificaciones,
desde una de las mas frecuentemente utilizadas, que es la de Richmond y Sykes (1973),
hasta la mas actual, elaborada desde el punto de vista de la estructura molecular de Ambler
(1980), el cual propuso clasificar a las BLEE en los grupos A, C, D, y B; los primeros
tienen a la serina en la zona activa, mientras que el Ultimo presenta zinc. En la actualidad,
la propuesta por Medeiros, Bush y Jacoby (1995) es de las que mas se usan y disciernen

estas enzimas por su actividad por diferentes farmacos (19).
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2.2.1.2. Epidemiologia de las BLEE

El crecimiento de las bacterias que producen estas enzimas es vasta e impredecible, ya
que tienen la capacidad de replicarse a través de plasmidos conjugativos. Esta caracteristica facilita
la difusion de este conjunto resistentes tanto de la misma especie como de distintas (20).

Ademas, Escherichia coli productora de CTX ha estado en incremento desde el comienzo
de este siglo, estos tienen mayor repercusion en pacientes ambulatorios, atacando principalmente
el tracto urinario generando infecciones, la Escherichia coli presenta resistencia principal a los

antibi6ticos como por ejemplo a los aminoglucésidos, las quinolonas y el cotrimoxazol (21).
2.2.1.3. Bacterias Productoras de BLEE

Todas las especies de Enterobacteriaceae pueden producir BLEE, pero segun la literatura
las principales son E. coli y K. pneumoniae, en menor cantidad las cepas relacionadas con el
género Enterobacter, Salmonellas o Proteus. No obstante, en las Gltimas investigaciones se

evidencia una ligera elevacion de casos en casos con A. baumannii y P. aeruginosa (22).
2.2.1.4. Metodologia de Deteccidn

Basicamente, esta metodologia para identificar las cepas con BLEE se basa en pruebas de
tamizaje y confirmatorias tal y como lo indica la CLSI, se basa en la accion inhibitoria de B-
lactamasas. No obstante, antes de realizar cualquier método se es recomendable evaluar el perfil
de sensibilidad propio de cada antimicrobiano utilizando las reglas habituales de lectura de

antibiogramas para identificar el fenotipo de la bacteria (23).

a. Disco difusién por Kirby-Bauer

En este método se va a inocular a la bacteria problema sobre un agar, posteriormente se
acomoda encima discos con antibidticos con una concentracion conocida, por Gltimo, se incuban

por un tiempo de 18 horas a 37 °C aproximadamente.

Mientras se da la incubacidn, el disco se difunde por todo el agar porque la concentracién
se va reduciendo conforme la distancia hacia el disco aumenta, hasta que, en cierto punto, la
cantidad del antibi6tico ya puede evitar el crecimiento del organismo estudiado. Segin la CSLI ha
establecido ciertas reglas para poder categorizar la inhibicion del disco con la bacteria segun la

medida del halo que se forma. En resistente, sensible e intermedio (24).
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Consideraciones para el desarrollo del tamizaje de BLEE

e  Se debe usar por lo menos discos de ceftazidima o cefotaxima/ceftriaxona con el fin
de detectar de forma mas efectiva de BLEE.

e Laceftazidima detecta BLEE de clases PER-2, SHV y TEM con mayor eficacia, por
otro lado, la cefotaxima puede detectar los tipos CTX-M con mayor eficacia.

e  Con el fin de distinguir con las AmpC, se debe evaluar la resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion sensibles a cefoxitina (lo cual no se hidroliza por las bacterias
de tipo BLEE) (25).

b. Prueba de Jarlier (confirmatoria)

Esta se caracteriza por ser una técnica de doble disco. Este procedimiento implica la
colocacion de dos discos, uno de cefotaxima y otro de ceftazidima, y a unos 30 mm de forma
central en el agar Mueller Hinton, otro de amoxicilina/acido clavulénico. La deteccion de sinergia
entre los farmacos mencionados con el ubicado en el centro indica la generacion de estas enzimas
por parte de las bacterias evaluadas. Este ensayo ha sido modificado con el fin de mejorar su
eficacia, reduciendo alrededor de 20 mm la distancia entre estos discos y empleando cefepime
para identificar betalactamasas AmpC, las cuales podrian enmascarar la manifestacion de la
presencia de BLEE (25,26).

