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INTRODUCCION

Klebsiella pneumoniae bacilo Gram negativo.

Su importancia se debe a la gran cantidad de factores de virulencia que
posee, genes de resistencia que le permiten evadir el mecanismo de accion
de los antibioticos.

Nuestro estudio se llevo a cabo en los meses de agosto a noviembre de
2013 donde evaluamos los hisopados rectales procedentes de pacientes
hospitalizados o que ingresaron por el servicio de urgencias al
C.H.Dr A AM.




ANTECEDENTES EL PROBLEMA

 Klebsiella no es un término nuevo en el campo cientifico, ya que
desde el siglo XIX se habla de ella.
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PATOGENIA

* Infectan  principalmente a  inmunocomprometidos vy
hospitalizados .

 EI género Klebsiella es el responsable del 8% de las
infecciones nosocomiales bacterianas en los Estados Unidos y
en Europa.




en cuatro categorias:
1.Bomba de expulsion o de eflujo.

| 2.Cambio en la permeabilidad de la
? membrana externa.

3.Alteracion en el sitio de accion.

' a.Betalactamasa
"~ ' b.Betalactamasa tipo AMPC
. [C.BLEE




CAUSA DEL PROBLEMA

« La presencia de KPC en Enterobacterias comenzaron a ser exploradas en
los ultimos afos.

« Su presencia en Enterobacterias es un factor independiente de mal
pronostico y que tiene asociada una mayor proporcion de fallas terapéuticas
e incremento de costos hospitalarios.

« Edwin Klebs plante6 en sus estudios que los organismos bacterianos del
género “Klebsiella” pueden liderar un amplio rango de estados infecciosos
COMO neumonia.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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OBJETIVOS

« Comparar el método Tripticasa y soya mas meropenem con el Método
CHROMagar KPC.

» Estimar prevalencia de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenemasas en
areas criticas.

 Determinar costo-beneficio.

» (Calcular sensibilidad y especificidad del método CHROMagar KPC, con
muestras de hisopados rectales procesados en el Laboratorio de Microbiologia
del C.H.Dr.A.A.M de agosto a noviembre 2013.

« Recomendar el método CHROMagar KPC para detectar KPC en muestras de
hisopados rectales.




DISENO
METODOLOGICO







* Hisopados rectales de sujetos de areas criticas como
sala de urgencias, transicion, cuidados intensivos y
observaciones.

 Muestras de hisopados rectales que no pertenezcan a

las areas criticas como sala de urgencias, cuidados
Intensivos, transicion y observaciones.

* No probabilistico.

muestreo




> Platos Petri CHROMagar KPC(Biosolutions).

» Tubos de vidrio con caldo de Tripticasa y
soja .

»Disco de Meropenem 10ug.

> Platos Petri con agar Mac Conkey.
»Incinerador.

> Hisopo esteéril con medio de transporte.
» Gabinete de Bioseguridad.

> Bolsas plasticas de Bioseguridad.

> Refrigerador 2-6°C.

» Pinzas metalicas.

> Asas metalicas.

> Gradillas.

» Guantes .

> Incubadora 35%2°C.

»Solucion Acuosa de NaCl 0.45% a 0.5%, pH
45a7.0.

»Densitometro.

> Micropipetas calibradas.

> Puntillas plasticas desechables.

» Tubos de poliestireno claro de 12x75 mm.
> Tarjetas de identificacion, Gram negativas
para equipo VITEK 2.

> Tarjetas de sensibilidad, equipo VITEK 2
AST-N058, AST-N249, AST-N174, AST-N250.
»Carruseles VITEK 2.

»Equipo VITEK 2 con Hardware y software
incluido.

> Discos de Acido borénico 10ug.

» Agar Muller Hilton.

> Solicitud de Cultivo.

> Etiquetas con cadigos y nombre del
paciente.

»Papel toalla.

» Marcador permanente

»Vortex.




PLAN DE PROCESAMIENTO Y RECOLECCION
DE DATOS

« Aun total de 186 muestras de hisopados rectales provenientes de areas
criticas.

