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RESUMEN

Objetivo: Determinar el método mas eficiente para detectar el biofilm en enterobacterias
productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue. Método: Por el
nivel de investigacion es descriptiva. Por el nimero de mediciones es transversal. Por el
tiempo de ocurrencia es prospectivo. Se usé los datos recolectados por el programa Whonet
del Servicio de Microbiologia del Hospital Nacional Hipdlito Unanue y se analizé con el
software de Microsoft Excel. Resultado: Se analiz6 70 aislamientos de Enterobacterias
productoras de carbapenemasas. Los métodos por evaluar fueron el método en Tubo de
Safranina y el método Agar Rojo Congo frente al método en Placa de Microtitulacion. El
primero alcanz6 una sensibilidad de 97.3% y una especificidad de 45.5%. El segundo método
alcanzo una sensibilidad de 2.7% y una especificidad de 99.9%. Conclusion: Se observo que
el método en Tubo posee mayor sensibilidad y valor predictivo negativo que el método Agar
Rojo Congo, el cual posee mayor especificidad y valor predictivo positivo. Al calcular el
indice kappa para comparar la concordancia de los dos métodos con el patrén de oro, es decir
el método en Placa de Microtitulacién, se concluyé que el método en Tubo de safranina tiene
una mayor concordancia con el método patrén de oro alcanzando una concordancia

moderada.

Palabras claves: Enterobacteriaceae, biopeliculas, Enterobacteriaceae Resistentes a

los Carbapenémicos, Farmacorresistencia Microbiana
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ABSTRACT

Objective: To determine the most efficient method to detect biofilm in carbapenemase-
producing enterobacteria at the Hipdlito Unanue National Hospital. Method: By the level of
research it is descriptive. By the number of measurements it is transversal. By the time of
occurrence is prospective. The data collected by the Whonet program of the Microbiology
Service of the Hipdlito Unanue National Hospital were used and analyzed with Microsoft
Excel software. Results: Seventy isolates of carbapenemase-producing Enterobacteria were
analyzed. The methods to be evaluated were the Safranin Tube method and the Congo Red
Agar method compared to the Microtiter Plate method. The first achieved a sensitivity of
97.3% and a specificity of 45.5%. The second method achieved a sensitivity of 2.7% and a
specificity of 100.0%. Conclusion: It was observed that the Tube method has greater
sensitivity and negative predictive value than the Congo Red Agar method, which has greater
specificity and positive predictive value. When calculating the kappa index to compare the
concordance of the two methods with the gold standard, that is, the Microtiter Plate method,
it was concluded that the safranin tube method has a greater agreement with the gold standard

method reaching a moderate concordance.

Key words: Enterobacteriaceae, biofilms, Carbapenem-Resistant

Enterobacteriaceae, Drug Resistance Microbial



I INTRODUCCION

En el afio 2019, la OMS estudio las diez principales causas de defuncién. Siendo la
segunda causa, las enfermedades respiratorias incluyendo aqui las infecciosas; y como cuarta
causa las septicemias e infecciones neonatales. Todo ello nos supone a las infecciones
bacterianas un peligro para la salud humana.

Segin la OPS, estima que uno de cada veinte pacientes que entra a hospitalizacion
contrae una infecciéon. Estos patégenos generan altos costos de salud. Por ello los
profesionales de salud deben poseer conocimiento sobre estas enfermedades. En la
actualidad, las “superbacterias” son llamados asi a los patdogenos que presentan diversas
resistencias a casi todos los grupos de antimicrobianos.

La resistencia antimicrobiana por bacterias se ha convertido en un gran problema para
la salud publica en nuestro pais. La prevalencia de ésta aumento debido a la aparicién de los
nuevos mecanismos de resistencia antimicrobiana de dltima linea, en especial de las bacterias
del grupo Enterobacteriaceae, causantes de la mayoria de las infecciones hospitalarias.

La resistencia a carbapenémicos ha empezado a aparecer en nuestro pais, sin
embargo, este tema no ha sido muy abordado. Por ello es por lo que se necesita estudiar més
desde datos epidemioldgicos hasta métodos que ayuden y faciliten la deteccion de esta
resistencia.

La produccién de biofilm es un factor de virulencia, de las bacterias, que dificultaria
el tratamiento de las infecciones. Debido a esto, ahi radica su importancia de poder detectar si
presenta este factor. Este punto también es un tema no muy estudiado, lo que justifica realizar
mds estudios.

En el presente estudio, se realizé una comparacién de tres métodos para detectar el

biofilm en cepas del grupo Enterobacteriaceae que presenten mecanismo de resistencia



enzimatico a carbapenémicos.
1.1. Descripciéon y formulacion del problema

Las enfermedades infecciosas han sido un gran problema en la historia del hombre y
sobre todo en la salud de éste. Este tipo de enfermedades se puede dar por diferentes tipos de
agentes; ya sean virus, hongos, pardsitos o bacterias; todos estos grupos poseen algo en
comun: factores de virulencia, que son las caracteristicas que ayudan al crecimiento o
sobrevivencia durante la infeccion. Sin embargo, al grupo de las bacterias se le suma un
punto mds a favor: la resistencia bacteriana. Esta resistencia los vuelve inmunes a los
antimicrobianos. Desde 1929, la apariciéon de la penicilina, las bacterias han desarrollado
diversos mecanismos para evadir la accién de los antibidticos. Hoy en dia, estas dos
cuestiones son una gran preocupacion para el personal de salud. Las infecciones causadas por
agentes resistentes a los antibidticos son consideradas una infeccién emergente, ya que el
tratamiento es mds limitado y afecta a casi toda la poblaciéon mundial (Rocha-C. et al., 2015).

Las enterobacterias son un gran grupo de bacterias pertenecientes al grupo
Enterobacteriaceae. En pacientes hospitalizados e inmunosuprimidos, hay colonizacién de
este grupo de bacterias. El porcentaje de estos aislados resistentes a diversos antibidticos ha
crecido raudamente, de tal forma que casi todos los aislados hospitalarios y comunitarios son
ahora resistentes a los diferentes grupos de antibidticos. Diversos factores han permitido el
incremento de las infecciones de este grupo de bacterias, como: el uso de técnicas
diagnosticas y terapéuticas agresivas, el uso de fuertes inmunosupresores, el tiempo
prolongado que lleva dentro del nosocomio (Puerta y Mateos, 2010).

Un microorganismo patdgeno es capaz de producir dafio al organismo hospedero. La
medida cuantitativa de este dafo producido se llama virulencia y es medida por la cantidad
necesaria para causar dafio. El microorganismo debe superar las defensas del hospedero, para

ello usa mecanismos, dependiendo de qué tan eficientes son estos mecanismos se considerara
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poco o muy virulenta. Con el tiempo, las bacterias han evolucionado, obteniendo
caracteristicas que le ayuden a: invadir al hospedero, producir receptores para la adhesion,
completar la colonizacién, evadir el sistema inmune, y por ultimo causa dafio para obtener
nutrientes para su crecimiento y reproduccion (Cardenas-Perea et al., 2014).

La resistencia antimicrobiana es la cualidad que tienen las bacterias de superar el
efecto inhibitorio o letal del antibidtico. Al usar los antibidticos en infecciones no bacterianas
y el uso deficiente ayudan a la selecciéon de los microorganismos, los mas resistentes
sobreviven y estos se multiplican. Los betalactimicos son un grupo de antibidticos mads
usados en la clinica. Este grupo de antibidticos inhibe la pared celular bacteriana. Se puede
clasificar en: penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos, carbapenémicos. Estos ultimos
son de amplio espectro, tienen mayor actividad y resistencia a betalactamasas. Los
carbapenémicos son la ultima linea de defensa de los Gram negativos. Sin embargo, los
ultimos afios se ha visto enterobacterias resistentes a betalactamicos (De Zaro Alcala, s.f.).

Los biofilms estdn asociados a una gran cantidad de infecciones persistentes y
cronicas que afectan a diferentes dreas de la salud. Agregando a esto se suma los altos costos
que generan a los sistemas de salud y a los pacientes al afio, ya que son dificiles de tratar con
la antibioticoterapia convencional, esto genera altas tasas de mortalidad y morbilidad (Ortega
y Hernéndez, 2018).

1.1.1. Formulacion del problema
Pregunta general:

(Cuadl es el método mads eficiente para detectar biofilm en enterobacterias productoras

de carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipélito Unanue?
Preguntas especificas:
(Qué enterobacterias productoras de carbapenemasas forman biofilm por el método

de placa de microtitulacién en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue?
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(Coémo es la produccién de biofilm del método en Tubo frente al método en Placa de
Microtitulacién en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue?
(Cémo es la produccion de biofilm del método en agar rojo Congo frente al método
en Placa de Microtitulacién en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue?
(Qué concordancia tiene el método en Tubo y agar rojo Congo frente al método en
Placa de Microtitulacién para la formacion de biofilm en enterobacterias productoras de
carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue?
1.2. Antecedentes
1.2.1. Nacionales
Hurtado & Casablanca (2018) tuvieron como objetivo determinar la relacién entre la
formacion de biofilm y la produccién de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia
coli aislados de cultivos de orina en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue en el afio 2018.
Realizaron un estudio cuantitativo, observacional, retrospectivo, transversal; usando 190
aislamientos bacterianos de E.coli en urocultivos. Se hizo la determinacion de betalactamasas
de espectro extendido y también la determinacién de biofilm mediante el método en placa de
Microtitulacion. Resultados: De los 190 aislamientos, el 48.9% (93) eran productores de
betalactamasas de espectro extendido y el 51.1% (97) no lo eran. El 73.2% (139) eran
formadores de biofilm, mientras que el 26.8% (51) no lo eran. Se demostré que existe
asociacion significativa entre estas variables.
1.2.2. Internacionales
Ferndndez (2019) en este trabajo la autora propone dos novedosos métodos para el
tratamiento y prevencion de: bacteriemia relacionada al catéter y la neumonia asociada a
ventilaciéon mecdnica. Agregando consigo informacion sobre la P.aeruginosa en la neumonia
asociada a la ventilacién mecdanica. Todo ello permite conocer nuevos conceptos de

diagndstico. Para ambos casos se usaron terapias: método de sellado de catéter, y la terapia de
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cierre del tubo endotraqueal, respectivamente, los cuales dieron excelentes resultados.
Pudiendo asi comprobar su eficacia en estos problemas intrahospitalarios.

