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Introduccion

La aparicion de la resistencia antimicrobiana es un fendmeno natural e inevitable
gque se da a través del tiempo y que incluso fue adquirida por los
microorganismos mucho tiempo antes de que el hombre descubriera vy
empleara los antibidticos. Generalmente esta resistencia se debe a
modificaciones genéticas. La resistencia a los antimicrobianos puede clasificarse
de dos formas: mecanismos de resistencia intrinseca y mecanismos de
resistencia adquirida, en donde los segundos son los que producen
preocupacion debido a la capacidad de los microorganismos a resistir a
antimicrobianos que usualmente serian efectivos para eliminarlos o inhibir su
crecimiento.

Los mecanismos de resistencia adquirida se atribuyen a varios factores en
conjunto: 1. La exposicion de los microorganismos a los antimicrobianos de forma
indebida y excesiva (Principal factor), 2. La adquisicion de genes de resistencia a
éstos farmacos, 3. La falta de acceso a agua limpia, saneamiento e higiene, 4. La
adopcion de medidas deficientes de prevencion y control de las enfermedadesy
las infecciones en los centros de atencion de salud y las explotaciones agricolas,
5. El acceso deficiente a medicamentos, vacunas y medios de diagnostico
asequibles y de calidad, 6. La falta de sensibilizacion y conocimientos y 7. El
incumplimiento de la legislacion. (Ortiz Brizuela et al, 2023 y OMS, 2021)

La magnitud del problema a nivel mundial fue puesta en evidencia en una
publicacion del ano 2016 y ampliamente aceptada hasta la actualidad donde se
estima que para el ano 2050 se perderan de forma anual 10 millones de vidas y
100 billones de dolares a causa de éste fenomeno (Imagen 1). Es decir, en el
mundo morird una persona cada 3 segundos incluso por procedimientos
meédicos actualmente considerados seguros como cirugias, cesareas,
trasplantes, tratamientos inmunodepresores y quimioterapia (O'Neill, 2016).
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Imagen 1. Muertes atribuibles cada dia a la RAM. Modificado de O'Neill Jim. Tackling
drug-resistant infections globally: Final report and recommendations. 2016.

La Organizacion Mundial de la Salud ha puesto atencion en la situacion desde
1984 con las primeras resoluciones oficiales. En 1996 a través de estas
resoluciones se establecio la Red latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia
Antimicrobiana (hoy RelLAVRA+). Otro evento fundamental se logré en el ano
2015 mediante la resolucion AWHAGS8.7 donde se establecio el Plan Mundial
sobre la RAM cuyo antecedente se encuentra en la resolucion A68/20 gque a su
vez daba a conocer el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés). (Vazquez-Cabrera et al, 2023).

Durante la 39a Conferencia de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimentacion, numerosos paises se comprometieron con el Plan
Mundial sobre la RAM, entre ellos México que en 2018 publicaria el Acuerdo por
el que se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de Accion contra la
Resistencia a los Antimicrobianos en el Diario Oficial de |la Federacion el 5de junio
del 2018. Este acuerdo seria modificado el 9 de noviembre del 2022 en el Acuerdo
gue modifica al anexo unico del diverso por el que se declara la obligatoriedad
de la Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos y
donde se establecio el objetivo 2.4. Desarrollar y fortalecer la capacidad analitica
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para realizar la vigilancia y el monitoreo de la RAM en salud humana, animal y el
medio ambiente, dentro del cual, la estrategia con numeral 2.4.1 que establece
Designar los laboratorios de referencia para la vigilancia de la RAM en salud
humana, animal, sanitaria y el medio ambiente colocd en la cabeza de la Red
Nacional para la Vigilancia de la RAM al Laboratorio de Resistencia
Antimicrobiana del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr.
Manuel Martinez Baez" en coordinacion con los Laboratorios Estatales de Salud
Publica (LESP), Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia Epidemioldgica (LAVE) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR).

Marco legal

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos. Articulo 4. DOF
06/06/2023

Leyes

Ley General de Salud. DOF 25/09/2023.

Ley Federal de Responsabilidades de los Servidores Publicos. DOF 18/07/2016.
Ley General del Sistema Nacional Anticorrupciéon. DOF 18/07/20716.

Ley General de Responsabilidades Administrativas. DOF 27/12/2022.

Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados. DOF 26/01/2017.

Ley de la Infraestructura de la Calidad. DOF 01/07/2020.

e LeyOrgédnicadel Tribunal Federal de Justicia Administrativa. DOF 26/01/2024.

Reglamentos

e Reglamento Interior de la Secretaria de Salud. México. DOF 07/02/2018.
e Reglamento Sanitario Internacional (2005) 2da edicion. Ginebra Suiza 2008.
Organizacion Mundial de la Salud.

Normas Oficiales Mexicanas

e Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia
epidemioldgica.

e Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999, Para la atencion a la salud del
Nnino.

e Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion vy
funcionamiento de los laboratorios clinicos.

e Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados
de los residuos peligrosos.
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Norma Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema armonizado para la
identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas
peligrosas en los centros de trabajo

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSAT-2002. Proteccion
ambiental-salud ambiental-residuos peligrosos biolégico-infecciosos-
clasificacion y especificaciones de manejo.

Norma Oficial Mexicana NOM-045-SSA2-2005, Para la vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de las infecciones nosocomiales.
Norma Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-2010, Para la prevencion y el control
de la infeccion por Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

Norma Oficial Mexicana NOM-035-SSA3-2011. En materia de informacion en

salud. 30/11/2012

Normas Internacionales

NMX-EC-15189-IMNC-2015 Laboratorios clinicos - Requisitos de la calidad y
competencia (ISO 15189).

NMX-CC-9001-IMNC-2015 Sistemas de gestion de la calidad — Requisitos (ISO
9001:2015)

ISO 35001. Gestion del riesgo biologico en laboratorios y otras organizaciones
relacionadas.