2.2.1.5. Metodologia automatizada

La fabricacion de equipos automatizados especializados en pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana empez6 hace aproximadamente 10 afios, que modernizaron el estudio en el area de
microbiologia, y con ello, una mayor productibilidad, reduccion de errores en proceso y resultados

mas rapidos (27).
a. Vitek 2 Compact

Este se caracteriza por simple, eficiente y confiable que no solo puede identificar, sino
también establecer perfiles de sensibilidad para diferentes agentes patégenos. La identificacion se
basa en su tecnologia colorimétrica, la cual a su vez consiste en inocular en tarjetas una suspension
de microorganismos que cuenta con 64 orificios que garantizan precision. Con esta técnica se

analiza mas informacion, aumentando la precision de los resultados. La susceptibilidad a los
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antibidticos se realiz6 de manera muy similar, usando etiquetas que contenian diferentes
diluciones de antibiéticos estandarizadas para corresponder a los umbrales de susceptibilidad
establecidos por NCCLSL1. Este sistema se utiliza para estudiar cepas clinicamente significativas
aisladas de muestras de pacientes u otras fuentes, como alimentos y agua. Con este sistema se
reducen tanto el tiempo de preparacion como el de respuesta, obteniendo asi los resultados de 2 a
18 horas. El software VITEK® 2 Compact es sin duda sumamente intuitivo, por lo tanto, requiere
menos capacitacion técnica, lo que se traduce en una mayor productividad (28).

2.2.2 Escherichia coli

Es uno de los patdgenos predominantes en la causa de infecciones en la poblacion, no solo

debido a su alta prevalencia, sino también por ser resistente a una amplia gama de farmacos (29).

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae y presentan caracteristicas de bacilos
anaerdbicos gramnegativos. Esta bacteria en particular se establece en epitelio intestinal desde que
el ser humano nace y se establece como parte de la microbiota en condiciones normales. Sin
embargo, algunas cepas pueden volverse patégenas, dando lugar a enfermedades y afecciones que

resultan en diversas manifestaciones clinicas, que pueden incluir diarreas. (30).

Puede producir infecciones fuera o adentro del intestino, por lo general graves, como
infecciones en el tracto urinario. En cuanto al Gltimo tipo de infecciones mencionado, son mas
frecuentes tanto en mujeres adultas como en nifios, en un 80 % de los casos aproximadamente
(31).

Esta bacteria fue aislada originalmente en 1885 por el pediatra aleman Escherich, quien
demostrd la presencia normal de esta bacteria en la flora intestinal humana. En un principio se
llamé Bacterium coli commune, pero luego en 1919 fue cambiada de nombre a E. coli debido al

cientifica que la describié por primera vez.

Como caracteristicas quimicas se presenta que en base a tript6fano produce indol, el citrato
no es utilizado por esta bacteria y presenta como fuente a los carbonos, ademéas de no generar

acetoina, pero si gas como consecuencia del uso de carbohidratos como la lactosa y la glucosa.

Como algunas gramnegativas, estd conformado por tres componentes principales, la

envoltura, membrana citoplasmatica, y una membrana externa. Ademas, entre estas Ultimas se
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encuentra el espacio periplasmico, esta Ultima en mencion le permite soportar la fuerte presion

osmética elevada.

Esta bacteria se considera mesofila, porque su temperatura de crecimiento es de alrededor
de 35 a 43 grados centigrados. La temperatura minima adecuada para que crezca este patdégeno
ronda los 7 grados centigrados, mientras que la temperatura adecuada para que sea eliminado ronda
los 70 grados centigrados o mas (32).

2.2.2.1 Factores de Patogenicidad

Esta funcién depende de una serie de antigenos de superficie productores de toxinas, de
modo que las fimbrias funcionan proporcionando sus antigenos de adhesion (K y O) que poseen
caracteristicas antifagociticas y que pueden inhibir sustancias que puede eliminarlas de la sangre

y que ademas le da la capacidad de ser virulento.

Algunas cepas producen exotoxinas diarreicas, cuya sintesis se codifica en presencia de
plasmidos (plasmidos Ent), mostrando asi genes relacionados con la adhesion entre otras
propiedades. Se sabe que existe una enterotoxina antigénica y termolabil (TL) asi como el de V.
cholerae, que puede activar la enzima adenilciclasa, posteriormente, el AMP es formado a partir
de ATP, generando el incremento de salida de electrolitos y agua. Adicionalmente, la produccion
de una toxina termoestable, no productora de anticuerpos y de bajo peso molecular, puede
provocar gue el liquido en el intestino se acumule por un fundamento que no se conoce ain, no

obstante, se cree que es debido a la accién de la guanilciclasa.

Estas sustancias mencionadas no producen cambios téxicos o anatomicos de los
enterocitos, pero si cambios funcionales (citotoxicos), por lo que una caracteristica de E. coli

productora de enterotoxinas (ETEC).

Por otra parte, las cepas de la bacteria E. coli tienen la propiedad de atacar al epitelio
intestinal, y es posible que el ingreso a estas células se deba a que, en la membrana externa, hay
proteinas (codificacién por plasmidos) que estén involucradas en este ingreso da por plasmidos,

como en el género Shigella (33).
2.2.2.2 Escherichia coli en orina

Los agentes infecciosos que pueden tener como blanco a las vias urinarias, suelen ser la

causa de enfermedades de indole extraintestinal. Todavia se analiza si E. coli, causante de
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infecciones urinarias no es un grupo homogeéneo, ni siquiera se considera un tipo patogénico, sin
embargo, recientemente se ha descubierto que los patégenos del tracto urinario son tan diversos
que no son un solo tipo los que causen infeccion, pero pueden ser varios, debido a su variabilidad

microbiana.