Garcia et al. (2019) tiene como objetivo establecer la relacion entre la resistencia a
meticilina de cepas de S.aureus y Staphylococcus coagulasa negativa con la formacién de
biofilm. Es un trabajo de tipo experimental. Se usé el cefoxitin y la presencia del gen mecA
para determinar la resistencia y para la formacién de biofilm se usé el método en Tubo,
siendo todos formadores de biofilm. Como conclusién, se vio que la resistencia a meticilina y
la formacion de biofilm son caracteristicas independientes.

Roy et al. (2018) este estudio tiene como objetivo demostrar diferentes modelos y
métodos para la cuantificacién de biofilm y la elaboracién de diversas moléculas para la
erradicacion de biofilm con potencia maxima a ciertas concentraciones, sin presentar efectos
adversos en el huésped. Concluyendo que, con mds estudios, estas moléculas pueden ser
utilizadas para tratar infecciones asociadas a biofilms.

Ortega & Herndndez (2018) esta revision tiene como objetivo mostrar informacion
sobre el biofilm ya sea su origen, funcionamiento, biosintesis, su relacién con las infecciones
cronicas, diagndstico y tratamientos antimicrobianos que existen actualmente. Realizaron un
estudio descriptivo y consolidaron diversos trabajos de investigacion. En estos trabajos se
demuestra que han desarrollado métodos para inhibir tanto in vifro como in vivo, no obstante,
han fracasado al llevarlo a la clinica. Por ello, con todo este conocimiento, deben
desarrollarse nuevos métodos de deteccién y tratamientos para desarrollar conocimientos.

Salinas et al. (2017) este trabajo tuvo como objetivo analizar la capacidad de
formacion de biofilm, mediante el ensayo in vitro en Placa de Microtitulacion, de cepas de S.
aureus. Se llevd a cabo un estudio descriptivo de corte transverso. Se usaron cepas que
causaron infecciones de piel y partes blandas e invasivas en nifios en el 2012. La prueba in

vitro fue exitosa, por lo tanto, se pudo clasificar las cepas en 3 grupos dependiendo de la
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formacion de biofilm. Resultado: El 100% fue formador de biofilm clasificando en formador
moderado. Esto es importante ya que la deteccion de esta capacidad permite usar otras
estrategias debido a que el tratamiento antimicrobiano no llega a ser eficaz en la mayoria de
los casos.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Comparar el método mds eficiente para detectar biofilm en enterobacterias
productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue.
1.3.2. Objetivos especificos

a) Determinar la produccién de biofilm de enterobacterias productoras de
carbapenemasas por el método en Placa de microtitulacion en el Hospital Nacional Hipdlito
Unanue.

b) Establecer la producciéon de biofilm de enterobacterias productoras de
carbapenemasas por el método en Tubo frente al método en Placa de Microtitulacién en el
Hospital Nacional Hipdélito Unanue.

c) Examinar la produccion de biofilm de enterobacterias productoras de
carbapenemasas por el método en agar rojo Congo frente al método en Placa de
Microtitulacion en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

d) Evaluar la concordancia del método en Tubo y agar Rojo Congo frente al
método en placa de microtitulacién para la formacién de biofilm en enterobacterias
productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

1.4. Justificacion

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo la evaluacién de tres métodos

para deteccion de biofilm: en Tubo, agar rojo Congo, método en placa de Microtitulacién; en

enterobacterias productoras de carbapenemasas. En nuestro pais no existen muchos trabajos
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relacionados a las cepas a tratar, es por ello por lo que se trabaja para poder ampliar el
conocimiento sobre este grupo, aislado en el HNHU, institucién que tiene gran prevalencia de
bacterias productoras de carbapenemasas. Esta ultima variable, es un gran problema no solo
en la institucién, sino en la poblacién ya que la diseminacion de estas es muy rapida.

Una gran problematica en el tratamiento de los pacientes, al no tener otro grupo de
antibidticos que puedan ser eficaces contra estas. Otra cuestion para tratar es la formacion de
biofilm, sumandole esto a la resistencia contra las carbapenemasas, se podria decir que estas
cepas se vuelven invulnerables a todo ello. La existencia de diversos métodos de deteccion
del biofilm, si bien son de gran ayuda en el laboratorio, es necesario saber cudl de todos es el
mads efectivo para cada determinado aislamiento, y asi poder dar el mejor tratamiento. De
todos los métodos se debe conseguir cudl de ellos es el mas eficiente, rapido y barato.

Se tiene como finalidad buscar el método més eficiente, para evitar encontrar errores
en el resultado; el mas rapido, porque cada segundo es importante y crucial en la salud de los
pacientes; y el mds barato, porque en nuestro contexto y en algunos otros paises, se presenta
escasez en los recursos para el sector salud.

Este trabajo de investigacién nos aportard gran conocimiento sobre enterobacterias,
carbapenemasas y biofilm.

1.5. Hipdtesis

Al ser un estudio descriptivo no lleva hipétesis.
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II. MARCO TEORICO
2.1. Bases Teoricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae estd formado por un gran grupo de bacterias
gramnegativas de forma de bacilos. Este grupo es el que tiene mds aislamientos bacterianos
en muestras clinicas. Tiene una distribucion en la naturaleza muy amplia, se puede encontrar
desde el suelo, aguas, plantas, hasta en el tubo digestivo de animales y plantas, como lo
describe su mismo nombre (Winn et al., 2007).

Antes de que aparezcan los tratamientos como los antibidticos o quimioterapia, estas
infecciones ya estaban bien definidas; asi como los sindromes diarreicos y disentéricos, fiebre
se sospecharia de especies de Salmonella o Shigella; neumonia con esputo color rojo ladrillo,
de Klebsiella pneumoniae; y asi varios agentes de heridas traumdticas o incisiones
quirtrgicas contaminadas (Winn et al., 2007).

Por ello, este grupo puede ser encontrado en cualquier tipo de infecciones y ser
recuperado en el laboratorio de cualquier tipo de muestra. Las personas
inmunocomprometidas o debilitados son mds féciles de adquirir estas infecciones en el
hospital, por contaminacién de agentes del mismo ambiente o por procesos invasivos (Puerta
y Mateos, 2010).

2.1.1.1. Caracteristicas. Son bacterias aerobias, pero pueden crecer en anaerobiosis
(anaerobios facultativos). No forman esporas. La mayoria reducen nitratos a nitritos. No
licuan el alginato. Fermentan la glucosa formando acido, produciendo o no gas. Son oxidasa
negativa, excepto la Plesiomonas. Producen catalasa. Su crecimiento no se ve favorecido por
la presencia de NaCl. Casi todos son mdviles (Puerta y Mateos, 2010).

2.1.1.2. Epidemiologia. La gran parte se aisla del hombre o animales, con la opcién

de ser microbiota o transitorias en todo el organismo. Abundantes en la naturaleza, prefieren
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ambientes hiumedos. En el intestino humano, conforman la microbiota aerébica, degradando
alimentos y produciendo gas debido a la fermentacion. Siendo la E.coli el agente mds
constituyente de esta microbiota. En ocasiones, estas infecciones pueden volverse
patogénicos como oportunistas en infecciones urinarias, septicemias, pulmonias, entre otras
(Winn et al., 2007).

A inicios de los afos 2000, Grecia y Estados Unidos fueron los primeros paises en
notificar cepas de enterobacterias productoras de carbapenemasas. A partir de ahi, se
extendieron a varios paises. Klebsiella pneumoniae es la enterobacteria productora de
carbapenemasa aislada més frecuente. Existen dos dificultades de este grupo de gérmenes, la
alta mortalidad que suponen estas bacterias y las limitadas opciones terapéuticas que
poseemos (Antequera et al., 2020).

2.1.1.3. Estructura. Microorganismos de morfologia gran positiva como bacilo, de 1-
3 um de largo y 0,5 um de ancho. La capa interna o membrana citoplasmdtica estd formada
por una bicapa lipidica que regula la entrada de metabolitos, macromoléculas y nutrientes.
Otra estructura contigua es el espacio periplasmético, que contiene enzimas. Al borde externo
se encuentra una monocapa de peptidoglucano. La membrana externa consiste en otra doble
capa fosfolipidica conteniendo lipopolisacdridos, lipoproteinas, proteinas porinas
multiméricas y otras proteinas. Entre estas ultimas proteinas se extienden hasta el exterior
formando: flagelos, fimbrias y pili sexual (Winn et al., 2007).

2.1.1.4. Patoégenos Especificos.

A. Escherichia coli. Es el microorganismo més estudiado. La mayoria son méviles y
también la mayoria fermentan la lactosa. Producen indol a partir del triptéfano. Existen
diversas variantes de la E.coli entre ellas tenemos: E.coli enterotoxigénico (ECET), E.coli
enteropatdogeno (ECEP), E.coli enterohemorragico (ECEH), E.coli enteroinvasiva (ECEI) y

E.coli enteroagregativo (Puerta y Mateos, 2010).
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Es el m4s comin en sepsis gramnegativa y en shocks producidas por endotoxinas;
otras formas mds comunes son infecciones del tracto urinario y de heridas, neumonia en
hospitalizados y meningitis en neonatos (Winn et al., 2007).

B. Klebsiella. Fermentan la lactosa, su crecimiento en placas es mucoide debido a la
produccién de una capsula de polisacaridos, todas las especies son inmdviles. Usan el citrato
como Unica fuente de carbono. Klebsiella oxytoca es la inica indol- positivo. Puede causar
neumonia o ITU, aunque mayormente se adquiere en el hospital, también lo pueden adquirir
personas debilitadas. Ocupa el segundo lugar en incidencia de bacteriemia de gramnegativos
(Puerta y Mateos, 2010).

C. Salmonella. Poseen antigeno somaético, flagelar y capsular. Engloban més de 2200
serotipos clasificados en grupos y serotipos. Se puede llegar a observar cémo diferentes
cuadros: portador asintomdtico, gastroenteritis aguda, bacteriemia, infecciones focales y
fiebre tifoidea. Son anaerobias facultativas y mdviles, oxidasa negativa y la mayoria son
lactosa y sacarosa negativa (Winn et al., 2007).