Asociacion Espanola de Normalizacion. UNE-EN ISO 20776-1.2019 “Ensayo de
susceptibilidad de agentes infecciosos y evaluacion del funcionamiento de
los dispositivos de ensayo de susceptibilidad antimicrobiana Parte 1. Método
de referencia de microdilucion en caldo para ensayar la actividad in vitro de
agentes antimicrobianos frente a bacterias aerobias de crecimiento rapido
implicadas en enfermedades infecciosas”

Asociacion Espanola de Normalizacion. UNE-EN ISO 20776-2:2022 “Sistemas
de ensayo de laboratorios clinicos y de diagnostico in vitro. Ensayo de
susceptibilidad de agentes infecciosos y evaluacion del funcionamiento de
los dispositivos de ensayo de susceptibilidad antimicrobiana Parte 2:
Evaluacion del funcionamiento de los dispositivos de ensayo de
susceptibilidad antimicrobiana frente a un método de referencia de
microdilucion en caldo.

Acuerdos

Consejo de Salubridad General. Acuerdo por el que se declara la
obligatoriedad de la Estrategia Nacional contra la Resistencia a los
Antimicrobianos. DOF 05/06/2018

Consejo de Salubridad General. Acuerdo que modifica el Anexo Unico del
diverso por el que se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional
contra la Resistencia a los Antimicrobianos. DOF 09/11/2022.
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Planesy Programas

e Plan Nacional de Desarrollo 2019-2024.
e Programa Sectorial de Salud 2019-2024 del 17/08/2020

e Programa de accion especifico. Vigilancia en Salud Publica por laboratorio
2020-2024

e Organizacion Mundial de la Salud. Plan de Accion Mundial sobre la
Resistencia a los Antimicrobianos. 2016.

Lineamientos, Manuales y Guias

e Criterios de Operacion para la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
Componente Vigilancia Epidemiologica; Instituto de Diagnostico vy
Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez. INDRE. México:
Secretaria de Salud; 2015.

e Lineamientos para la Gestion del Riesgo Biologico; Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez". InDRE. México:
Secretaria de Salud; 2015.

e Lineamientos para el reconocimiento a la competencia técnica de los
laboratorios que apoyan a la vigilancia epidemioldgica; Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiologicos, “Dr. Manuel Martinez Baez".
INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

e Manual paralatoma, envioy recepcion de muestras para diagnostico, INDRE.
Meéxico: Secretaria de Salud; Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez". INDRE. México: Secretaria de
Salud; 2015

e Manual de Vigilancia Epidemioldgica de las Enfermedades Prevenibles por
Vacunacion; Direccion General de Epidemiologia. DGAE. México: Secretaria
de Salud; 2012.

e Manual para la primera fase de implementacion; Sisterma mundial de
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos. Organizacion Mundial de la
Salud; 2017.

e MO2 - Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Test. 13th
Edition. Pennsylvania, USA: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio.
CLSI; 2018.

e MO7-Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Test for Bacteria That
Grow Aerobically. 11th Edition. Pennsylvania, USA: Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio. CLSI; 2018.

e MIOO - Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Test. 32nd
Edition. Pennsylvania, USA: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio.
CLSI; 2022.
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e M27—Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing
of Yeasts and corresponding supplement M27S. 4th Edition. Pennsylvania,
USA: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio. CLSI; 2017.

e M38—Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing
of Filamentous Fungi. 3rd Edition. Pennsylvania, USA: Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio. CLSI; 2017.

e M44—Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts
and corresponding supplement M44S. 3rd Edition. Pennsylvania, USA:
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio. CLSI; 2018.

e M5l—Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of
Nondermatophyte Filamentous Fungi and corresponding supplement M51S.
. Pennsylvania, USA: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio. CLSI;
2010.

e M52 — Verification of Commercial Microbial Identification and Antimicrobial
Susceptibility Testing Systems. Ist Edition. Pennsylvania, USA: Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio. CLSI; 2015.

Objetivos
Objetivo general

Establecer un sistema de vigilancia por laboratorio de la resistencia
antimicrobiana en microorganismos de importancia en salud publica
seleccionados como parte del Acuerdo por el que se declara la obligatoriedad de
la Estrategia Nacional contra la Resistencia a los Antimicrobianos, con el
proposito de disponer de informacion actualizada y de calidad que sea Util para
la toma de decisiones de las autoridades de salud y de los programas de control
de infecciones.

Objetivos especificos

1. Disponer de una base de datos con informacion generada por el
laboratorio sobre la resistencia antimicrobiana en microorganismos de
importancia en salud publica seleccionados que permita identificar las
tendencias de |los principales patrones de resistencia a los antimicrobianos
vy la emergencia de nuevos patrones de resistencia, que incluya los de
caracter epidémico.

2. Establecer los mecanismos de recoleccion y referencia de informacion
generada en los laboratorios de bacteriologia de los establecimientos de
salud a la Direccion General de Epidemiologia — Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemiologicos.
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Establecer el flujo para el envio de los microorganismos de interés en salud
publica seleccionados aislados en los laboratorios de bacteriologia al
Laboratorio Nacional de Referencia para la vigilancia de la Resistencia
Antimicrobiana (LNR-RAM) para su caracterizacion.

Disponer de informacion sobre resistencia antimicrobiana en organismos
de importancia en salud publica que circulan en la Republica Mexicana.
Divulgar la informacion generada respecto a la resistencia antimicrobiana
de manera periddica a las partes interesadas.

Dar a conocer los procedimientos de examen para la deteccion de la
resistencia antimicrobiana, la caracterizacion de los mecanismos de
resistencia y los requisitos técnicos que aseguren la confiabilidad vy
oportunidad de los resultados obtenidos por laboratorio en los Estados
Unidos Mexicanos.

Evaluar el sistema de vigilancia por laboratorio de la resistencia
antimicrobiana para identificar debilidades y oportunidades de mejora.

Campo de aplicacion

La presente guia es de observancia obligatoria en el territorio nacional para todos
los laboratorios que realicen pruebas de laboratorio para la determinacion de
susceptibilidad o resistencia a los antimicrobianos.

Antecedentes

Las enfermedades infecciosas contindan siendo un problema prioritario de salud
publica a nivel mundial. Este problema de gran magnitud ha dado origen al Plan
de Accion mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud, cuyo proyecto establece cinco objetivos
estratégicos:

1.

Mejorar la concienciacion y la comprension con respecto a la resistencia a
los antimicrobianos a través de una comunicacion, educacion y formacion
efectivas;

2. Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la
investigacion;
3. Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de
saneamiento, higiene y prevencion de las infecciones;
4 Utilizar de forma o6ptima los medicamentos antimicrobianos en la salud
humanay animal;
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5. Preparar argumentos econdmicos a favor de una inversion sostenible que
tenga en cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la
inversion en nuevos medicamentos, medios de diagnostico, vacunas y
otras intervenciones.