Las vias urinarias generalmente son estériles y no deberia albergar patégenos infecciosos,
pero hay casos en que las bacterias invaden, colonizan la vejiga y causan enfermedades

inflamatorias.

Dependiendo del numero de bacterias presentes, pueden ocasionar bacteriuria
asintomatica, como su nombre lo indica, cuando los microorganismos ingresan a la vejiga y no
causan sintomas, y la persona puede estar toda su vida sin saber que alberga a la bacteria. Ademas,

existen tipos muy téxicos y peligrosos, siendo un blanco posible la sangre, asi como los rifiones.

El tiempo que demora en desarrollarse es variable. Su paso de la uretra hasta la vejiga
puede demorar 18 dias aproximadamente, en el caso de infectar al rifién, aunque es poco probable,

tarda 6 dias promedio. (34).
2.2.2.3 Los Sintomas

Las infecciones por Escherichia coli, que afectan principalmente a las vias urinarias,
provocan molestias al miccionar, dolor y poliuria ademas de fiebre si los rifiones estan afectados
(35).

2.2.2.4 E| Diagnostico

Si se sospecha una infeccidn por Escherichia coli, se debe identificar la bacteria mediante
cultivo de orina, confirmar el diagnéstico y prescribir el antibiético mas apropiado. Para ello, el
paciente debe orinar por primera vez por la mafiana y recoger la muestra para llevarla
posteriormente al laboratorio, donde el técnico de laboratorio realizara un examen directo para
demostrar la existencia 0 no de gérmenes, asi como otros parametros como glébulos blancos o
gldbulos rojos. Cuando se destaquen gérmenes durante el examen directo, se realiza un urocultivo
potencialmente patégeno, donde se pueda resaltar la infeccion por Escherichia coli u otros
patégenos. Asimismo, si se confirma una infeccién por E. coli, estan indicadas pruebas de imagen

como la ecografia para evaluar el estado de los rifiones y las vias urinarias (35).
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2.2.2.5 El Tratamiento.

El tratamiento es con antibidticos, ya sea por via oral o intravenosa, segun la gravedad de
la infeccion y la afectacion general. Para saber qué antibitico administrar a un paciente, puede
ser til el perfil de susceptibilidad antibacteriana realizado cuando se descubre que Escherichia
coli esta expuesta a ciertos medicamentos (35).

2.2.3 Cefotaxima.

La cefotaxima, farmaco semisintético de amplio espectro, es usado con frecuencia en el
tratamiento de diversas infecciones. Es especialmente efectivo en afecciones del tracto
respiratorio, SNC, urinario, ademas de posible sepsis en pacientes hospitalizados. Se recomienda
su uso empirico combinado con otros antibidticos. La cefotaxima es conocida por su alta eficacia
clinica y microbioldgica, con pocos efectos secundarios asociados. Es importante tener precaucion
al recetar cefotaxima a pacientes con antecedentes de trastornos gastrointestinales, especialmente
colitis. Ademas, en una misma solucidn, esta prohibido la mezcla de este farmaco con cualquier

otro.

Las dosis recomendadas de cefotaxima en adultos varian segun el tipo de infeccién y la
susceptibilidad del patdgeno, siendo una dosis sugerida de 12 g al dia. En nifios, la dosis varia
segun la edad, por ejemplo, cada 12 horas se recomienda 50 mg/kg en recién nacidos, por otro
lado, se debe utilizar la mitad si se esta frente a pacientes problemas renales y nivel de creatinina
menor a 10 ml/min, y 1g por 12 horas si este es menos de 5 ml/min. La cefotaxima debe

almacenarse a una temperatura que no exceda los 30°C.(36).
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2.3 Definicion de Términos Basicos
2.3.1. Agar Mueller Hinton.

Medio que se caracteristica por ser rico en nutrientes y no selectivo, es decir, la mayoria
de las bacterias patogenas pueden crecer alli. Debido a que consiste en una forma simple, las
sustancias pueden expandirse en todo el medio, ello lo hace predilecto la aplicacion de discos de
difusion en pruebas de susceptibilidad (41).

2.3.2. Cepas

En el area microbioldgica, es una poblacion de microorganismos de la misma especie que
se

originan a partir de una sola célula o que proceden de una muestra especifica (39).

2.3.3. Escherichia coli ATCC 25922

La cepa ATCC 25922 es una cepa de control de calidad, utilizada especificamente en
pruebas de susceptibilidad de anticuerpos, aislada originalmente de una muestra humana

recolectada en Seattle y Washington (42).
2.3.4. Escherichia Coli CEPA N'2 - PEED 2017

Variante generada por la evaluacion del desempefio de forma externa durante el 2017 por
parte del INS del Per(. Esta se caracteriza por producir BLEE de tipo CTX-M (42).