D. Enterobacter. Anteriormente agrupados en el grupo Klebsiella- Aerobacter; sin
embargo, los Enterobacter son méviles y con una capsula menor. Principalmente colonizan a
hospitalizados. También asociados en quemaduras de heridas, tracto urinario y vias
respiratorias (Puerta y Mateos, 2010).

E. Serratia. Producen tres enzimas hidroliticas: gelatinasa, lipasa y DNasa. Posee
resistencia a cefalotina y colistina. La Serratia marcensens es la mas comun de este grupo, la
cual se asocia con neumonias y septicemias (Winn et al., 2007).

F. Hafnia. Considerado anteriormente del género Enterobacter, son bacterias
moviles. Relacionado a infecciones nosocomiales, con una sensibilidad similar a
Enterobacter (Puerta y Mateos, 2010).

G. Citrobacter. Este género presenta once especies. No tiene actividad de lisina
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descarboxilasa, ni hidrolisis de ONPG. Se han aislado en muestras de orina y respiratorias.
Ocasionan meningitis y abscesos cerebrales (Winn et al., 2007).

H. Yersinia. Microorganismos patégenos, zoonosis en animales como roedores,
cerdos y aves, el hombre es un huésped accidental. Yersinia pestis crece en diferentes medios
de cultivo, no fermenta la lactosa, y es el agente causante de la peste. Yersinia enterocolitica
causa infrecuente de diarrea, pacientes con esta septicemia tienen una mortalidad muy alta
(50%) a pesar de recibir tratamiento (Puerta y Mateos, 2010).

L. Proteus, Providencia, Morganella. Bioquimicamente presenta desaminacién de
lisina. Estos géneros se pueden encontrar en suelos, agua y dreas contaminadas por materia
fecal. Causantes de infecciones urinarias y de heridas. El género Proteus se caracteriza por la
produccién de H2F (Winn et al., 2007).

J. Shigella. Causante de la disenteria bacilar. Cuadro similar al de E.coli
enterohemorrdgico, por la toxina. Origen por la contaminacion de vegetales. Se diagnostica
por medio del coprocultivo. Y como tratamiento se da rehidratacion y antibioticoterapia
(Puerta y Mateos, 2010).

K. Otros Géneros. Edwarsiella tarda, de importancia médica. Reservorio en reptiles y
peces de agua dulce. Plesiomona shigelloides, se ha asociado con diarreas hasta infecciones
intraintestinales. La mayoria son resistentes a las penicilinas. Eginwella americana, es un
patégeno primario de vegetales y saprofito del hombre (Winn et al., 2007).

2.1.2. Antimicrobianos

Los antimicrobianos son sustancias quimicas producidas en forma sintética o por
microorganismos, con capacidad de inhibir o matar microorganismos. Estos pueden ser
clasificados por su estructura quimica y mecanismo de accién (Rossi y Andreazzi, 2006).

2.1.2.1. Principales mecanismos de accion de los antimicrobianos

A. Efectos sobre la sintesis de la Pared Celular (Betalactamicos, Carbapenémicos y
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Glicopéptidos). La sintesis de la pared celular es una reaccién catalizadora por enzimas
especificas. También participan proteinas reguladoras, llamadas proteinas de liga de la
penicilina (PBPs). La pared celular mantiene la presion osmética de la bacteria. El antibidtico
inhibe la sintesis de los mucopeptidos evitando la formacién del uridinfosfato, precursor del
acido N- acetilmuramico. Actda y liga a las PBPs en la membrana, enzimas autoliticas se
liberan y degradan la pared ocurriendo asi la muerte bacteriana (Ferndndez-Urday et al.,
2015).

B. Inhibicion de la Sintesis Proteica (Macrolidos, Aminoglucésidos, Lincosamidas,
Tetraciclinas, Oxazolidinona, Estreptogramina). Este grupo penetra la membrana por medio
de canales proteicos, interactian con objetivos especificos en el ribosoma, interfiriendo en la
sintesis proteica, ocasionando un efecto bacteriostatico (Rossi y Andreazzi, 2006).

C. Efectos sobre la Estructura y Funcion de la Membrana Celular (Polimixina).
Cuando el antimicrobiano llega a 1a membrana se inserta y produce una abertura entre la capa
lipidica y las proteinas, llevando asi a la ruptura de la membrana. (Fernandez-Urday et al.,
2015).

D. Interferencia en la Sintesis del Acido Nucleico (Quinolonas). Inhiben la sintesis
del 4cido nucleico por liga al ARN polimerasa o inhibicién del ADN girasa, provocando el
efecto bactericida (Rossi y Andreazzi, 2006).

E. Actividad Antimetabdlica o Competitividad Antagénica (Inhibidores del Acido
Folico). Las sulfonamidas como agentes quimioterdpicos son el claro ejemplo de este
mecanismo. Este mecanismo llevo a plantear la teoria de los antimetabolitos, la cual fue
tomada en diversas dreas como la nutricidn, regulacién hormonal y farmacologia (Ferndndez-
Urday et al., 2015).

2.1.2.2. Principales mecanismos de resistencia de las bacterias

A. Inactivacion enzimdtica. La mas frecuente. Algunas bacterias producen enzimas
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que neutralizan la droga o sus efectos antimicrobianos (Rossi y Andreazzi, 2006).

B. Alteracion de la Permeabilidad de la Membrana. La alteracion en la expresion de
las porinas altera el ingreso y la consecuente accién de algunos antimicrobianos (Rossi y
Andreazzi, 20006).

C. Mutacion de genes de resistencia. Estos genes o sus represores pueden ser
activados o inactivados por la migracion de secuencias de insercion (Ferndndez-Urday et al.,
2015).

D. Eflujo Activo de Antibioticos. Capacidad de expulsar activamente los antibiéticos
para afuera de la célula, dando una concentracién inadecuada del antimicrobiano y asi una
accion no efectiva (Rossi y Andreazzi, 2000).

E. Alteracion del Sitio de Ligacion del Antibiotico. Los antibidticos se ligan a sitios
especificos en la bacteria, pero si este sitio fuese alterado, no se completaria la ligacién y por
ello el antimicrobiano seria ineficiente contra la bacteria (Rossi y Andreazzi, 2006).

2.1.3. Carbapenémicos

La obtencién de la tienamicina inicio el desarrollo de los carbapenémicos. Sin
embargo, su accion antibacteriana no era muy estable es por ello que se tuvo que desarrollar
la N-formimidoil tienamicina o imipenem. A pesar de ello la enzima dehidropeptidasa I renal
inactivaba su accién, al ver esto se le incluyo un inhibidor de esta enzima.
Imipenem/cilastatina fue el primer carbapenem en ser aprobado su uso. Siguiéndole asi
meropenem, ertapenem, y doripenem (Martinez et al., 2010).

Son los antimicrobianos mds efectivos contra los gram negativos y gram positivos.
Son menos vulnerables a casi todos los mecanismos de resistencia a los betalactdmicos. Se
puede decir que son la dltima esperanza mds confiable para enfrentar las infecciones y son
mads seguros que las polimixinas, de tltima linea, como el colistin, que traen consigo efectos

adversos (Sacsaquispe y Bailén, 2017).
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El anillo del carbapenem estd formado por la condensacion de un anillo betalactamico
y uno pirrolinidico de cinco miembros (pen). Posee en posicion 1 un dtomo de carbono
(carba) y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-em). Los distintos tipos de carbapenémicos son
producto de sustituciones en posicion 1 y 2. Inhiben la sintesis de la pared celular mediante
una transpeptidacion uniéndose a residuos de serina de peptidasas ubicadas en las PBPs. La
pared celular se debilita y la bacteria se lisa, debido a eso la mayoria son bactericidas
(Martinez et al., 2010).

La resistencia que se desarrolla con este grupo de antimicrobianos es poco frecuente,
sin embargo, se da en mayor frecuencia en brotes hospitalarios. Esta resistencia se puede
deberse a diversas razones como: alteraciones en la permeabilidad, por eflujo activo,
inactivaciéon de betalactamasas (carbapenemasas) o por modificaciones de las dianas
(Martinez et al., 2010).

Las Enterobacterias resistentes a los carbapenémicos son una problemadtica a nivel
mundial de gran importancia en la salud puiblica. Son multidrogo resistentes, por ello dificulta
el tratamiento. Se podria entender que el uso indiscrimado de estos antimicrobianos facilita
esta resistencia (Sacsaquispe y Bailén, 2017).

Los carbapenémicos tienen un amplio espectro de actividad, gran capacidad de
penetracion en la pared celular en los gramnegativos, y la alta afinidad por las PBP esenciales
y la alta resistencia a muchas betalactamasas tanto de grampositivos y gramnegativos
(Martinez et al., 2010).

2.1.3.1. Técnicas para Deteccion de Carbapenemasas. Entre los diferentes métodos
que existen tenemos las convencionales como lo es el antibiograma, valorando los halos de
inhibicién que se formen. También tenemos la dilucién en agar, micro y macrodilucion, tiras
con gradiente de antibidtico. Cabe destacar que también existen métodos moleculares, los

cuales dan resultados mds rdpidos, y también microarrays, técnicas inmunocromatograficas,
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técnicas colorimétricas, nefelometria, citometria de flujo, quimioluminiscencia y
bioluminiscencia, espectrometria de masas, microfluidos y método de lisis bacteriana (March,
2017).

El Test de Hodge modificado permite la detecciéon de produccién de carbapenemasas,
sin embargo, posee baja especificidad debido a la falsa identificacién de hiperproductores de
AmpC y baja sensibilidad porque detecta débilmente los productores de NDM. Su
importancia radica en la deteccion de productores de KPC y de OXA 48. El Test de
inhibicién de 4cido borénico es especifico para detectar KPC en K. pneumoniae usando el
imipenem o meropenem (Cercenado, 2015).

La inhibicién por EDTA, se usa para detectar fenotipicamente metalo beta lactamasas,
usando el disco de EDTA por el método de triple disco. En una placa de Mueller Hinton
inoculado con la cepa problema, se coloca un disco con un agente quelante frente a un disco
de imipenem y otro de meropenem, se tomard como positivo si se ve un aumento en el halo o
si se forma sinergia entre los carbapenémicos y el agente quelante (Nicola et al., 2012).