El incremento de la resistencia antimicrobiana es un problema complejo que
requiere una respuesta multidisciplinaria por las instituciones médicas
gubernamentales y privadas. En México, en el ano 2015, se informaron los 28
principales agentes etioldgicos, entre los que estan los microorganismos del
grupo ESKAPE y donde se destaca con la frecuencia mas elevada a Escherichia
coli, seguida por Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii. La resistencia mas elevada
se encuentra en el intervalo del 30 al 37% en A. baumanni y E. coli para
ciprofloxacina y también para cefalosporinas de tercera generacion, ceftriaxona
y cefepima (Informe RHOVE, 2015).

Lista de patégenos prioritarios para la OMS

Como es posible leer en el portal de la OMS, con la finalidad de reforzar la
vigilancia a nivel mundial de los microorganismos resistentes a antimicrobianaos,
se integro la lista de patdégenos prioritarios para la OMS, con el apoyo de la
Division de Enfermedades Infecciosas de la Universidad Tubingen (Alemania),
mediante una técnica de analisis de decisiones de multiples criterios
desarrollada por un grupo de expertos internacionales.

La Ultima actualizacion de esta lista se realizd en 2024.

Los criterios para incluir patégenos en la lista fueron: el grado de letalidad de las
infecciones que provocan; numero de casos nuevos anualmente; el hecho de que
el tratamiento requiera o no hospitalizacion prolongada; complicaciones y
secuelas; la frecuencia con que presentan resistencia a los antimicrobianos
existentes; la facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a
personas y entre personas; si las infecciones que provocan pueden o nNO
prevenirse (por ejemplo, mediante una buena higiene y vacunacion); cuantas
opciones terapéuticas quedan; y si se estan investigando y desarrollando nuevos
antimicrobianos para tratar las infecciones que causan.

En la lista de prioridad critica se incluyen microorganismos multirresistentes
especialmente peligrosas en hospitales, hogares de cuidado cronico y entre
pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos invasivos como
ventiladores y catéteres intravenosos.
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En los niveles de prioridad elevada y media, se incluyen microorganismaos cuya
farmacorresistencia va en ascenso y que estan relacionados, en muchos casos,
con enfermedades adquiridas en la comunidad.

Prioridad 1 - critica

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos: Clasificado como uno de
los seis mas importantes microorganismos Gramnegativos multirresistentes a
nivel mundial. Causa infecciones, principalmente adquiridas en el hospital, que
comprometen pulmones, sangre e infecciones posquirdrgicas. Puede causar
brotes hospitalarios.

Enterobacterales resistentes a Cefalosporinas de tercera generacion.

Enterobacterales resistentes a carbapenémicos: Son los microorganismos mas
frecuentemente aislados en unidades de cuidados intensivos en Latinoameérica.
A pesar de gue existen nuevos medicamentos disponibles para su manejo, ya se
encuentra resistencia emergente y combinaciones de diversas enzimas, lo que
limita las opciones terapéuticas. Se asocian a elevada mortalidad.

Aspergillus fumigatus: es un hongo ambiental ubicuo que puede infectar a los
humanos y causar aspergilosis. Se inhala del ambiente, causando
predominantemente enfermedad pulmonar, pero puede diseminarse a otros
sitios, como el cerebro. Aspergilosis es un término utilizado para un amplio
espectro de infecciones que van desde una reaccion alérgica, colonizacion y
enfermedad semiinvasiva hasta aspergilosis invasiva aguda. La aspergilosis
invasiva resistente a los azoles es una enfermedad con una tasa de mortalidad
muy alta.

Candida albicans: es un hongo patdégeno que puede ser parte del microbioma
humano sano, pero puede también causar infecciones en las mucosas o producir
candidiasis invasiva. La candidiasis invasiva es una enfermedad potencialmente
mortal. El tratamiento es posible y la resistencia a los antifungicos sigue siendo
poco frecuente.

Cryptococcus neoformans: es un hongo patdégeno oportunista. La criptococosis
se adquiere por via respiratoria cuando se inhalan hongos del ambiente. La
criptococosis cerebral es una enfermedad potencialmente mortal a pesar de la
terapia antifungica. Aunque las pautas de tratamiento estan bien establecidas
para los principales grupos de riesgo (pacientes que viven con VIH), los
antifungicos recomendados no estan disponibles en muchos paises, y no hay
pautas claras para los grupos de riesgo que no son VIH positivos.
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Candida auris. es una levadura que puede producir candidiasis invasiva, una
enfermedad con alta mortalidad. C. auris tiene un alto potencial de brotes y ya
ha producido varios brotes hospitalarios. Es intrinsecamente resistente a la
mayoria de los antifungicos disponibles y algunas cepas son panrresistentes.
Dificil de identificar por técnicas convencionales. Aunque las pautas de
tratamiento estan bien establecidas, los antifungicos recomendados no estan
disponibles en muchos paises. Las medidas preventivas no estan bien
establecidas.

Prioridad 2 - elevada

Salmonella Typhi resistente a fluoroguinolonas: Se asocia con diversas infecciones
desde leves a severas y relacionadas con animales mascota y alimentos
contaminados (carnicos, aguas y lacteos). La resistencia en las Salmonellas no
tifoideas va en aumento en Latinoameérica.

Shigella spp resistente a fluoroquinolonas: Causa infecciones gastrointestinales
invasivas y se asocia a alta mortalidad, principalmente en poblacion pediatrica.
La resistencia a Ciprofloxacina viene en aumento, en especial para las especies S.
flexneriy S. sonnei.

Enterococcus faecium resistente a vancomicina: Responsable de infecciones
como endocarditis, infecciones urinarias e intraabdominales asociadas a
peritonitis terciarias. Puede causar brotes a nivel hospitalario.

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos: Tiene la capacidad de
generar resistencia a todos los antibioticos, incluyendo las nuevas moléculas. Se
asocia principalmente a infecciones en la sangre, los pulmones, las vias urinarias
vy las heridas quirdrgicas. Con elevada mortalidad.

Salmonella No-Tifoidea resistente a fluoroquinolonas: Se asocia con diversas
infecciones desde leves a severas y relacionadas con animales mascota vy
alimentos contaminados (carnicos, aguas y lacteos). La resistencia en las
Salmonellas no tifoideas va en aumento en Latinoameérica.

Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas de tercera generacién y
fluoroquinolonas: Es el agente causal de la gonorrea, una de las cuatro principales
infecciones de transmision sexual en el mundo. La resistencia para este
microorganismo va en aumento con reportes de resistencia a Ceftriaxona en
Europa y Asia Pacifico.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina: Se asocia a infecciones de la piel y
tejidos blandos, osteomielitis, neumonias adquiridas tanto en la comunidad,
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como en el hospital y endocarditis. A pesar de las opciones terapéuticas
disponibles puede causar infecciones refractarias al tratamiento de alta
mortalidad.

Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata): es una levadura comensal que
puede ocasionar candidiasis invasiva. La mortalidad por candidiasis invasiva
debida a N. glabrata oscila entre al 20 y el 50%. Las medidas preventivas para
enfermedades invasivas Nno estan bien establecidas. Se dispone de directrices de
tratamiento, aunque la resistencia a los antimicrobianos esta aumentando y
plantea un desafio.

Fusarium spp. (Fusarium solani (FSSC), Fusarium oxysporum (FOSC), Fusarium
fujikuroi (FFSC), F. verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai): Pertenecen a un
gran género de hongos filamentosos distribuidos globalmente que se
encuentran en la naturaleza y pueden infectar a los humanos y causar fusariosis.
La fusariosis invasiva es una enfermedad potencialmente mortal, con una tasa
de mortalidad entre el 43% y el 67%. El tratamiento es dificil debido a la
resistencia innata a muchos de los agentes antimicoticos disponibles
actualmente.

Candida parapsilosis: es una levadura que puede formar parte del microbioma
humano sano pero que también provoca una infeccion invasiva. Su propension
a formar biopeliculas la convierte en una preocupacion particular para las
infecciones provenientes de un cateterismo venoso central. La candidiasis
invasiva es una enfermedad con una tasa de mortalidad que oscila entre el 20%
y el 45%. A pesar de algunos desafios relacionados con la resistencia a los
antimicrobianos, existen tratamientos eficaces. Dado que la infeccidon suele
asociarse con vias venosas centrales, son importantes las intervenciones basadas
en evidencia que, cuando se realizan en conjunto, tienen mejores resultados que
si se practican de manera individual.

Histoplasma spp. (H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii):
son patogenos distribuidos globalmente que causan histoplasmosis. La
histoplasmosis diseminada afecta especialmente a pacientes
inmunodeprimidos, pero también puede infectar a personas sanas. Este género
tiene el potencial de producir brotes. La histoplasmosis diseminada es una
enfermedad potencialmente con una tasa de mortalidad que oscila entre el 21%
y el 53% en pacientes que viven con VIH.

Mucorales (Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Cunninghamella, y Absidia): es un gran
grupo de hongos formado por diferentes géneros. Los mucorales estan
distribuidos globalmente y causan un amplio espectro de infecciones
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denominadas mucormicosis. Los mucorales infectan particularmente a
pacientesinmunocomprometidos, pero pueden ocurrir en agquellos con diabetes
mellitus poco controlada y en aquellos que han sufrido traumatismos,
particularmente lesiones en la piel y los tejidos blandos. La mucormicosis invasiva
es una enfermedad potencialmente mortal. Se encuentran tratamientos
disponibles con agentes antifungicos y cirugia.

Candida tropicalis: es una levadura que puede formar parte del microbioma
humano sano pero que también es capaz de provocar infecciones invasivas. La
infeccion invasiva pone en peligro la vida, con una mortalidad que oscila entre el
55% y el 60% en adultos y entre el 26% y el 40% en pacientes pediatricos. Las
medidas preventivas especificas no estan descritas.

Agentes causales de eumicetoma (Madurella spp, Falciformispora senegalensis,
Curwvularia lunata, Scedosporium spp, Zopfia rosatii, Acremonium sppy Fusarium
spp): El eumicetoma es una infeccion del tejido profundo asociada con una
discapacidad significativa. Puede ser causada por varios patégenos fungicos que
ingresan al cuerpo a través de grietas en la piel. Se desconoce la incidencia global.
El eumicetoma es especialmente prevalente entre los paises de bajos vy
medianos ingresos, ademas parece tener una variabilidad geografica
significativa. Aungue hay tratamientos antimicoticos disponibles y la resistencia
Nno se considera un problema importante, con frecuencia es necesaria la
amputacion del area afectada.

Prioridad 3 - media

Streptococcus del Grupo A resistentes a macrdlidos

Streptococcus pneumoniae resistentes a macrdlidos: Asociado a infecciones
como otitis media aguda, sinusitis, neumonia y meningitis adquirida en la
comunidad.

Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina: Se relaciona con infecciones
adquiridas en comunidad como otitis media aguda, sinusitis, meningitis y
neumonias.

Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina: Asociado a infecciones
como otitis media aguda, sinusitis, neumonia y meningitis adquirida en la
comunidad.

Coccidioides spp (Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii): son algunos de
los hongos patdégenos mas virulentos. La coccidioidomicosis se adquiere por via
respiratoria  cuando se inhalan hongos del medio ambiente. La
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coccidioidomicosis invasiva es una enfermedad potencialmente mortal,
especialmente en pacientes vulnerables, pero también puede infectar a
pacientes sanos. Las directrices de tratamiento estan bien establecidas, pero se
ven amenazadas por las altas tasas de resistencia a los antifungicos.

Pichia kudriavzeveii (Candida krusei). es una levadura patdogena que puede
provocar infecciones en las mucosas o producir candidiasis invasiva. La
candidiasis invasiva es una enfermedad potencialmente mortal. El tratamiento
es posible y la resistencia a los antifungicos es motivo de preocupacion, ya que el
acceso asequible a un régimen de tratamiento eficaz aun es limitado.

Cryptococcus gattii: es un hongo patogeno distribuido globalmente,
tradicionalmente descrito con mayor frecuencia en areas tropicales vy
subtropicales, aunque puede adaptarse a diferentes ambientes templados. Las
enfermedades invasivas ponen en peligro la vida y la mortalidad suele oscilar
entre el 10% y el 25%. Las personas inmunodeprimidas corren un mayor riesgo,
pero las personas sanas también pueden verse afectadas. Existen directrices de
tratamiento para la infeccion por C. gattii y la resistencia sigue siendo baja,
aunque los medicamentos clave con frecuencia no estan disponibles en los
paises de bajos y medianos ingresos.