2.3.5. Medio de Cultivo.

Es una técnica utilizada en laboratorios, consiste en un gel gque contiene nutrientes
necesarios para el crecimiento de microorganismos, para que este crecimiento se produzca, debe

tener condiciones favorables como el pH y temperatura (40).
2.3.6. Resistencia Bacteriana

Representa el mecanismo por el que las bacterias hacen uso para reducir el efecto de los

antibidticos, esta resistencia puede ser natural o adquirida (38).
2.3.7.  Urocultivos.

Consiste en sembrar 1 pL de orina en un determinado medio de cultivo para el desarrollo
bacteriano mediante el uso de asa calibrada, para luego llevar a cabo la identificacién de la bacteria

problema (37).
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Capitulo 111
Hipotesis y Variables

3.1.  Hipotesis

3.1.1. Hipotesis General y Especificas

La formulacion de hip6tesis se omite al ser una investigacion de nivel descriptivo (8).
3.2.  ldentificacion de Variables

a. Variable Principal de la Investigacion

El método en la que se puede inactivar a la cefotaxima suele estar determinado por la
caracterizacion de ciertos microorganismos productores de cefalosporinas que degradan la
cefotaxima contenida en el disco, provocando hidrolisis e inactivacién, y al confrontar esta cepa
con la denominada E. coli ATCC 25922 que no mostraron inhibicion, lo que permiti6 el desarrollo
de la cepa, este hecho demuestra la no presencia en el medio de cultivo. Esta variable se medira
utilizando el método clasico del sistema Vitek y el método propuesto por los investigadores (9).

Interpretandose de forma positiva o negativa.
3.3.  Operacionalizacion de Variables

Proceso que analiza deductivamente las variables que disponen el inconveniente de la
exploracién, yendo de lo méas frecuente a lo mas especifico, para transformar un concepto abstracto

en uno experimental, medible mediante la aplicacion de un instrumento (10).
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Tabla 1. Operacionalizacion de los variables

Variables Definicion Defml_c lon Dimension Indicador Instrumentos N° items Esca_l a_(’je
conceptual operacional Medicion
Principal Propiedad que Como positivo si el No presenta, Meétodo nuevo Ficha de No presenta, Nominal.
Método utilizado tie_nen algur_los crecimiento se _da debido a que propuesto recoleccion debido a que no
L microorganismos alrededor del disco no es una es una variable
para la Inactivacion productores de mencionado. variable compleja.
de cefotaxima en cefalosporinas compleja. Método Vitek 2
agar. degradan la compact -
cefotaxima Como negativo si el referencia

impregnada en el
disco produciendo
hidrolisis e
inactivacion.

crecimiento no se da

alrededor del disco
mencionado.
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Capitulo IV
Metodologia

4.1.  Método, Tipo y Nivel de la Investigacion
4.1.1. Método de la Investigacion

Inductivo debido a que deriva de conclusiones generales a partir de premisas individuales.
Para ello se recolecta informacion precisa a través de la observacion y experimentacion, y luego

se analizan buscando patrones en la data obtenida (43).
4.1.2. Tipo de Investigacion

Basico o puro, dado que no persiguio el uso inmediato de los conocimientos adquiridos,
sino que buscd extender los hechos tedricos al avance de la ciencia, sin preocuparse de manera

directa en sus posibles aplicaciones o consecuencias practicas (43).
4.1.3. Nivel de la Investigacion

Nivel descriptivo debido a que la informacion sobre el fendmeno u objeto de estudio se

presentd de manera narrativa y fiel a su estado original. (43).
4.2.  Disefio de la Investigacién

Observacién de corte transversal debido a que la informacidn se recolectd en un Unico
punto temporal y su propdésito fundamental fue describir las variables, asi como examinar su

incidencia y relaciones en ese instante especifico. (43).
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4.3.  Poblaciony Muestra
4.3.1. Poblacién.

Esta es definida como el conjunto de elementos (finito o infinito), que presentan
caracteristicas en comudn y sobre la cual se extrapola la conclusion del estudio (44). Para esta
investigacion, esta estuvo compuesta por 392 urocultivos de Escherichia coli que fueron aislados
en el laboratorio Biolab & Inmunomed durante el periodo de enero a abril de 2022.

4.1.1. Muestra

La muestra analizada fue de 78 aislamientos de Escherichia coli obtenidas de muestras de
orina, aisladas en el laboratorio Biolab & Inmunomed desde enero hasta abril del 2022 (calculo

en el anexo 5). Luego, se realizé la aplicacién de los criterios de seleccion.

Los calculos de tamafio de muestra y muestreo se realizaron mediante el software EPIDAT

version 4.2.