» Se les realizaron las dos técnicas para la deteccion de KPC en Enterobacterias
enfocada a la deteccion de K. pneumoniae (KPC)

CHROMagar ﬂ

KPC METODO EN
CALDO DE TSB
_ CON MEROPENEM
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*Se usa para la deteccion de bacterias Gram
negativas, con una susceptibilidad reducida a la
mayoria de los agentes de carbapenéemicos.




INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN
CHROMAGAR KPC

Cepas Carbapenem

Apariencia tipica de Ia

colonia

Cepas Carbapenem

Escherichia coli

Rojo oscuro a Rojizo

Klebsiella spp.

Azul metalico

Enterobacter spp.

Azul metalico

Citrobacter spp.

Azul metalico

Pseudomonas spp.

Crema o traslicida

Cepas Carbapenem

Inhibidas

Cepas Gram positivas

Inhibida

Levaduras

Inhibidas en su mayoria




Colonia azul metalico

CRECIMIENTO EN CHROMAGAR

Colonias rojas Colonias cremas
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METODO EN CALDO DE TSB CON
MEROPENEM

* |dentificar pacientes colonizados con enterobacterias
resistentes a agentes carbapenémicos en el ftracto
intestinal. Los pacientes portadores de estos
microorganismos deben ser aislados de contactos para
prevenir la trasmision de estas bacterias resistentes.




PROCEDIMIENTO PARA EL CULTIVO DE HISOPADO
RECTAL EN TSB CON MEROPENEM

Colocar un disco de meropenem en caldo de tripticasa de soya (TSB).

Inocular el hisopo rectal en el caldo de cultivo e Incubar.

Observar el caldo TSB mas Meropenem y evaluar turbidez a las 24 y 48
nrees  horas. Pase unagar MacConkey. Incubar

Examinar el agar MacConkey en busqueda de colonias fermentadoras
Tercer dia de lactosa. Si el cultivo es puro realizar susceptibilidad a carbapenem

Lectura / interpretacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos

Cuarto dia




PROCESAMIENTO




Siembraen TSB +
Meropenem

TELRE
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Incubacion de Tripticasa y soja
+ meropenem y Platos con
CHROMagar KPC.

Crecimiento de
colonias mucosa

- » . Crecimiento de
Confirmacion con acido colonias azul metalico

boronico



PROTOCOLO PARA EL PROCESAMIENTO DE HISOPADOS RECTALES EN LA
SECCION DE MICROBIOLOGIA DEL C.H.Dr.A.A.M.

RECIBO DE MUESTRA

VERIFICACION DE DATOS DEMOGRAFICOS Y DATOS DE LA MUESTRA
SIEM BRA DE MUESTRA
(TRIPTICASA SOJA + MEROPENEM (24 h

de incubacion)

TURBIDEZ

PASE A MACKONKEY
24 H DE INCUBACION

INFORME FINAL
NEGATIVO

(24 HORAS)

NO /E'\ CRECQMIENTO = COLONIA
CRECIMIENTO i MEZCLADA (48H) INFORME

FINAL KPC
CONFIRMA
DA (6 DIAS)

INFORME FINAL |
NEGATIVO

COLONIA l
PURA AISLAMIENTO
' A
; IDENTIFICACION Y
IDENTIFICACION Y
SENSIBILIDAD

(48 HORAS)

SENSIBILIDAD (72H)

INFORME FINAL
NEGATIVO POR
KPC (72 HORAS)

INFORME FINAL
NEGATIVO PCRKPC

POSITIVO
A [SEHORAS)

TRIPTICASA SOJA + MEROPENEM

' -
e Y RESISTENCIA A | (96HORAS)
< ] CARBAPENEM

VERIFICACION DE DATOS DEMOGRAFICOS

A

SIEMBRA DEMUESTRAS

(PLATO DE CHROMOAGAR)