Paracoccidioides spp, (Paracoccidioides brasiliensis, Paracoccidioides [utzii). Son
hongos patdgenos que se adquieren por via respiratoria cuando se inhalan
esporas del medio ambiente. La paracoccidioidomicosis es una enfermedad con
una mortalidad media a pesar del tratamiento antifungico. Las personas
inmunocomprometidas corren un mayor riesgo, pero el patdégeno también
puede infectar a personas sanas. El tratamiento esta bien establecido, pero los
antifungicos no estan disponibles en muchos paises.

Otros de Prioridad

Meyerozyma guilliermondi (Candida guilliermondii), Candida dubliniensis,
Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr) Candida lusitaniae, Candida
metapsilosis, Candida orthopsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Candida
duobushaemulonii, Candida  haemulonii, Candida  pseudohemulonii,
Rhodotorula, mucilaginosa, Trichosporon asahii, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Aspergillus terreus, Sporothrix spp. (Sporothrix schenckii, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana), Blastomyces dermatitidis.
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Organizacion del Sistema Nacional de Vigilancia por Laboratorio
de la Resistencia Antimicrobiana

Componentes del Sistema Nacional de Vigilancia por Laboratorio
de la RAM

Los componentes esenciales para la vigilancia por laboratorio de la RAM se
encuentran en diferentes niveles con base en su ambito de responsabilidad.

Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)

Laboratorio del nivel federal, designado por la autoridad sanitaria, descrito en
leyes, reglamentos o normas oficiales mexicanas. Es el responsable de la rectoria
y coordinacion nacional de las actividades destinadas a la vigilancia en salud
publica a nivel nacional en el componente de Vigilancia Epidemioldgica, de
acuerdo con la normativa vigente en México. Esta funcion es atribucion exclusiva
del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez
Baez" (INDRE).

Laboratorio Rector para el Diagndstico

Laboratorio adscrito al LNR, que tiene a su cargo los servicios de diagnostico,
control de calidad, evaluacion del desempeno y referencia que funge como
rector de una o mas redes con uno o mas metodos de analisis especificos. En el
contexto de la vigilancia de la resistencia antimicrobiana, esta funcién es
atribucion exclusiva del Laboratorio de Resistencia Antimicrobiana del INDRE,
denominado en esta guia como Laboratorio Nacional de Referencia para la
Vigilancia de la RAM (LNR-RAM).

Laboratorio Institucional de Referencia (LIR)

Son laboratorios de las instituciones Publicas o Privadas del Sistema Nacional de
Salud (Reconocidos como LIR por cada institucion), destinados a apoyar la
vigilancia en salud publica; cuentan con el servicio de diagndstico vy
reconocimiento a la competencia técnica que opera bajo un sistema de gestion
integral de acuerdo con las politicas y procedimientos emitidos por el LNR. Estos
laboratorios cuentan con la capacidad y competencia de realizar, por lo menos,
3 de las metodologias establecidas por el LNR-RAM. Ademas, estos laboratorios
coordinan la red de su institucion y fungen como nexo entre el LNR y los
laboratorios locales.
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Laboratorio de Apoyo a la Vigilancia Epidemiolégica (LAVE)

Son laboratorios de las instituciones del Sistema Nacional de Salud que son parte
de la Administracion Publica Federal (APF), destinados a apoyar la vigilancia en
salud publica; cuentan con el servicio de diagnostico y reconocimiento a la
competencia técnica que opera bajo un sistema de gestion integral de acuerdo
con las politicas y procedimientos emitidos por el LNR. Estos laboratorios
cuentan con la capacidad y competencia de realizar menos de 3 de las
metodologias establecidas por el LNR_RAM.

Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP)

Los LESP son instancias designadas por la Secretaria de Salud a nivel estatal, que
apoyan lavigilancia en salud publica mediante el diagndstico y el aseguramiento
de la calidad con base en las politicas y procedimientos emitidos por el LNR. Son
el laboratorio de referencia para los laboratorios de |la red estatal, con el propdsito
de orientar la toma de decisiones en la entidad federativa, a nivel regional,
nacional e internacional.

Laboratorio Local de Microbiologia

Laboratorio que tiene un area de microbiologia y que forma parte de un hospital,
0 que depende de la jurisdiccion sanitaria o de un centro de salud y que forma
parte de la red estatal de laboratorios que opera bajo las directrices del LESP o
LIR en apoyo a la vigilancia en salud publica; cuenta con un marco analitico
limitado basado en su capacidad de respuesta y en la relevancia de la vigilancia
para el area geografica que representa.

Unidad de Primera Atencién Médica

Representa el primer contacto con los pacientes, y consiste en llevar la atencion
meédica lo mas cerca posible al paciente, ya sea a su comunidad, a su trabajo, 0 a
donde lo requieran. Esta integrado por unidades meédicas ambulatorias y su
estructura puede ser desde un solo consultorio o muchos de ellos, algunas
cuentan con laboratorio y estudios de imagen, siendo su caracteristica principal
el hecho de ser ambulatorio. La red de consultorios privados también entra en
este primer nivel de atencion.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 23 de 264
2024



Microorganismos seleccionados para la vigilancia de la RAM

los aislamientos
la Tabla 1

La vigilancia de la resistencia antimicrobiana incluye a
microbianos que cumplan con los requisitos descritos en

Microorganismos sujetos a vigilancia (Microorganismos, fenotipo de resistencia
y tipo de muestra de donde ha sido obtenido el aislamiento) provenientes de

infecciones adquiridas en la comunidad

(IAC), asi como los aislamientos

asociados con las infecciones adquiridas en la atencion de la salud (IAAS) y otros
Hospitalarios (IH).