El calculo de tamafio de muestra para pruebas diagndsticas cuando se conoce la
sensibilidad y especificidad esperada (dada por una prueba piloto o por algun antecedente de la

literatura):

ng =

NNg =

N =ngt+ nyg

ng €s el nimero de enfermos

nyg €s el nimero de no enfermos

Z1_q/2 = Valor tipificado para un nivel de confianza del 95 % = 1,96

O es la sensibilidad esperada = 99,9 % (brindada por la prueba piloto)

O es la especificidad esperada = 99,9 % (brindada por la prueba piloto)
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O es una precision convencional establecida por el investigador =1 %

n = Tamafo de muestra

Reemplazando valores:

ng = = 3.8416*9.99 = 38.38 (no se puede enrolar 38.38 personas como fraccion, por

ende, el software lo redondea) ~ 39

nyg = = 3.8416*9.99 = 38.38 (no se puede enrolar 38.38 personas como fraccion, por

ende, el software lo redondea) ~ 39

Como puede notarse, es igual el calculo manual al del software.
a. Criterios de inclusion:
« Urocultivos de E. coli provenientes de orina de pacientes pediatricos y mujeres.
« Urocultivos de E. coli cuya evaluacién rutinaria de la presencia de BLEE haya
sido mediante el método Vitek 2 Compact.
b.  Criterios de exclusion:
« Urocultivos positivos con crecimiento polimicrobiano, es decir, en los cuales

hayan crecido microorganismos acompafantes diferentes a este.

« Urocultivos de E. coli cuyos recuentos de colonias fueron menores de 105 UFC
(unidades formadoras de colonias).

4.4, Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos
4.4.1. Técnicas de Recoleccion de Datos

Segln Oseda et al. (43), la observacién desempefia un papel fundamental en cualquier
proceso. investigativo; los investigadores confian en él para obtener una cantidad mayor posible
de datos selectos para la investigacién. Por ende, se utilizo6 esta técnica debido a que el trabajo de

investigacion es descriptivo.
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4.4.2. Instrumentos de Recoleccion de Datos.

Se hizo uso de una ficha de recoleccidn (anexo 4). Este es un instrumento auxiliar utilizado
en investigacion, y trata del registro de datos obtenidos en herramientas denominadas archivos,
los cuales estdn debidamente elaborados y organizados, conteniendo la mayor parte de la
informacidn recopilada en el estudio, por ello es de gran utilidad en esta tarea, ahorrando mucho
tiempo, espacio y dinero (43).

a. Confiabilidad.

La medida en que una herramienta produce resultados consistentes y con coherencia.

Como estudio descriptivo, esta herramienta no se aplica a este tipo de investigacion (43).
b. Validez.

La capacidad de un instrumento para medir con precision la variable que tiene la intencion
de medir se conoce como validez evaluada por tres expertos en el campo. En el contexto de un
estudio descriptivo, se consider6 inapropiado emplear dicho instrumento, ya que no era aplicable

a este tipo de investigacion. (43).
c. Obijetividad.

La propiedad que determina si un instrumento es 0 no susceptible a la influencia de sesgos
y prejuicios por parte de los investigadores al manejar, evaluar e interpretar los datos se conoce
como la fiabilidad. Dado que se trata de un estudio descriptivo, se consideré que la mencionada

herramienta es adecuada para este clase de estudio (43).
4.4.3. Procedimiento de la Investigacion.
a. Materiales:
e  Pinza de metal.
e Cloruro sodico 0.9 % en tubos de 12x75mm.
e Asas de siembra de 10 uL.

e Agar MH en placas Petri de 100x175mm.
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o Disco de sensibilidad conteniendo el antibidtico Cefotaxima de 30 ug.
o  Escherichia coli cepa N.° 2 - PEED - control positivo.
o  Escherichia coli ATCC 25922 - control negativo.

b. Equipos:

Sistema automatizado Vitek y estufa.

c. Procedimiento:

e  Lostubos de vidrio se rotularon con los respectivos codigos internos designados
por el laboratorio, asi como controles positivo y negativo.

e Realizar una suspension bacteriana 0.5 segln la escala de McFarland.

e Introducir el disco de cefotaxima (CTX) en los tubos que contienen la
suspension bacteriana (control negativo, control positivo y muestras).

e Rotular las placas de agar Mueller Hinton con los respectivos codigos internos

designados por el laboratorio, asi como controles positivo y negativo.

e Retirar de la suspension bacteriana (control negativo, control positivo y
muestras), el disco de CTX con la pinza de metal previamente esterilizada y

quitar el excedente frotando con las paredes del tubo.
e  Colocar el disco de CTX sobre el agar Mueller Hinton.
« Invertir la placa Petri e incubar a 35 £ 2°C, en aerobiosis, durante 18 a 24 horas.
o Realizar la lectura de las placas.
d. Interpretaciones:
e  Como positivo si el crecimiento se da alrededor del disco mencionado.