El E Test MBL permite detectar productores de metalo betalactamasas con base en la
inhibicién de la actividad MBL por EDTA, ttil para detectar alta resistencia a imipenem. Las
tiras contienen concentraciones de imipenem en un extremo, y en el otro imipenem con
EDTA. Esta quela los iones de zinc que usan las MBLs para catalizar la hidrdlisis de
imipenem y meropenem, inhibiendo asi la actividad de las MBLs (Bora et al., 2014).

La inhibicién por 4cido fenil borénico (APB) es usado para detectar carbapenemasas
de clase A. Limitado para especies productoras de AmpC, por la accién del 4cido borénico.
La cloxacilina inhibe la actividad de las cefalosporinas, es por ello por lo que se combina con
el APB para diferenciar cepas que producen carbapenemasa de clase a y las que producen
AmpC (Reyes-Chacoén et al., 2017).

El método de inactivacion de carbapenémicos fue desarrollado para detectar la
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actividad carbapenemasa en bacilos gram negativos. Este método tiene alta concordancia con
métodos de PCR para deteccion de genes que codifican carbapenemasas. Se toma una asada
de 10 uL de la cepa problema cultivada en agar MH y se re suspende en 400 uL de agua
destilada, agregando dentro un disco de Meropenem 10 ug y se incuba 2 horas a 35°C. Luego
se saca el disco y se coloca en una placa de MH previamente sembrada una cepa de E.coli
ATCC 25922 a una turbidez de 0.5 Mc Farland. Si se forma un halo el resultado seria
negativo (Reyes-Chacon et al., 2017).

2.1.4. Biofilm

Llamado asi a las comunidades de bacterias adheridos a una superficie inerte o un
tejido, crecen rodeados de una matriz extracelular de exopolisacéridos. Esta comunidad estd
unida irreversiblemente en la superficie, mostrando una alteracion del fenotipo con respecto a
su crecimiento y trascripcion genética. El crecimiento de biofilm es el tipo de crecimiento
natural que tienen las bacterias en la naturaleza. Esta capacidad de producir biofilm no esta
restringida para algin grupo de microorganismo, en condiciones ambientales la mayoria lo
pueden formar (Lasa et al., 2005).

Son formaciones supracelulares que surgen con la finalidad de sobrevivir dotdndolos
de resistencia mecdnica, al sistema inmunitario y a los antimicrobianos. Comtnmente los
laboratorios estudian los biofilms de forma planctdnica, estos al liberarse obtienen una nueva
forma con diferentes caracteristicas, cuyos datos de sensibilidad difieren del anterior estado
(Macia et al., 2018).

2.1.4.1. Estructura del biofilm. Con ayuda de un microscopio laser cofocal de
barrido se pudo observar un biofilm in vivo. Se podia pensar que el mayor porcentaje del
biofilm lo ocupan los microorganismos, pero la realidad no es asi, estos solo ocupan el 2-5%.
Los principales componentes se encuentran en la matriz extracelular los cuales son: agua

(>97%), microorganismos (2-5%), polisacéaridos (1-2%), proteinas (<1-2%), ADN y ARN
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(<1-2%), todo ello depende de la especie y de los factores del ambiente (Ferndndez, 2019).
2.1.4.2. Factores que intervienen en la formacion del biofilm. La formacion del
biofilm estd determinada por ciertos factores:

A. Superficie. La colonizacién se beneficia por una superficie rugosa y si el drea de
superficie es mayor. Muchos investigadores encontraron que la adhesién microbiana es mas
rapida en las superficies hidr6fobas.

B. Especies bacterianas. La capacidad de colonizar diversas superficies depende de la
versatilidad metabdlica y su plasticidad genotipica de las especies. Presencia de fimbrias y la
produccién de exopolisacdridos ayudan en la adhesion.

C. Factores medioambientales. Caracteristicas en el medio acuoso como el ph,
cantidad de nutrientes, cargas i0nicas, temperatura y fluidez. En algunos estudios se observo
que el incremento de cationes afecta la adhesion de algunas bacterias a algunas superficies,
pues este aumento reduce las fuerzas repulsivas entre la bacteria y la superficie (Zambrano y
Suérez, 2006).

2.1.4.3. Fases de formacion del biofilm.

A. Adsorcion de moléculas del huésped y bacterias a la superficie. Casi siempre, las
superficies expuestas absorben moléculas que acondicionan la adhesiéon de bacterias
formando una pelicula. Los metabolitos y enzimas de la bacteria se unen y acondicionan la
adherencia. La formacion de esta pelicula es importante ya que altera la energia superficial,
esta pelicula da sitios de anclaje para la adherencia de las bacterias, facilitando asi la
colonizacién. Algunas bacterias no tienen la capacidad de adherencia es por ello que esta
pelicula es esencial (Zambrano y Sudrez, 2006).

B. Adhesion bacteriana primaria. Se da por la interaccion entre la superficie y la
célula plancténica. Esta fase es reversible. La bacteria se une ya sea por flujo, quimiotaxis o

por su movilidad. Una vez que las bacterias estén cerca se da la unién para ello depende de la



25

suma de las fuerzas de union y repulsion (Zambrano y Sudrez, 2006).

C. Adhesion bacteriana secundaria. Luego de la uniéon de bacterias se da paso a la
formacion del exopolisacdrido, este se une con la superficie por ligandos especificos
localizados en pilis, fimbrias y fibrillas. Esta fase es irreversible, la bacteria queda
firmemente unida. Aqui las bacterias se pueden unir con otras similares (co- agregacién) o
con especies diferentes (co- adhesion) (Zambrano y Sudrez, 20006).

D. Maduracion del biofilm. La densidad y complejidad del biofilm empieza a crecer,
debido al aumento de las bacterias. Los componentes extracelulares reaccionan con la materia
orgdnica e inorganica creando asi el glicocalix. El crecimiento del biofilm depende mucho del
acceso de los nutrientes, su difusién, la eliminacién de sus desechos (Zambrano y Sudrez,
2006).

E. Desprendimiento activo. En esta fase, las capas mas externas producen células
plancténicas activas y con la capacidad de dividirse, las cuales pueden seguir colonizando
otras superficies. Se da por dos mecanismos: erosion y migracién (Zambrano y Sudrez, 2000).

2.1.44. Quorum Sensing. Llamado asi a la sefializacion que liberan los
microorganismos al producir moléculas que regulan la densidad de la poblacién de bacterias.
Adecuan la expresion de genes a la situacion externa. El quorum sensing regula los genes
mediante la secrecion y deteccion de sefiales quimicas llamadas autoinductores. Cuando estos
alcanzan un valor determinado, se disparan los genes de funcién cooperativa y favorece la
adaptacion al entorno (Ramirez-Mata et al., 2014).

2.1.4.5. Biofilm En El Organismo Humano. Segun el Instituto Nacional de Salud de
EE. UU, el 60% de las infecciones microbianas son causadas por biofilms. La infeccién que
causa un biofilm es detectada en pleno tratamiento. En el cual no se conoce el agente causal
es por ello por lo que es dificil su erradicacion. El biofilm es la causa mds comin en

infecciones del tracto urinario, otitis media, endocarditis de valvulas mitrales e infecciones
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pulmonares. Actualmente se han desarrollado materiales que pueden ser implantados en el
organismo sin dar reaccion adversa, como, por ejemplo: implantes de cadera, de valvulas
cardiacas, marcapasos, catéteres; a pesar de estas novedades, estas no se libran de ser un buen
nicho para la formacién de biofilm (Zambrano y Sudrez, 2006).

Mediante un tratamiento antimicrobiano hacia el biofilm formado, se estima que se
reduce la carga microbiana incluso hasta los sintomas. No ocurriria esto con infecciones
asociadas a biofilm o pacientes inmunocomprometidos, estas células que sobrevivirian
colonizarian otras zonas y producirian otras infecciones. También estos tratamientos pueden
generar resistencias y mutaciones ocasionando asi mayor supervivencia de estos
microrganismos (Paraje, 2018).

Davies y Hoyle et al, plantearon que una bacteria plancténica es fenotipicamente
diferente a una dentro de un biofilm, debido a su actividad metabdlica, propiedades de
adhesion y susceptibilidad. La proteccion contra varios antimicrobianos se puede dar por dos
mecanismos: produccion excesiva de exopolisacdridos y disminucién en la velocidad de
crecimiento bacteriano, por lo tanto, queda con un metabolismo lento. Algunas bacterias
desarrollan una resistencia a antimicrobianos a nivel genético o también por transferencia por
plasmidos (Zambrano y Suérez, 2006).

2.1.4.6. Métodos para deteccion de formacion de biofilm in vitro. En el laboratorio
de microbiologia, existen 2 tipos de pruebas para la deteccién de biofilm: cualitativas (en
Tubo y en placa con agar Rojo Congo) y cuantitativas (método en Placa de Cultivo de
Tejido).

A. En tubo. Es el método mds practico y rdpido que existe hasta ahora para la
deteccion de biofilm. La cepa problema se inocula en un tubo con 5 ml de caldo tripticasa de
soya. Y e incuba a 37°C por 24 horas, luego se decanta el tubo y se agrega 4 ml de safranina

al 2% vy se deja reposando por 5 minutos, nuevamente se decanta el tubo. La biofilm se
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adhiere a las paredes del tubo y se tifie, asi se detecta macroscopicamente, sin embargo, se
necesita una confirmacién microscépicamente (Christensen et al., 1985).

B. Placas de agar rojo Congo. Las cepas problemas se siembran en placas de agar
rojo Congo para obtener colonias individuales y se incuban durante toda la noche a 37°C en
aire y unas 24 horas en temperatura ambiente. Las cepas productoras de biofilm aparecen de
color negro y las no productoras de color rojo (Pefa y Uffo, 2013).

C. En placa de Microtitulacion. Las bacterias problema se inoculan en 10 ml de
caldo tripticasa de soya (TSB) con 0,25% de glucosa y se incuba durante toda la noche con
agitacion a 37°C en aire. Esta solucion se diluye con TSB con glucosa en 1:100, y 200 ml se
inoculan en placas de poliestireno con 96 pocillos. Las placas se incuban durante la noche a
37°C en aire, se lava, y se tifie con safranina o cristal violeta. La densidad 6ptica del biofilm
adherido se lee con un lector de ELISA a 490 nm o 630 nm si se usa el cristal violeta (Salinas
etal., 2017).