Caracteristicas

Tabla 1. Microorganismos sujetos a vigilancia

Microorganismo

Fenotipo de
resistencia
prioritario

Tipos de muestra sujetos a
vigilancia

Periodicidad de
derivacion

. .. i i Sangre
Acinetobacter baumannii Regstenfua'a ) 9
. Carbapenémicos Orina :
Bacilos Gram Resist i Secreciones bronquiales ITAREEIEIES
negativos no Pseudomonas aeruginosa ES'S enciaa o 4 .
fermentadores de Carbapenémicos Liquido cefalorraquideo
lalactosa Stenotrophomonas Reasteﬁua @ )
o Trimetoprim con Sangre Inmediato
maltophilia
Sulfametoxazol
Enterobacterales: PIEEIETDES €2
o ; Betalactamasa de
Escher/ch/o coli espectro Sangre Semanal®
Risisieic o extendido BLEE® Orina
Serratia spp. Secreciones bronquiales
Bacilos Gram Proteus spp. Resistencia a T 4 5 i
negativos Enterobacter cloacae o Liquido cefalorraquideo Inmediato
Carbapenémicos
fermentadores de | complex
la lactosa - -
Klebsiella pneumoniae ReS|sten/(:|a'a Todos Inmediato
Carbapenémicos
Salmonella spp. TodosP Heces b
Shigella spp. TodosP Heces b
Resistencia a
Meticilina
SARM/MRSA) Sangre ‘
Staphylococcus aureus ( o . ) Inmediato
phy Sensibilidad Liquido cefalorraquideo
disminuida a la
Vancomicina
Sangre
Cocos Gram Zg:ﬁﬁggi?ggs Todos® Secreciones bronquiales Inmediato®
positivos Liquido cefalorraquideo
. Resistencia a
Enterococcus faecium S
Vancomicina Sangre
Orina Inmediato
. Resistencia a Liquido cefalorraquideo
Enterococcus faecalis o
Vancomicina
Exudado uretral o
Cocosy ‘ ' cervicouterino
Cocobacilos Neisseria gonorrhoeae Todos ) Semanal
. Exudado endocervical
Cram negativos .
Exudado nasofaringeo
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. Exudado Anal
Haemophilus influenzae Todos® * Séngre _ Inmediato®
. Liquido cefalorraquideo
Neisseria meningitidis Todos® . Liquido cefalorraquideo Inmediato®
. Sangre
. Orina
. Punta de catéter
e Hisopadode
Candida auris Todos ; A><|I_a 2imsle Inmediato
Nariz
v Orofaringe
v' Canal externo del oido
v Vagina
v Recto
Pichia kudriavzevii Todos
(Candida krusei)
Nakaseomyces glabrata
(Candida glabrata) Treoetes
. o . Sangre
Candida parapsilosis Todos e Orina
) ) Resistente a e  Exudado orofaringeo Inmediato
Candida albicans fluconazol e  Exudadovaginal
. Punta de catéter
Candida tropicalis Todos
Meyerozyma
guilliermondii (Candida Todos
guilliermondlii)
Cryptococcus neoformans Todos ° . Inmediato
. Sangre
Aspergillus fumigatus RSB
fluconazol .
- e  Expectoracion
Aspergillus flavus Ficlejlcsgig;ila ¢  Aspirado traqueal (AT)
e lavado Broncoalveolar
Aspergillus niger Rizslsiteqite 2 Bal Inmediato
fluconazol . Lavado bronquial (LB)
] . Biopsia transbronquial
Histoplasma spp. Todos (BPTB)
e  Minibal (MB)
Coccidioides spp. Todos
. LCR
. Piel
Fusarium spp. Todos O (CemEs - Inmediato
. Expectoracion
. Sangre
. Biopsias
. Biopsia de tejido nasal
Mucorales Todos e  Secreciones respiratorias Inmediato
(AT, BAL, LB,y MB)

Tabla 1. Microorganismos sujetos a vigilancia

a: Muestro sistematico de razén fija: Elija el primer individuo al azar y posteriormente la muestra namero 100
después de la seleccionada, que presente la propiedad analizada y con numeracién continua.
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Ejemplo: muestra 26, 126, 226, 326... etc. con la propiedad buscada (BLEE)

El muestreo sistematico de razén fija es un tipo de muestreo probabilistico donde se hace una seleccion
aleatoria del primer elemento para la muestra, y luego se seleccionan los elementos posteriores utilizando
intervalos fijos o sistemdticos hasta alcanzar el tamario de la muestra deseado. E/ LESP o LIR recolectard las
muestras de todos los laboratorios participantes en su red hasta completar y derivar al INnDRE un maximo
de 1000 aislamientos.

b: De acuerdo a lo establecido en los Lineamientos para la Vigilancia por Laboratorio de la Enfermedad
Diarreica Aguda Bacteriana vigente.

c. De acuerdo a lo establecido en los Lineamientos para la Vigilancia por Laboratorio las infecciones
respiratorias agudas graves e infecciones bacterianas invasivas por Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis y Haemophilus influenzae vigente.

*En rojo resaltan las especies resistentes a los azoles, y resistencia a las equinocandidnas para el caso de C.
auris.

Para derivar microorganismos no incluidos en el listado anterior, comunicarse con el Laboratorio de
Resistencia Antimicrobiana del InNDRE.
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Antimicrobianos seleccionados para la vigilancia de la RAM

La seleccion de agentes antimicrobianos es un proceso dinamico 'y, por lo tanto,
la lista de antimicrobianos seleccionados puede necesitar una actualizacion
frecuente en funcidon de la introduccion de nuevos medicamentos, los cambios
en los antibidticos comunes en la lista de medicamentos esenciales utilizados
por los médicos y la naturaleza de los datos solicitados por el sistema nacional de

vigilancia y en seguimiento a las recomendaciones de directrices
internacionales.

El labortorio debera hacer un reporte selectivo siguiendo el reporte en cascada
establecido en la presente guia o las guias CLSI. Es recomendable que el
laboratorio reporte los resultados al usuario con algun mecanismo que favorezca
la observacion de la Guia AwaRe (Acceso, Precaucion y Reserva) de la OMS para
el uso de antibidticos. El reporte de resultados puede dejar en primer lugar los
antimicrobianos de acceso, seguidos por los antimicrobianos de Precaucion y
por ultimo los de Reserva (Tabla 2). EI LNR asi como los LIR podran reportar al
usuario inmediato el antibiograma completo Unicamente con fines de la
vigilancia de la RAM.