«  Como negativo si no se produce crecimiento alrededor del disco mencionado.
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Capitulo V
Presentacion y Discusiéon de Resultados

5.1. Presentacion de Resultados

5.1.1. Evaluacion del Nuevo Método Propuesto en Comparacion con el de

Referencia.

Enlatabla 3 se observa que esta nueva propuesta de método de inactivacion de cefotaxima
para detectar BLEE en Escherichia coli, coincidié en las observaciones para todas las celdas con

respecto al método utilizado como referencia (Vitek 2 Compact).

Tabla 2. Resultados de la presencia de BLEE segun el método empleado (n=78).

Nuevo método de inactivacion de Vitek 2 Compact
cefotaxima No (39) Si (39)
No 39 0
Si 0 39

Ello implica que se obtuvo 100 % de sensibilidad y especificidad, tal como muestra la

tabla 3. Los calculos provinieron de la siguiente forma:
e Sensibilidad = VP/(FN+VP); VVP: verdaderos positivos, FN: falsos negativos.

o  Especificidad = VN/(FP+VN); VN: verdaderos negativos, FP: falsos positivos.

42



Tabla 3. Sensibilidad y Especificidad de un nuevo método de inactivacion de cefotaxima para
deteccion de BLEE en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos.

Vitek 2 Compact

Positiv

Negativo Total S E
Nuevo método Positivo 39 0 39
de inactivacion Negativo 0 39 39 100 % 100 %
de cefotaxima Total 39 39 78

Se obtuvo 100 %, tanto de valor predictivo positivo como negativo para la muestra

estudiada, tal como se demuestra en la tabla 2. Los calculos provinieron de la siguiente forma:
e VPP =VP/(FP+VP).

e VPN=VN/(FN+VN).

Tabla 4. Valores predictivos de un nuevo método de inactivacion de cefotaxima para deteccion

de BLEE en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos.

Vitek 2 Compact
Positivo Negativo Total VPP VPN

Nuevo método de Positivo 39 0 39 100 100
inactivacion de Negativo 0 39 39 % %
cefotaxima Total 39 39 78 0 0

En base a todos los valores mostrados anteriormente (100 % para sensibilidad,
especificidad y valores predictivos), se demuestra que la nueva propuesta de inactivacion de
cefotaxima en agar para la deteccion de BLEE en cepas de Escherichia coli, fue optima al

compararlo con el Vitek 2 Compact.
5.2.  Discusion de Resultados

En este estudio de investigacion, se examiné la viabilidad del método de inactivacién de
cefotaxima para la deteccidon de BLEE en Escherichia coli en el laboratorio Biolab & Inmunomed.
Los resultados de las pruebas diagnosticas revelaron una S, E, VPP y VPN del 100 % al

compararlos con la referencia, la cual fue el Vitek 2 Compact.

Una investigacion que comparé métodos para identificar BLEE en urocultivos, fue el
realizado por Lezameta et al, donde comparé cuatro métodos fenotipicos para detectar BLEE, y
consider6 como Gold Standard al método americano, en comparacion con las metodologias

Hodge, Jarlier y el tridimensional. En concordancia con este resultado, cuando se realizé la
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comparacion del segundo método de los citados con el Gold Standard, tanto la S como la E fue
del 100 %. Por otro lado, en comparacion con el primero y el tercero, se obtuvo una S 'y E de
85.1% y 100%, respectivamente (mismos porcentajes para ambos métodos).

Ambas investigaciones usaron métodos de referencia para asegurar que los resultados sean
los mas Optimos en nuestro caso usamos el Vitek 2 compact mientras que Lezameta e
investigadores usaron el disco difusion. Los valores diagndsticos obtenidos en nuestra
investigacion comparandolos con el método de Jarlier coincidieron en un 100%, sin embargo, se
consiguié una mejor sensibilidad al compararlos con las metodologias tridimensional y Hodge
(Lezameta et al). Ello demostraria el protocolo propuesto de inactivacion de cefotaxima podria ser
una opcién mejor los métodos tridimensional y Hodge, debido al Vitek y el método americano

(ambos utilizados como referencias) presentan similar fundamento.

Esta diferencia podria ser explicada debido a que ambas metodologias abordaron
diferentes tipos de bacterias, entre ellas la K. pneumoniae, E. coli y P. mirabilis, al haber
interactuado con una mayor diversidad de bacterias, se podria explicar porque hallaron una
sensibilidad menor en comparacion con nuestro método de inactivacion de cefotaxima, el cual
solo se centr6 en la bacteria Escherichia coli. Ademas, también hay que destacar que ambos
métodos presencian limitaciones en la deteccidn de Proteus mirabilis, esta bacteria suele evadir
los antibidticos impidiendo una adecuada identificacion, debido a su mecanismo de evasion
conocido como el fendmeno de enjambre, lo cual podria explicar una menor sensibilidad en

comparacion a nuestro método propuesto.