D. PCR cuantitativa. Permite la identificaciéon de microorganismos en heridas en
pocas horas. Este tipo de pruebas no distinguen entre el crecimiento de biofilm y la presencia
de células plancténicas (Torregrosa, 2015).

E. FISH con sonda de ADN. Obtiene prevalencia, organizacion, y ademds permite
visualizar las comunidades bacterianas en los biofilms. La identificacidn bacteriana se logra a
través del FISH (Torregrosa, 2015).

F. Microscopia de escaneo laser confocal (CLSM) y microscopia electronica de
barrido (SEM). Las técnicas mds apropiadas para ver biofilms en biopsias (Torregrosa,

2015).
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1. METODO

3.1. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion fue de enfoque cuantitativo, de tipo no experimental. Por el
nivel de investigacion fue descriptiva. Por el nimero de mediciones fue transversal. Por el
tiempo de ocurrencia fue prospectivo.
3.2. Ambito temporal y espacial

La investigacion se realiz6 en el mes de enero - febrero del afio 2022, en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional Hipélito Unanue.
3.3. Variables
3.4.1. Variables Dependientes

Formacioén de biofilm por el método en tubo en EPCs en HNHU.

Formacioén de biofilm por el método en agar rojo Congo en EPCs en HNHU.

Formacién de biofilm por el método en placa de microtitulacion en EPCs en HNHU.
3.4.2. Variables Independientes

Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPCs) en el HNHU.



Tipo de Definicion
Variable Variable Definicion conceptual Operacional Dimension Categoria Escala
(Ienguaje informal)
Variable Usando métodos
Bacterias Gramnegativas
Independiente fenotipicos como la
Enterobacterias pertenecientes al grupo Presencia de
inactivacion de
productoras de Enterobacteriaceae, que Género de carbapenemasas Presente
carbapenemasas, se
Carbapenemasa producen enzimas que enterobacterias por pruebas Ausente
puede determinar la
S inhiben la accién de los fenotipicas.
produccion de
carbapenémicos.
carbapenemasas.
Variable
Comunidades microbianas | Formacién de biofilm
Dependiente Formacion
adheridas a una superficie, detectado por el Formacion de -
de biofilm
rodeada por una matriz método en tubo, biofilm detectado +
(por el De laboratorio
extracelular polimérica de visualizando un por el método en ++
método en
origen microbiano y otros | sedimento coloreado Tubo. +++
Tubo)

compuestos del medio.

en el fondo del tubo.
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Variable Formacion Comunidades microbianas
Formacién de biofilm
Dependiente de biofilm adheridas a una superficie, Formacién de

detectado por el Formadora

(por el rodeada por una matriz biofilm detectado

método en agar rojo De laboratorio No

método en extracelular polimérica de por el método en
Congo, visualizando formadora

Agar Rojo origen microbiano y otros Agar Rojo Congo.

colonias negras.
Congo) compuestos del medio.
Variable Formacién de biofilm
Dependiente Formacion de Comunidades microbianas detectado por el
Formacién de
biofilm (por el adheridas a una superficie, | método de placa de Fuerte

biofilm detectado
método en rodeada por una matriz microtitulacion, Moderado

De laboratorio | por el método en

placa de extracelular polimérica de midiendo la Bajo
Placa de
Microtitulacién | origen microbiano y otros | absorbancia que dan Negativo
microtitulacién.
) compuestos del medio. los pocillos de las

placas.

30



31

3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

La poblacién estuvo formada por 264 aislamientos de especies de enterobacterias a
partir de muestras clinicas que presentaron resistencia a carbapenémicos y produccién de
carbapenemasas demostrado por métodos fenotipicos detectados en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Nacional Hipdlito Unanue desde 2016 hasta 2019.
3.4.2. Muestra

Se trabajé con una muestra de 70 cepas de enterobacterias que frente al disco de
meropenem presentaron halo de inhibiciéon menor a 22 mm, y fueron aisladas desde el afio
2016 hasta 2019. Las cepas cumplieron con los criterios de inclusion.
3.4.3. Criterios de inclusion

Cepas que mostraron viabilidad.

Cepas con halo de inhibicién menor a 22 mm frente al meropenem.

Cepas con presencia de carbapenemasas.
3.4.4. Criterios de exclusion

Cepas que no mostraron viabilidad.

Cepas contaminadas.

Cepas provenientes del mismo paciente. S6lo se considerd una cepa por paciente.
3.5. Instrumentos

Se utiliz6 fichas de datos (anexo B), donde se registré los datos de cada muestra. Para
validar las fichas se realizé Juicio de Expertos, entrevistando a tecnélogos médicos que
laboran en el 4drea de microbiologia.
3.6. Procedimientos

Para ejecutar este proyecto, se dividi6 por pasos:

3.6.1. Produccion de carbapenemasas
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Las cepas conservadas en congelacion (-20°C) en viales con caldo tripticasa de soya,
fueron sembradas en agar sangre para confirmar su viabilidad. Se dejé incubar por 24 horas a
37°C. Al dia siguiente, luego de confirmar la viabilidad de las cepas, se incluy¢ las cepas que
tienen halo menor a 22 mm a meropenem.

Se detect6 la produccién de carbapenemasas, con el método de inactivacién de
carbapenemasas, descrito por Zwallow y col. 2015. El cual se detalla a continuacién, con un
asa de 10 uL se tomo cada una de las cepas cultivadas anteriormente en agar Mueller Hinton
e incubadas por 24 horas a 35°C y se re suspendi6 en 400 uL de agua destilada estéril.
Inmediatamente se sumergié un disco de meropenem de 10 ug y se incubd durante 2 horas a
35°C. Luego de la incubacioén se retird el disco con una pinza estéril y se colocé en una placa
de agar Mueller Hinton ya sembrada con la cepa de E. coli ATCC 25922 a una turbidez de
0.5 en escala de Mc Farland. La interpretacion se fue por la presencia (negativo para
carbapenemasas) o ausencia (positivo para carbapenemasas) del halo de inhibicién (Reyes-
Chacon et al.,2017).

3.6.2. Deteccion de formacion de biofilm por el método en tubo

En un tubo, que contiene 10 ml de TSB, se inoculo una asada de la cepa previamente
cultivada en agar sangre. Se incubd por 18 horas a 35°C. Luego se decanté los tubos,
quedando asi un sedimento adherido, este se coloreo con safranina. La produccién de biofilm
se considerd positiva si es que se observa una pelicula coloreada en el tubo (Christensen et
al., 1985).

3.6.3. Deteccion de formacion de biofilm por el método en agar rojo Congo

Se inocularon por estria las cepas en el medio rojo Congo y se incub6 en medio
aerébico, por 24 horas a 37°C. Seguido de esto pas6 a un mantenimiento a temperatura
ambiente por 48 horas. Se usaron controles positivo y negativo. Se interpreté como positivo a

las colonias negras de consistencia cristalina seca (Pefa y Uffo, 2013).
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3.6.4. Deteccion de formacion de biofilm por el método en placa de microtitulacion

Las cepas problemas se inocularon en caldo tripticasa de soja (TSB) y se incubaron
por 24 horas a 37°C.

Luego, se prepard una dilucién 1:100 en TSB con 1% de glucosa. De esta dilucion se
tom¢ alicuotas de 200 puL de suspension de cada aislado y se agregd a cada pocillo de la placa
de microtitulacién, se incluyeron pocillos con caldo TSB glucosado al 1% como blanco.

Luego se decant6 el sobrenadante y se hicieron dos lavados con 200 uL. de PBS. Para
la fijacion, se agregd 200 puL de etanol al 95% a los pocillos. Se decant6 el etanol y se dejo
secar al aire durante 24 horas. Para la tinciéon se usé 200 uL de safranina para cada pocillo. Se
dej6 por 30 minutos, luego se removid y se hicieron tres lavados con agua destilada, se dejo
secar las placas por 2 horas.

Se afiadi6 200 pL una solucién etanol 96%, para la lectura del biofilm formado se
utilizé un lector de ELISA a una longitud de onda de 620 nm, y se registré la densidad 6ptica
(DO) del biofilm adherido y coloreado de cada unidad muestral. Primero se hall6 el valor de
corte de la densidad Optica, siendo este el promedio de la densidad 6ptica de todos los
controles negativos sumando tres desviaciones estdndar. Una vez hallada este valor de corte,
se procedié a buscar las escalas de la producciéon por este método, con ayuda de la DO
sumando las desviaciones estdndar por 2x y 4x. Y asi se dio la interpretacién de la
produccién de biofilm, el cual estd basado en los criterios de Stepanovic et al. (Anexo C)
(Salinas et al., 2017).

Una vez conseguido los resultados, se llevd estos a tablas de doble entrada,
comparando los Verdaderos Positivos, Verdaderos Negativos, Falsos Positivos y Falsos
Negativos de los métodos a investigar contra el método patrén de oro. De esta forma usamos
las féormulas y hallamos los pardmetros diagndsticos (sensibilidad, especificidad, valor

predictivo positivo, valor predictivo negativo, exactitud diagnostica). Estos pardmetros nos
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ayudaron a evaluar la efectividad de los métodos a investigar.
3.7. Analisis De Datos

Las bases de datos de las muestras fueron recogidas usando el programa Whonet 5.6.

Una vez registrados los datos, se evaluaron las variables mediante estadistica
descriptiva, desarrollando una presentacion en tablas y figuras mediante el programa
Microsoft Excel.
3.8. Consideraciones Eticas

No se realizé consentimiento informado, dado que se trabaj6é con cepas aisladas de
muestras clinicas. Las cepas aisladas fueron codificadas por el investigador, quien fue el
unico en conocer los datos del paciente, guardando la confidencialidad. El trabajo present6
una declaracion jurada en la que detalla que todos los datos utilizados fueron recolectados del
Hospital Nacional Hip6lito Unanue en el Servicio de Microbiologia, Inmunologia y Biologia
Molecular (Anexo E). El trabajo fue presentado ante el Comité de Etica del Hospital

Nacional Hipélito Unanue.
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IV. RESULTADOS

Durante el periodo enero 2016 a diciembre 2018, a partir de una poblacién de 264
aislamientos de especies de Enterobacterales se recuperaron una muestra de 70 cepas
productoras de carbapenemasas, provenientes de los pabellones de hospitalizaciéon y
consultorios del Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

Del total, se pudo identificar las especies de los aislamientos (Figura 1), siendo estos:
Enterobacter cloacae, 3 aislamientos (4,29%); Escherichia coli, 2 aislamientos (2,86%);
Klebsiella aerogenes, 2 aislamientos (2,86%) y por ultimo el agente mas aislado del grupo
estudiado fue Klebsiella pneumoniae, 63 aislamientos (90%).