24 HORAS DE INCUBACION

v

|

NO PASE AMCKONKEY

CRECIMEENTO i g :
24 HORAS DE INCUBACION O

I.«

INFORME
FINAL

COLONIA FURA COLONIA

MEZCLADA

" L ———

e

RESISTENTE
CARBAPENEMS

NEGATIVO

N 4 g
SE REPORTA

L POSITIVO ALAS
CONACIDO 72 HORAS
EORONICO

METODO CHROMagar KPC







COMPARACION DEL AISLAMIENTO DE COLONIAS KPC EN
METODO CHROMAGAR KPCY TSB CON MEROPENEM

CROMagar KPC TSB + MEROPENEM

m KPC m Falsos Positivos Negativos ™ Total




SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS
METODOS UTILIZADOS EN LA DETECCION DE
KPC

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

T$B + Meropenem
/Ac. Boronico

CHROMagar KPC




COMPARACION ENTRE LAS TECNICAS
ESTUDIADAS

NEGATIVOS POSITIVOS

m TSB+Meropenem/Acido horénico m CHROMagar KPC




AREAS HOSPITALARIAS DE ALTO RIESGO PARA LA DISEMINACION DE KPC,
DONDE FUERON OBTENIDAS LAS MUESTRAS PROCESADAS DE AGOSTO -
NOVIEMBRE 2013.

URGENCIAS .C.l. OBSERVACION TRANSICION

W Hisopados Procesados  m KPC+ (%) Cultivos KPC+




ANALISIS COSTO - BENEFICIO

TSB + Meropenem CHROMagar
Mano de obra : :
0.96 ¢/min 0.74¢/min
(846.00 mensual)
Insumo para la toma de la
0.35¢ 0.35¢
muestra
Plato petri 0.18 ¢ 0.18 ¢
Reactivos
TSA 068¢ e
Discos 1.50 $ 1.00 %
MacConkey 0.68 ¢ 0.68 ¢
Muller Hilton 0.68 ¢ 0.68 ¢
CHROMagar | - 2.96
Total 5.03$ 6.59%







N

| método CHROMagar KPC posee propiedades

(e
Inhibitorias y selectivas, lo cual garantiza la seleccion de
las cepas de interés clinico. Con este método podemos
evaluar distintas especies de bacterias productoras de

carbapenemasas lo cual enriquece nuestro sistema de
vigilancia, ya que no solamente la K. pneumoniae

I posee estas enzimas. .




En ambos métodos es necesario realizar pruebas
confirmatorias antes de hacer el reporte final. Para ellos se
utiliza el VITEK 2 y el método de referencia de Acido

Boronico que es el método recomendado por la OPS.




Un aspecto importante al momento de introducir una
metodologia nueva es el factor costo beneficio. Para
evaluar este factor se consideraron aspectos necesarios
para la realizacion de ambas pruebas.




CONCLUSIONES

{

2 \

Demostramos el método CHROMagar KPC con el método TSB
mas meropenem, el primero demostrd ser mas rapido, sencillo,

eficiente y eficaz en la deteccion de KPC.

-
[

La prevalencia de KPC en las areas hospitalarias de alto
riesgo fue estimada, siendo Urgencia y Cuidados Intensivos
las mas probables para la diseminacion de KPC.

<

Estimamos el costo — beneficio siendo el método por TSB mas
meropenem mas econémico, en cuanto al método CHROMagar
KPC que resultd ser mas costoso, pero a largo plazo involucra una
disminucion de la estadia de los pacientes en el hospital.




ECOMEN

> 8

DACIONES

En la deteccion de KPC el tiempo
cobra un factor importante en la toma
de decisiones y en la prevencion de

la diseminacion de cepas resistentes.

Al implementar el CHROMagar KPC
se deberian utilizar diversos métodos
para el control de calidad, utilizando
cepas de referencia para controlar la
efectividad del medio.

La busqueda rigurosa de bacterias
multiresistentes requiere de técnicas
reproducibles, por tal razon es de gran
importancia establecer estandares de
calidad.

Promovemos la utilizacion del
meétodo de CHROMagar KPC en las
Instalaciones de salud, tomando en
cuenta las necesidades y los
requerimientos del laboratorio y del
centro de salud u hospital

Siendo estas la capacidad de inhibir
bacterias de la flora normal;
estandarizando el tiempo de lectura
para asi poder recuperar bacterias de
lento crecimiento.
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