En Gltima instancia, el método de disco difusion es una técnica simple y conveniente. Sin
embargo, su aplicacion puede volverse complicada en el caso de cepas que, ademas de producir
BLEE, también pueden generar otras formas de resistencia, como el BLEE de tipo AmpC, lo que

hace mas dificil poder identificarlas.

En otro estudio realizado por Salazar, quien evalu6 en enterobacterias procedentes de
muestras de orina la presencia de BLEE, a través de una nueva forma de fenotipica de inactivar a
la cefotaxima y lo comparé también con el Vitek 2, mostré como resultados una S de 98,2 %, E
de 98,3 %, VPP de 96,5 % y VPN de 99,2 %.

La Sy E de este nuevo método propuesto fue ligeramente mayor al método propuesto por
Salazar. Asi mismo los VPP y VPN fueron ligeramente mejores. Esta diferencia puede deberse a

que en el estudio de Salazar present6 dos discrepancias; en la primera, Hubo dos casos en los que
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los resultados fueron positivos por el Vitek 2, pero reportados como negativos por la nueva
propuesta, lo que llevé a la conclusion de que los resultados positivos del Vitek 2 Compact fueron
incorrectos. Este fendmeno se debié a que el grupo de cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, asi como el disco de Aztreonam, no resultados afectadas por las BLEE, indicando la
presencia de una B-lactamasa tipo AmpC debido a la resistencia observada a Cefazolinza,
cefoxitina y Sulbactam. En otro de los casos, se detectd una discrepancia en la que el resultado fue
negativo en el Vitek 2, pero gener6 positividad por la nueva metodologia, concluyendo que este

altimo generd un resultado falso positivo en este caso particular.

Acosta et al. realizaron un estudio evaluando cuatro métodos para la deteccion de
enterobacterias productoras de BLEE, los cuales fueron los métodos de Kirby-Bauer para
ceftazidima y cefotaxima, concentracion minima inhibitoria (CMI) y prueba confirmatoria por
Vitek 2 y agar cromogénico para BLEE. Los resultados fueron comparados con un test

confirmatorio de BLEE segun la CLSI (método americano.)

Se obtuvo una S 'y E del 23 % y del 100 %, respectivamente, para el método de Kirby
Bauer para ceftazidima, mientras que para el método Kirby Bauer para cefotaxima se obtuvo una
S del 86 % y una E del 100 %. Para el método de CIM para ceftriaxona se obtuvo una S del 95 %
y una E del 99 %; mientras que para el CIM para aztreonam se obtuvo un 86 %y 99 % en Sy E
respectivamente. El Vitek ESBL obtuvo un 95 % de Sy 97 % de E, el agar cromogénico ChromID
ESBL un97 %enSyun99 %enE.

En general, tanto la S como la E de los métodos presentados por Acosta et al. fueron
similares a los obtenidos por el método de inactivacion de cefotaxima, a excepcion, de la S del
método de Kirby Bauer para ceftazidima. Esta diferencia puede ser porque los investigadores
utilizaron cepas aleatorias de Escherichia coli y de Klebsiella pneumoniae de personas

ambulatorias y pacientes hospitalizados.

La investigacion realizada por Jiménez et al. evalu6é una prueba rapida “in house” que
compararon con la metodologia automatizada denominada Microscan. Su intencion fue evaluar
una prueba rapida para detectar cefotaxima en las enterobacterias productoras de BLEE debido al
hidrolisis de este antibiotico, basado en el cambio de pH del rojo fenol. Esta prueba “in house”
reporté una S y E del 98% y 97%, respectivamente, y un VPN y VPP del 100% y 84%,
respectivamente. Resultados menores en comparacion con el método de inactivacién de

cefotaxima del presente estudio, y dado, que se han utilizado método de referencia con fundamentos
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similares, se demostraria que esta nueva propuesta de inactivacion seria una mejor alternativa para
los laboratorios.

El método de inactivacion de cefotaxima result6 ser un método en el aspecto
procedimental mas practico de realizar que los métodos mencionados en el estudio comparativo
gue expone Lezameta et al. y el propuesto por Salazar, ya que solamente hacemos uso de la cepa
pura aislada, sin necesidad de realizar una suspensién bacteriana o inactivacién empleando un
caldo de cultivo. Por otro lado, el método que proponemos emplea menos insumos y/o materiales
a diferencia de otros métodos, ya que Unicamente hacemos uso de un antibiético en especifico
para verificar su sensibilidad o resistencia, lo cual seria una manera de economizar para el

laboratorio que desee implementarlo.
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Conclusiones

La sensibilidad y especificidad fueron del 100% luego de ser comparados con la

metodologia de referencia.

Los valores predictivos tanto positivo como negativo fueron del 100% luego de ser

comparados con con la metodologia de referencia.