Figura 1
Frecuencia de los microorganismos de los aislamientos de Enterobacterales productoras de
carbapenemasas. Hospital Nacional Hipdlito Unanue. Enero 2016- junio 2018.
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Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

El método de referencia para la deteccion de biofilm (Tabla 1), el método en placa de
microtitulacion, detect6 37 cepas como productoras de biofilm, siendo el principal

microorganismo asociado con la produccién de biofilm en esta metodologia las especies de



Klebsiella pneumoniae (89.19%), seguido de Klebsiella aerogenes (5.41%), y Enterobacter

cloacae y Escherichia coli (ambos con 2.70%).

Tabla 1

Frecuencia de agentes formadores de Biofilm, en aislamientos de Enterobacterales

productores de carbapenemasas por el método en Placa de Microtitulacion.

. . N° de Biofilm ausente Biofilm presente
Microorganismo cenas

P3| n (%) n (%)
Enterobacter cloacae 3 2 6.06 1 2.70
Escherichia coli 2 0 0.00 2 5.41
Klebsiella aerogenes 2 0 0.00 2 5.41
Klebsiella
pneumoniae 63 31 93.94 32 86.48
TOTAL 70 33 100.00 37 100.00

Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

El método de referencia para la deteccion de biofilm, el método en placa de

microtitulacion, detectdé 37 cepas como productoras de biofilm, presentando unas 34 con

débil produccion de biofilm y 3 con moderada produccion de biofilm (Tabla 2).

Tabla 2

Deteccion de biofilm por el método de referencia, Método en Placa para Cultivo de Tejido en

aislamientos de Enterobacterales productores de carbapenemasas.

N° d Productor
Microorganismo cepa: No Productor | Productor Débil| Moderado
n (%) n (%) n (%)

Enterobacter
cloacae 3 2 6.06 1 2.94 0 0.00
Escherichia coli 2 0 0.00 2 5.88 0 0.00
Klebsiella
aerogenes 2 0 0.00 1 2.94 1 33.33
Klebsiella
pneumoniae 63 31 93.94 30 88.24 2 66.67
TOTAL 70 33 100 34  100.00 3 100.00
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Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue

Uno de los métodos a evaluar fue el Tubo en Safranina, en este método se midio el
resultado por cruces (+, ++, +++), dando como resultado: los productores moderados (++)
fueron 27 cepas, los productores débiles (+) fueron 27 y no productores fueron 16 (Tabla 3).

Siendo el microorganismo detectado con la mayor produccién de biofilm Klebsiella
pneumoniae (96.30%), seguido de Klebsiella aerogenes, Enterobacter cloacae y Escherichia
coli (3.70%).
Tabla 3
Deteccion de biofilm por el Método de Tubo en Safranina, en aislamientos de

Enterobacterales productores de carbapenemasas.

N° de No Productor | Productor 1+ Productor 2+
Microorganismo

cepas | (%) n (%) n (%)
Enterobacter
cloacae 3 2 12.5 0 0.00 1 3.70
Escherichia coli 2 1 6.25 0 0.00 1 3.70
Klebsiella
aerogenes 2 0 0 1 3.70 1 3.70
Klebsiella
pneumoniae 63 13 81.25 26 96.30 24 88.89
TOTAL 70 16 100 27 100.00 27 100.00

Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

El segundo método para evaluar fue el Cultivo en Agar Rojo Congo, donde solo 1 de
las 70 cepas aisladas fueron colonias compatibles con las formadoras de biofilm (negras
cristalinas secas). La unica cepa que dio la tnica positividad a esta prueba fue una de las
Escherichia coli. Todas las demds cepas no produjeron colonias negras cristalinas secas,

como podemos observar en la Tabla 4.
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Deteccion de biofilm por el Método de Agar Rojo Congo en aislamientos de Enterobacterales

productores de carbapenemasas.

Microorganismo Icipg: No Productor Productor
n_ (% |n (%) |

Enterobacter
cloacae 3 3 4.35 0 0.00
Escherichia coli 2 1 1.45 1 100.00
Klebsiella
aerogenes 2 2 2.90 0 0.00
Klebsiella
pneumoniae 63 63 91.30 0 0.00
TOTAL 70 69 100.00 1 100.00

Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue

Con todos los resultados se realiza una tabla de tamizaje para las tres metodologias: el

método estdndar en placa de microtitulacion (PCT), cultivo en agar rojo Congo (ARC) y

método de tubo en safranina (MTS). Caracterizaindose como no formador, débil y moderado;

para los métodos PCT y MTS; y como no formador y formador para el método ARC (Tabla

5); mientras que en la figura 2 se muestra el tamizaje de métodos, mostrando la frecuencia de

formadores fuertes, moderados, débiles y no formadores; por cada método.

Tabla 5

Tamizaje de los aislamientos de Enterobacterales productores de carbapenemasas para la

deteccion de biofilm por los métodos en Placa de microtitulacion, Agar rojo Congo y en

Tubo en safranina.

Formacién de PCT ARC MTS
biofilm 0 ‘ % 0 ‘ % 0 | %
Fuerte 0 0.00 1 1.43 0 0.00
Moderado 3 4.29 - - 27 38.57
Débil 34 48.57 - - 27 38.57
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No formador 33 47.14 69 98.57 16 22.86

Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue
Figura 2
Frecuencia de aislamientos de Enterobacterales formadores de biofilm, productores de

carbapenemasas por método de tamizaje.
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Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

Los valores diagnésticos del método en Tubo frente al método en Placa de
microtitulacién, nos permitié consignar los pardmetros de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y exactitud diagnostica, segtn visto en la Tabla
6.

Tabla 6
Resultados del Método en Tubo y la deteccion de Biofilm en Placa de Cultivo de Tejido en

aislamientos de Enterobacterales productores de carbapenemasas.

Deteccion de biofilm por el patron de
Resultado | oro, Método en placa para cultivo de

del Método tejido
ot Tolo Presente Ausente Total
Positivo 36 18 54

(VP) (FP)
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. 1 15
Negativo (FN) (VN) 16
Total 37 33

Donde VP: Verdaderos Positivos, VN: Verdaderos Negativos, FP: Falsos Positivos,

FN: Falsos Negativos.

s VP 36
Sensibilidad = =—=973%
VP+FN  36+1
e VN 15
Especificidad = = =45.5%
VN+FP ~ 15+18
- oo VP 36
Valor Predictivo Positivo = = =66.7%
VP+FP  36+18
- . VN 1415
Valor Predictivo Negativo = =——=93.8%
VN+FN  15+1
VP+VN  _ 36+15

=72.9%

Exactitud Diagnostica = =
VP+FP+VN+FN ~ 36+18+1+15

La determinacion de los pardmetros diagndsticos del método en Tubo para detectar
biofilm, muestra una sensibilidad y especificidad de 97.3% y 45.5%, respectivamente, con un
valor predictivo positivo de 66.7% y un valor predictivo negativo de 93.8%. Presentando asi
una exactitud diagnostica para la prueba de 72.9%.

Los valores diagnodsticos del método en cultivo en Agar Rojo Congo frente al método
en Placa de microtitulacién, nos permitié6 consignar los pardmetros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y exactitud diagndstica,
segun visto en la Tabla 7.

Tabla 7
Resultados del Método Agar Rojo Congo y la deteccion de biofilm en Placa de Cultivo de

Tejido en aislamientos de Enterobacterales productores de carbapenemasas.

Resultado Deteccion de biofilm por el patron de
del Método | ©TO Meétodo en placa para cultivo de

Agar Rojo tejido
Congo Presente Ausente Total
Positivo ! 0 1

(VP) (FP)
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. 36 33
Negativo (FN) (VN) 69
Total 37 33

Donde VP: Verdaderos Positivos, VN: Verdaderos Negativos, FP: Falsos Positivos,

FN: Falsos Negativos.

Sensibilidad = —— = —~ =2.7%
VP+FN 1436

N 33 _100.0% ... 99.9%

VN+FP 33+0

Especificidad =

= =100.0% ... 99.9%

Valor Predictivo Positivo = =
VP+FP 140

- . VN 33
Valor Predictivo Negativo = = =47.8%
VN+FN  33+36

VP+VN _ 1+33
VP+FP+VN+FN  1+0+33+36

Exactitud Diagnostica = =48.6%

La determinacion de los pardmetros diagndsticos del método en Tubo para detectar
biofilm, muestra una sensibilidad y especificidad de 2.7% y 99.9%%, respectivamente, con
un valor predictivo positivo de 99.9% y un valor predictivo negativo de 47.8%. Presentando
asi una exactitud diagnostica para la prueba de 48.6%.

En la siguiente tabla (Tabla 8), se registran los parametros diagndsticos de los
métodos en Tubo y en Agar Rojo Congo, notdndose que los resultados obtenidos en los 70
aislamientos muestran al método en Tubo poseer mayor sensibilidad y valor predictivo
negativo que el método Agar Rojo Congo, el cual posee mayor especificidad y valor
predictivo positivo.

Tabla 8
Evaluacion de pardmetros diagnosticos de los métodos en Tubo y Agar Rojo Congo para la

deteccion de biofilm. (n=70)

Métodos SAC95%) E (IC95%) VPP (%) VPN (%)

97.3% (86.2- 45.5% (29.8- 66.7% (53.4- 93.8% (71.7-
99.5) 62.0) 77.8) 98.9)

Método en Tubo
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Agar Rojo 2.7% (0.5- 100.0% 100.0% 47.8% (36.5-
Congo 13.8) (89.6- 100.0) (20.7- 100.0) 59.4)

Donde: S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN:
Valor Predictivo Negativo, IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

El coeficiente Kappa de Cohen (k) se utiliza para valorar el grado de concordancia
entre dos pruebas diagndsticas, cuando la variable evaluada es cualitativa o dicotémica y
puede variar de -1 a 1 segin el nivel de concordancia. Se calcula por la diferencia entre la
proporcién observada y la proporcién esperada, si esta diferencia es cero, se podria decir que
las pruebas no presentan concordancia; en cambio si es mayor, presentara concordancia. Se
clasificard seguin la escala de valoracion del k que propusieron Landis y Koch. (Anexo D).
Esta escala mide la concordancia numéricamente en muy buena, buena, moderada, débil, muy
débil y no concordancia.