Tabla 2. Clasificacion de los antimicrobianos modificado de la Guia AwaRe (Acceso, Precaucion y Reserva) de la
OMS para el uso de antibidticos

Amoxicilina
Amoxicilina + Acido clavulanico Aminopenicilinas
Ampicilina
Penicilina (Bencilpenicilina o Fenoximetilpenicilina L
. Penicilinas naturales
potasica)

Cloxacilina (Dicloxacilina) Isoxazolil penicilinas
Cefalex‘maw Cefalosporinas de 1¥ generacion
Cefazolina

Clindamicina Lincosamidas
Cloranfenicol Fenicoles
Tetraciclina Tetraciclinas de 1* generacion
Doxiciclina Tetraciclinas de 2% generacion
Espectinomicina
Gentamicina Aminoglicésidos
Amikacina
Metronidazol Nitroimidazoles
Nitrofurantoina Nitrofuranos
: Tr'lmetoprlma Diaminopirimidinas y Sulfamidas
Trimetoprima - Sulfametoxazol
Grupo de Precaucién
Cefuroxima
Cefixima
Cefotaxima Cefalosporinas de 2% a 57 generacion
Ceftazidima
Ceftriaxona
Aztreonam Monobactames
Ciprofloxacino Fluoroquinolonas

1 Se considera del grupo de precaucién para fines distintos a la profilaxis en cirugia.
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Ofloxacino
Azitromicina
Claritromicina Macrélidos
Eritromicina
Meropenem Carbapenémicos
Piperacilina - Tazobactam Ureidopenicilinas con inhibidores de B-lactamasas
Vancomicina Glucopéptidos
Cefiderocol Cefalosporinas de 6° generacion
Ceftazidima- Avibactam Cefalosporinas con inhibidores de B-lactamasas
Fosfomicina Fosfomicinas
Linezolid 2-Oxazolidonas
e Y e e Carbapenémicos con inhibidores de serino- B-
lactamasas
Plazomicina Aminoglucdsidos de nueva generacion
Polimixina B S
Colistina (Colistimetato) Rellz=itieles

Tabla 2. Clasificacién de los antimicrobianos modificado de la Guia AwaRe (Acceso, Precauciéon y
Reserva) de la OMS para el uso de antibidticos

Aunque cada laboratorio debe determinar su propio nivel de pruebas de
susceptibilidad que sera adecuado para proporcionar datos esenciales para la
toma de decisiones de salud publica y relevante para la situacion de su ambito
de responsabilidad se deben probar al menos los antibidticos indicados en las
siguientes tablas.

Tabla 3. Antimicrobianos evaluados en bacterias de frecuente aislamiento
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Cefaclor u
CEFALOSPORINAS DE TERCERA GENERACION
Cefotaxima [ [ [ [ [ [ u u
Ceftriaxona [] [] [] u u u u ] u
Ceftazidima u u u u u u
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Tabla 3. Antimicrobianos evaluados en bacterias de frecuente aislamiento
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Tabla 3. Antimicrobianos evaluados en bacterias de frecuente aislamiento
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Tabla 4. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente aisladas (Parte 1)
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Tabla 4. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente aisladas (Parte 1)
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Tabla 4. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente aisladas (Parte 1)

aisladas (Parte 2)

Tabla 5. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente
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Tabla 5. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente
aisladas (Parte 2)
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Tabla 5. Antimicrobianos evaluados en bacterias fastidiosas o raramente aisladas (Parte 2)

Tabla 6. Antimicrobianos evaluados en hongos
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Tabla 6. Antimicrobianos evaluados en hongos
Simbologia empleada en las tablas:

e Los caracteres en color negro identifican a los antimicrobianos que deben ser evaluados y reportados de rutina de
forma primaria al usuario (Primera linea) y deben reportarse al sistema de vigilancia.
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. Los caracteres en color verde identifican a los antimicrobianos que deben ser evaluados de forma rutinaria, pero
cuyo reporte se debe apegar al reporte en cascada de acuerdo a las necesidades del usuario (Segunda linea) y
deben reportarse al sistema de vigilancia.

e  Los caracteres en color naranja identifican a los antimicrobianos que deben ser evaluados de forma rutinaria en
instituciones que atienden a pacientes de alto riesgo de microorganismos multi-resistentes, pero solo deben ser
reportados al usuario de acuerdo al reporte en cascada (Tercera linea) y deben reportarse al sistema de vigilancia.

. Los caracteres en color rojo identifican a los antimicrobianos que pueden ser evaluados bajo solicitud del clinico
si los antimicrobianos de primera, segunda y tercera linea no son (tiles por diversos factores (Cuarta linea), deben
reportarse al sistema de vigilancia, sélo si se cuenta con el dato.

a: Solo para S. aureus

b: Sélo probar alta carga

c: Solo para H. influenzae

d: Solo para S. pyogenes, S. agalactiae y S. dysgalactiae

e: Solo para el grupo S. anginosus (S. anginosus, S. intermedius y S. constellatus)

f: Primera linea para gram positivos y cuarta linea para gram negativos

g: Solo para Vibrio spp (No probar en V. cholerae)

h: Solo para Vibrio cholerae

i Incluye Pseudomonas spp. Y otros bacilos gram negativos no fastidiosos no fermentadores de glucosa excepto P.
aeruginosa, Acinetobacter spp, Burkholderia cepacia complex y Stenotrophomonas maltophilia

j: Para muestras de orina. Las formulaciones lipidicas de Amfotericina B no alcanzan concentraciones adecuadas en
orina y no deben ser usadas para el tratamiento de ITUs. Pequerios porcentajes de amfotericina B de formulaciones
lipidicas se recuperan desde orina después de su administracién sistémica a comparacién de la alta recuperaciéon de
deoxicolato de amfotericina B.

k: De reporte rutinario para muestras del Sistema Nerviosos Central (Tejido cerebral, material de abcesos), Liquido
cefaloraquideo, muestra ocular (Cornea, Acuoso, Vitreo).

I Si se prueban azoles en muestras de orina, este es el Unico que se debera reportar. Se podran reportar otros azoles
por solicitud del clinico.

m: Evaluar solo por solicitud del clinico para muestras del Sistema Nerviosos Central (Tejido cerebral, material de
abcesos), Liquido cefaloraquideo, muestra ocular (Cornea, Acuoso, Vitreo). Reportar si se cuenta con el dato.

n: De reporte rutinario para muestras del Sistema Nerviosos Central (Tejido cerebral, material de abcesos), Liquido
cefaloraquideo, pero no en muestra ocular (Cornea, Acuoso, Vitreo) ni muestra de orina. Pueden ser evaluadasy
reportadas en muestra de orina solo por solicitud del clinico.

o: Incluye Candida parapsilosis, Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis

U: Probar solo en aislamientos urinarios
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Seleccion de Laboratorios para la vigilancia de la RAM

La seleccion de laboratorios para formar la red de vigilancia de resistencia
antimicrobiana es crucial para la implementacion exitosa de programas de
vigilancia de RAM en los seres humanos. El principal objetivo del establecimiento
de la red de laboratorios es lograr la conformidad y armonizacion de los
procedimientos para las pruebas de sensibilidad mediante la formulacion de
procedimientos basados en las directrices del Instituto de Estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI). El laboratorio que forme parte de la red debe
garantizar los recursos necesarios, la validez de los resultados y control de los
datos.