Se demostré que el nuevo protocolo de inactivacion mediante cefotaxima para detectar BLEE
en cepas de Escherichia coli fue eficaz al lograr una sensibilidad, especificidad y valores
predictivos del 100 %, luego de comparar los resultados con los emitidos por el Vitek 2

compact, ademas de ser beneficioso y de facil interpretacion.
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Recomendaciones

Evaluar el nuevo método utilizando otras cepas bacterianas diferentes a Escherichia coli y
con diferentes mecanismos de resistencia para saber si esta eficacia contindia como la mejor.

Verificar los resultados de identificacion de BLEE mediante el uso de controles, como en el
caso de control positivo a la cepa Escherichia coli PEED 2017 cepa N.° 2 productora de
BLEE CTX-M, asi como también, en el caso de un control negativo (E. coli - ATCC 25922)
que genera BLEE de tipo CTX-M.

Comparar el nuevo protocolo con la referencia sugerida por la CLSI, para verificar si esta

eficacia se mantiene también como la mejor.
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Anexo 1. Matriz de Consistencia

Problema Objetivos Hipotesis Variables Metodologia Poblacion y Muestra
General General: General Poblacion y Muestra
;Cual zera la eficaciade  Evaluar laeficaciadewn Dado que este Variable Tipo: Poblacion:
un nuevo meétodo de nuevo método de estadio fue denivel  principal: Basica Lz poblacion de estudio fue
inactivacion de cefotaxima  inactivacion de cefotaxima descriptivo, no de 392 wrocultivos positivos
en agar para la deteccion  en agarparaladeteccionds  ameritala
de betalactamasas de betzlactamasa: de espectro formulacion de
espectro extendido en extendido en cepas de hipdtesis.
cepas de Escherichia coli ~ Escherichia coli aizladas de
gisladas de urocultivos, urocultivos, Lima 2022
Lima 20227
Metodo utilizado
Especific E'specificos Especificos it de vl
05 g ) inactivacion SR
cefotaima Desaiptivo
- » @. - 3
;Cual zera la sensibilidad  Detenminar la sensibilidad Dado que este Dimensiones Diseno: Tecnicas e instrumentos
(%%) v especificidad (%99) de  (3¢) y especificidad (3¢) de estudio fue de nivel No expenmentzl Obzervacion del cuademo
un nuevo metodo de unz nueva metedologzia de dezcriptivo, no de microbiologia
inactivacion mediante inactivacion mediznte ameritz 12
cefotaxima en medio agar  cefotaximz en medio agar formulacion de
para la deteccion de para la deteccion de BLEE hipdtesis
BLEE encepasdeE. coli  encepa:d2 E. coli espacificas
provenientes de provenientss de wrocultivos
urocultivos del del laboratorio Biolab &
laboratorio Biolab & Innmumomed, Lima, 2022.
_Inmunomed, Lima, 20227

;Cuales seran los Detenminar los porcentajes No presenta, Instrumento: Fickas de
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meétodo de inactivacion inactivacion mediante compleja
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Anexo 3 Instrumento de recoleccion de datos

1. Codigo de 1a muestra:

2. Crecimiento de Escherichia coli alrededor del disco de CTX
Positivo |:|
Negati‘mD

3. Crecimiento de Escherichia coli alrededor del disco de FOX
Positivolj

Negativo'j

4. Método utilizado para la deteccion de BLEE

) Método automatizado de referencia — Vitek 2 compact
BLEE: [ Ipositivo [] Negativo

b) Meétodo nuevo propuesto

BLEE: [ ] positivo [] Negativo




Anexo 4. Célculo de tamafio de muestra

[1] Tamafios de muestra. Pruebas diagnosticas:

Datos:
Sensibilidad esperada: 90, 900%
Especificidad esperada: 90, 900%
MNivel de confianza: 95,0%
Resultados:
Precision (%) Tamano de la muestra
Enfermos| Mo enfermos Total

1,000 39 39 78




Anexo 5. Muestreo para el analisis respectivo de esta tesis

[1] Muestreo sistematico:

Datos:
Tipo de muestreo: Sistermatico regular
Tarmzfio de B poblacion: 392
Tarmafio de B muestra: 117

Resultados:

Intervalo de seleccion Arrangue aleatorio
3 3

Ndamero de los sujetos seleccionados:

3 B 9 12 15 18 21
24 27 30 33 36 39 42
45 48 a1 >4 37 &0 63
nlv 69 72 73 /8 81 84
87 a0 a3 06 99 102 105

108 111 114 117 120 123 126
129 132 135 138 141 144 147
150 153 156 159 1g2 165 168
171 174 177 180 183 186 189
192 195 198 201 204 207 210
213 216 219 222 225 228 231
234 237 240 243 246 249 2532
235 258 261 264 267 270 273
276 279 282 285 288 291 294
297 300 303 306 309 312 315
318 321 324 327 330 333 336
339 342 245 348 351 324 337
360 363 366 369 372 375 378
381 384 387 390
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