Al calcular el indice Kappa para comparar la concordancia entre el método en Tubo y
el método patrén de oro, Cultivo en Placa de Microtitulacion, encontrando un coeficiente de
Kappa de 0.44, dando una concordancia moderada.

Para el método Agar Rojo Congo frente al método patrén de oro, se encontrd un

coeficiente de Kappa de 0.03, dando una concordancia muy débil en la escala.



43

V. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo tiene como fin proporcionar conocimiento sobre los métodos de
deteccion de biofilm, asi como comparar dos métodos no tan conocidos con el patrén de oro,
que es la Placa de microtitulacidn.

Asi como en otros paises, en Perd, tenemos un elevado incremento de
microorganismos resistentes a los antibioticos. En diversos centros de salud e instituciones se
llevan a cabo los controles de vigilancia, los mapeos microbiol6gicos son muy importantes
para ello. Esto dltimo también ha ayudado a mostrarnos como avanza los microorganismos
resistentes (Bora et al., 2014).

Los carbapenémicos son antimicrobiano de ultima linea usada en el Perd. La
resistencia a estos supone una evolucién que estd relacionada a la mala terapia y uso de
carbapenémicos. La resistencia a estos ha aumentado los dltimos afios, y al igual que en la
Unién Europea, aqui en Perd, Klebsiella pneumoniae es la bacteria multirresistente mas
prevalente (De Zaro Alcald, s.f.).

Los biofilms han representado una gran problemdtica en el tratamiento de las
infecciones por microorganismos, generando gran cantidad de tasas de mortalidad vy
morbilidad. En nuestro estudio se us6 el método de Cultivo de Placa de microtitulacién como
método de patrén de oro, el mismo que en otros estudios se nombra base de diagnéstico de
biofilm (Ortega y Herndndez, 2018) evidenciando mayor importancia en detectar la
capacidad de formar biofilm, a diferencia de los métodos microscopicos que detectan al
biofilm como tal.

En el presente estudio, se evaluaron las caracteristicas de producciéon de
carbapenemasas y la capacidad de formar biofilm, prestando asi este trabajo para que en un
futuro se pueda estudiar la asociacién de estas. Asi como en un estudio que se llevé a cabo en

el mismo centro de salud, Hospital Nacional Hipdlito Unanue, buscando la asociacién entre
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la produccién de betalactamasas de espectro extendido y la capacidad de formar biofilm
(Hurtado y Casablanca, 2019), demostrando que existe una asociacion significativa de 43%.

El método que usamos como patrén de oro, método en Placa de Cultivo de
microtitulacién, es un método de eleccion para detectar la capacidad de formar biofilm, que
fue usado en diversos estudios, uno de ellos fue en el que evaluaron la capacidad de formar
biofilm en Staphylococccus aureus, dando resultado el 100% como formador moderado
(Salinas et al., 2017). En nuestro trabajo si bien no se obtuvo ese resultado con el mismo
método, se debe considerar que las cepas trabajadas no fueron gran positivos sino gram
negativas y fueron distintas bacterias.

Un trabajo similar en Colombia (Estrada, 2016), en el cual trabajé también con cepas
de Klebsiella pneumoniae, usando los métodos Agar Rojo Congo y en Placa de
microtitulacién, dando como formador de biofilm cerca del 80%. El autor también concluye
que el mejor método para detectar biofilm es el Método en Placa de microtitulacién, siendo
este el mas especifico y capaz de caracterizar el resultado en fuerte, moderado, débil y no
formador.

Otro estudio (Christensen et al, 1985) en el cual se evaluaba modelos cuantitativos
para formacién de biofilm, nos menciona una gran variedad de métodos, entre ellos el método
en Placa de microtitulaciéon y método en tubo. En este dltimo se evalda el coeficiente de
correlacion, con el método en placa de microtitulacién, demostrando una correlaciéon de 0.60
dando una correlaciéon moderada, igual al de nuestro trabajo. Este estudio también demuestra
un punto clave del método en tubo, que es la lectura del biofilm, que puede ser interpretada
de diferente manera segun el observador, sin embargo, al evaluar la correlacién de la lectura
de los diferentes observadores también demostré una correlacién moderada.

Todo esto demuestra que para hablar sobre biofilm, ain tenemos bastante por

conocer, debido a que estos tres trabajos presentados en nuestro estudio no son los Unicos



45

capaces de detectar la capacidad para formar biofilm. Otros estudios muestran métodos mds
precisos para detectar presencia de biofilm como tal, como los métodos microscopicos o las
técnicas moleculares, que es muy diferente a tener la capacidad para formar biofilm. Todo
esto deberia ser evaluado y establecer la relaciéon costo - beneficio, siendo los métodos

presentados en nuestro estudio, los mds baratos, rapidos y sencillos.
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VI. CONCLUSIONES
El método més eficiente para detectar la capacidad de formar biofilm en el grupo de
Enterobacterias productoras de carbapenemasas; segin los pardmetros diagndsticos
hallados, el método en Tubo de safranina posee mejores pardmetros, por ende, se
puede concluir que este método es mas eficiente.
El método en Placa de microtitulacién confirmo 37 (52,86%) cepas formadoras de
biofilm.
Para el método en Tubo de safranina, se obtuvo una sensibilidad de 97.3% vy
especificidad de 45.5% comparando con el patron de oro, presentando un valor
predictivo positivo de 66.7% y un valor predictivo negativo de 93.8%.
Para el método Agar Rojo Congo, se obtuvo una sensibilidad y especificidad de 2.7%
y 99.9%, respectivamente, un valor predictivo positivo de 99.9% y un valor predictivo
negativo de 47.8%.
La concordancia de los métodos Tubo en safranina y Agar Rojo Congo fueron 0,44 y
0,03, respectivamente; siendo el primero el que posee una concordancia moderada

mientras que el método Agar Rojo Congo una concordancia débil.
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VII. RECOMENDA CIONES

Al ser un tema de salud ptblica, se recomienda tomar las siguientes medidas en los
diferentes campos:

Se recomienda usar el método en Tubo de safranina para detectar formacion de
biofilm en enterobacterias productoras de carbapenemasas. Los pardmetros
diagnésticos son mejores que el método agar Rojo Congo. Y también lleva siendo el
mas rapido y sencillo de ejecutar.

Si se tiene la oportunidad de realizar el método en placa de microtitulacion se
recomienda usar este, ya que es la mds eficiente, siendo este el método de referencia
del presente trabajo.

No se recomienda usar el método agar Rojo Congo, debido a su baja sensibilidad y
gran cantidad de falsos resultados.

Se recomienda para futuros estudios similares, ampliar poblacién y muestra de
estudio.

Como ultimo punto, se recomienda seguir llevando un control y vigilancia
microbioldgica no solo del hospital donde se llevé a cabo el estudio, sino en

cualquier centro de salud donde se encuentren estas resistencias antimicrobianas.
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Anexo A: Matriz de consistencia

IX. ANEXOS

Titulo: Comparacion
de métodos para
deteccion de biofilm en
enterobacterias
productoras de
carbapenemasas,
Hospital Nacional

Hipdlito Unanue.

de carbapenemasas en el
Hospital Nacional Hipélito

Unanue?

2. Preguntas Especificos:
(Qué enterobacterias
productoras de
carbapenemasas forman
biofilm por el método de
placa de microtitulacién en
el Hospital Nacional
Hipdlito Unanue?
(Cémo es la produccion de
biofilm del método en Tubo

frente al método en Placa de

carbapenemasas en el Hospital

Nacional Hipélito Unanue.

2. Objetivos Especificos:

e Determinar la produccién de
biofilm de enterobacterias productoras
de carbapenemasas por el método en
Placa de microtitulacién en el Hospital
Nacional Hipélito Unanue.

e Establecer la produccion de
biofilm de enterobacterias productoras
de carbapenemasas por el método en

Tubo frente al método en Placa de

Microtitulacién en el Hospital Nacional

Formacién de biofilm por método

Formacién de biofilm por método

Formacion de biofilm por método

Enterobacterias productoras de

carbapenemasas (EPCs).

en tubo en EPCs en HNHU.

en agar rojo Congo en EPCs en

HNHU.

en placa de microtitulacion en

EPCs en HNHU.

Formacién de biofilm mediante

PLANTEAMIENTO DEL .
TEMA OBJETIVOS DE ESTUDIO VARIABLES DE ESTUDIO INDICADORES DESINO DE INVESTIGACION
PROBLEMA
1. P ta G 1:
regunta tyenera 1. Objetivo General: Nivel de estudio:
(Cudl es el método mds » Comparar el método mas El tipo de investigacién fue de enfoque|
eficiente para detectar biofilm eficiente para detectar biofilm en cuantitativo. Por el nivel de
en enterobacterias productoras enterobacterias productoras de investigacion fue descriptiva. Por el
Variables:

Presencia de carbapenemasas por|

pruebas fenotipicas.

el método en tubo.
Formacion de biofilm mediante
el método en agar rojo Congo.
Formacion de biofilm mediante
el método en placa de

microtitulacién.

nimero de mediciones fue transversal.
Por el tiempo de ocurrencia fue

prospectivo.

Disefio:

No Experimental.

Poblacién:

La poblacién estuvo formada por 264
aislamientos de especies de
enterobacterias a partir de muestras
clinicas que presentaron resistencia a
carbapenémicos y produccion de
carbapenemasas en el Laboratorio de

Microbiologia del Hospital Nacional




Microtitulacion en el
Hospital Nacional Hipélito
Unanue?

(Coémo es la produccion de
biofilm del método en agar
rojo Congo frente al método
en Placa de Microtitulacién
en el Hospital Nacional
Hipdlito Unanue?
({Qué concordancia tiene el
método en Tubo y agar rojo
Congo frente al método en
Placa de Microtitulacién
para la formacién de biofilm
en enterobacterias
productoras de
carbapenemasas en el
Hospital Nacional Hipdlito

Unanue?

Hipélito Unanue.

e  Examinar la produccién de biofilm|
de enterobacterias productoras de
carbapenemasas por el método en agar
rojo Congo frente al método en Placa
de Microtitulacién en el Hospital
Nacional Hip6lito Unanue.

e Evaluar la concordancia del
método en Tubo y agar Rojo Congo
frente al método en placa de
microtitulacién para la formacién de
biofilm en enterobacterias productoras
de carbapenemasas en el Hospital

Nacional Hipé6lito Unanue.

Hipdlito Unanue desde 2016 hasta
2019.
Muestra:

Se trabajé con una muestra de 70
cepas de enterobacterias que frente al
disco de meropenem presentaron halo

de inhibicién menor a 22 mm, y
fueron aisladas desde el afio 2016
hasta 2019. Las cepas cumplieron

con los criterios de inclusion.
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Anexo B:

Ficha de datos

© ©® N O O kDb~

CODIGO: ...............
FECHA DE MUESTRA: .../.../...
SEXO: (') Masculino ( ) Femenino

TIPO DE MUESTRA: ..................
PROCEDENCIA: ........cociieiiiatn,
AISLAMIENTO BACTERIANO: ..o
PRODUCCION DE CARBAPENEMASAS: () Positivo () Negativo
FORMACION DE BIOFILM: () Positivo ( ) Negativo

e Por método en tubo:

e Por método en agar Rojo Congo:

e Por método en placa de poliestireno:
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Anexo C:

57

Interpretacion de la producciéon de Biofilm por el método de Placa de microtitulacion.

(PCT)

Valor promedio de la Densidad Produccién de
Optica Biofilm
<DOc/DOc <0 <2x DOc Negativo / Débil
2x DOc <0 <4x DOc Moderado
> 4x DOc Fuerte

(Cut-off) Valor de corte de la Densidad Optica (DOc) = Promedio DO de controles negativos

+ 3x desviacion estandar del control negativo



Anexo D:

Escala de valoracion del indice Kappa (k). (Landis y Koch)

Kappa (k) Grado de acuerdo

< 0,00 No concordancia
0,00 - 0,20 Concordancia muy débil
0,21 - 0,40 Concordancia débil
0,41 - 0,60 Concordancia moderada
0,61 - 0,80 Concordancia buena
0,81 -1,00 Concordancia muy buena
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Anexo E:

DECLARACION JURADA

Yo, Cristian Marcos Janampa Bautista, identificado con nimero de DNI 73528855, y
con domicilio en Urbanizaciéon Las Praderas de Santa Anita 3ra Etapa Mz P Lote 9,
DECLARO BAJO JURAMENTO, que la recoleccion de los datos se dio en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Nacional Hipdlito Unanue y la veracidad de los datos consignada
en la TESIS denominada “COMPARACION DE METODOS PARA DETECCION DE
BIOFILM EN ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS,
HOSPITAL NACIONAL HIPOLITO UNANUE” es informacién original.

De identificarse algun tipo de falsificacién, asumo las consecuencias y sanciones que

de mi accionar se deriven.

Firma
Nombres y Apellidos: Cristian Marcos Janampa Bautista

DNI: 73528855



Anexo F: Validacion de Juicio de Expertos del instrumento de investigacion

VALIDACION DE JUICIO DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE
INVESTIGACION

DATOS GENERALES:

2.

APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: CHAW’/ Ierinn Foly Gojavn
INSTITUCION DONDE LABORA/ CARGO: /'/q}p‘]-[(/ Aacioge] f/,f,' Jifs Unauce
TITULO PROFESIONAL: _ Lic . “TECWS loco MéEpico

MAc STR{IA

GRADO ACADEMICO:

5. TITULO DEL PROYECTO: “COMPARACION DE METODOS PARA DETECCION DE
BIOFILM EN ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS,
HOSPITAL NACIONAL HIPOLITO UNANUE™.

preguntas.

ASPECTOS DE VALIDACION:
INDICADORES CRITERIOS DEFICIENTE | BAJA | REGULAR | BUENA | i 0,
(0-19) (20-39) (40-59) (60-79) (80-100)
1. Claridad de la Esta formulado * con |
redaccion apropiado y entendible. )(
2. Objetividad Esta presado  en
observables y medibles hacia los
objetivos de Ia investigacion. S
3. Pertinencia Es til y adecuado, los items estan
relacionadas al tema de x
investigacion.
4. Organizacion Hay una secucncia logica en las

5. Suficiencia

El nimero de items es adecuado. y
tiene calidad en la transmision de
estas.

6. Intencionalidad

El  conjunto de items del

i0 ple en reg 3
estructurar las funciones, finalidad,
organizacién, tipo de preguntas,
caracteristicas,  utilizando  las
estrategias cientificas para alcanzar
las  metas  del estudio de

X

7. Consistencia

Existe solidez y coherencia entre sus
preguntas en funcion al avance de
las ciencias de la salud en aspectos
teoricos cientificos.

8. Metodologia

Los items responden a la tematica de
estudio que estd en relacion con el
proceso del método cientifico.

9. Inducciona a la
respuesta (calidad)

Entre la comprension del item y la
expresion de la respuesta.

10. Lenguaje

Esta acorde al nivel del tema de
investigacion.

sl K[ K
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OPINION DE APLICABILIDAD:
a) Deficiente ' b) Baja ¢) Regular d) Buena e) Muy buenaX_

PROMEDIO DE VALORACION: MU\’l \)UQM

OBSERVACIONES:

VY thepioce jopleen P2 ,6:27“"‘75{ il
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VALIDACION DE JUICIO DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE

INVESTIGACION

DATOS GENERALES:

I. APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: _ Sylvin Zalede. Moge,

2. INSTITUCION DONDE LABORA/ CARGO: __HWH U l Tﬁua\og_(: m

3. TITULO PROFESIONAL: _ Licessde. o Tacaclope Medie

4. GRADO ACADEMICO:

LKMCtd&

5. TITULO DEL PROYECTO: “COMPARACION DE METODOS PARA DETECCION DE
BIOFILM EN ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS,
HOSPITAL NACIONAL HIPOLITO UNANUE™.

ASPECTOS DE VALIDACION:
MUY |
DEFICIENTE = BAJA | REGULAR | BUENA ”
INDICADORES CRITERIOS ®19) 2099 | @0 (60-79) &-S;_
1. Claridad de la Esta formulado * com  lenguame
redaccion agropiado y entendible. 25
2. Objetividad Esta  expresado  en dn
observables y medibles hacia los
obictivos de In investigacion. 20
3. Pertinencia Es util y adecuado, Jos items estin
relacionadas al  tema  de
Investigacion, 15
4. Organizacion Hay wna secuencia logsca en las
5. Suficiencia El nlsmero de isems es adecuado, y
tiene calidad en la transmision de qo
estas.
6. Intencionalidad El eoqj‘-w ‘f wems  del
mmwluﬁn'ciuu. finalidad,
organizacién, tipo de preguntas.
camcteristicas,  wilizando  las 15
estrutegias cientificas para alcanzar
las  metas  del  cstudio  de
vt
7. Consistencia Existe solidez y coberencia entre sus
preguntas en funcidn al avance de
las ciencias de la salud en aspectos 85
wedricos cientificos.
8. Metodologia Los ltlems responden a la temitica de
estudio gue estd en relacidn con ¢l 80
proceso del método cientifico,
9. Inducciona a la Entre la comprension del flem y la
respuesta (calidad) | expresion de la respucsta as
10. Lenguaje Esta sorde al nivel del tema de

investigacion.

230
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OPINION DE APLICABILIDAD:
a) Deﬁcienle' b) Baja ¢) Regular d) Buena e) Muy buena 4

PROMEDIO DE VALORACION: Mth’ h}oﬂ“\

OBSERVACIONES:

MINISTERIO DE SALUD

igto Linomse

Pesirolgo mMadico
GNP Usle

FIRMA
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VALIDACION DE JUICIO DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE
INVESTIGACION

DATOS GENERALES:

I. APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO:/HU LTANO i Lcb 0D

TO MK

5 INSTITUCION DONDE LABORA/ CARGO: 40/ 70¢ pstccopal [H (ol o (Jmbb g
MEODICO

3. TITULO PROFESIONAL: i(C. T€C AU LOEQ

4. GRADO ACADEMICO: [ CEN L aTuld

5. TITULO DEL PROYECTO: “COMPARACION DE METODOS PARA DETECCION DE
BIOFILM EN ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS,
HOSPITAL NACIONAL HIPOLITO UNANUE™.

ASPECTOS DE VALIDACION:
MUY
DEFICIENTE | BAJA | REGULAR | BUENA
INDICADORES CRITERIOS (0-19) (20-39) (40-59) (60-19) l::_l»i::

observables y medibles hacia los
objetivos de la investigacion.

1. Claridad de la Esta formulado * con lenguaje
redaccion apropiado y entendible. ‘7&
2. Objetividad Esta do en d

3. Pertinencia

Es til y adecuado. los items estdn
relacionadas  al  tema  de
investigacion.

4. Organizacion

Hay una secuencia logica en las
preguntas.

5. Suficiencia

El namero de items es adecuado, y
tiene calidad en la transmision de
estas.

6. Intencionalidad

El j de jtems del

cuestionario cumple en registrar,
estructurar las funciones, finalidad,

2 ion, tipo de preg
caracteristicas,  utilizando  las
estrategias cientificas para alcanzar
las metas del estudio de
investigacion.

7. Consistencia

Existe solidez y coherencia entre sus
preguntas en funcion al avance de
las ciencias de la salud en aspectos
tedricos cientificos.

8. Metodologia

Los items responden a la tematica de
estudio que estd en relacion con el
p del método cientifi

9. Inducciona a la
respuesta (calidad)

Entre la comprension del item y la
expresion de la respuesta.

10. Lenguaje

Esta acorde al nivel del tema de
investigacion.

SR | | A K
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OPINION DE APLICABILIDAD:

a) Deficiente___b) Baja ¢) Regular d) Buena

e) Muy buena__[\s_

PROMEDIO DE VALORACION: Moy huence

OBSERVACIONES:
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