La seleccion de los laboratorios se realiza por etapas dependiendo de los recursos
disponibles y de acuerdo a los siguientes requisitos:

1. Contar con un método automatizado para la identificacion y la
determinacion de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos.

2. Para la vigilancia de hongos filamentosos, contar con una metodologia
implementada para el aislamiento de hongos filamentosos a partir de
muestras clinicas.

3. Contar con los puntos de corte CLSI actualizados en los equipos
automatizados.

4. Contar con las cepas de referencia requeridas para la identificacion y
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de acuerdo con lo
establecido por el fabricante del equipo empleado.

5. Contar con la capacidad técnica-cientifica de conservacion de las cepas de
referencia, asi como otros estandares de referencia necesarios para el
proceso.

6. Contar con capacitacion especifica para la determinacion de Ia
susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos por parte de un
laboratorio capacitado por el INDRE.

7. Participar en un programa de control de calidad externo provisto por el
Laboratorio Institucional de Referencia y/o un laboratorio acreditado para
tal fin.

Ademas de cumplir con los requisitos anteriores, los Laboratorios Estatales de
Salud Publica y los Laboratorios institucionales de Referencia deberan:

8. Contar con la capacidad técnico-cientifica de determinar la susceptibilidad
y resistencia a los antimicrobianos, asi como la deteccion de mecanismos
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de resistencia establecidos por el INDRE, por al menos dos de los siguientes
meétodos

a. Método de Difusion de Disco

b. Método de Concentracion Minima Inhibitoria

c. Métodos de Amplificacion de Acidos Nucleicos (PCR/ gPCR)

9. Contar con evidencia de haber sido capacitado por el INDRE, en las
metodologias enlistadas previamente.

10. Contar con los puntos de corte CLSI actualizados para las metodologias
realizadas.

11. Participar en el Programa de Control de Calidad (PCC) del Laboratorio
Nacional de Referencia en el area de identificacion microbioldgica, asi
como susceptibilidad y resistencia a antimicrobianos.

12. Implementar un programa de capacitacion en vigilancia de la RAM por
laboratorio para sus unidades dependientes.

En cuanto a la vigilancia de la RAM en la comunidad participan unidades de
primera atencion médica que al menos tengan capacidad para la toma de
muestra y su envio al siguiente nivel de atencion. Las unidades seran
seleccionadas por cada Laboratorio Institucional de Referencia de acuerdo a sus
propios procedimientos.

Funciones de los integrantes de la Red para la Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos

Funciones de las Unidades de Primera Atencidon Médica (Vigilancia Comunitaria)

1. Realizar la toma de muestra de los pacientes que cumplan con la
definicion de caso sospechoso o caso probable definida en los
lineamientos especificos, asi como el Manual de Vigilancia Epidemioldgica
Convencional de Casos Nuevos de Enfermedad. Definiciones
Operacionales de Enfermedades Sujetas a Vigilancia Convencional
emitido por la Direccion General de Epidemiologia.

2. Remitir las muestras al laboratorio local de microbiologia asignado, asi
como su soporte documental definido por cada institucion.
3. Una vez recibidos los resultados de laboratorio, comunicarlos al usuario o a

la parte interesada.
Funciones de los laboratorios a nivel local o jurisdiccional (Nivel 1)

1. Cumplir con los lineamientos especificos para el diagndstico de la
patologia bacteriana o fungica. Una vez confirmado el agente etioldgico,
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realizar el antibiograma basico al aislamiento por metodologias
automatizadas.

Reportar los resultados de antibiograma de las cepas identificadas
(totalidad de susceptibles y resistentes) de acuerdo a las instrucciones que
le proporcione su institucion, asi como lo establecido en la presente guia.
Participar en el Programa de Control de Calidad que organice a nivel
estatal cada institucion.

Recibir y contar con evidencia de capacitacion especifica en temas
inherentes a la resistencia antimicrobiana.

Derivar los aislamientos bacterianos o fungicos al laboratorio de nivel 2 de
acuerdo con lo establecido en la Tabla 1.

Funciones de los Laboratorios Estatales de Salud PuUblica, Laboratorios
Institucionales de Referencia y Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia
Epidemioldgica (Nivel 2)

1.

2.

©

10.

Identificar la resistencia a los antimicrobianos por las metodologias
establecidas en el presente documento.

Enviar al INDRE los aislamientos que cumplan con los criterios de
derivacion establecidos en la Tabla 1.

Emitiren tiempoy forma los resultados de los examenes de laboratorio,
de acuerdo con el estandar de servicio establecido por cada
metodologia.

Notificar al 6rgano normativo estatal correspondiente los resultados de
las pruebas.

Mantener cada resultado, en un respaldo fisico o electrénico, por lo
menos durante 5 anos después de ser emitido, a partir de la fecha de
implementacion de esta guia.

Coordinar y supervisar a los laboratorios locales que realicen el analisis
de las cepas para la vigilancia epidemiologica de la RAM de acuerdo a
los procedimientos, métodos y técnicas estandarizadas en la presente
guia.

Analizar la informacion generada correspondiente a la resistencia
antimicrobiana, agentes infecciosos, brotes y de acuerdo con las
necesidades estatales.

Participar en la Evaluacion del Desempeno del INDRE.

Organizar el Programa de Control de Calidad para evaluacion de la red
local y enviar copia del informe del analisis de resultados obtenidos al
INDRE.

Capacitar en el area de Resistencia Antimicrobiana al personal de los
laboratorios locales y demas instituciones del Sector Salud que lo
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11

12.

13.

soliciten en su entidad de acuerdo con las necesidades detectadas
para la participacion en la vigilancia de la RAM.

Solicitar capacitacion al InDRE, para el personal adscrito al
LESP/LIR/LAVE de acuerdo a las necesidades detectadas en el trabajo
rutinario.

Colaborar y/o elaborar trabajos de investigacion operativa que
proporcionen informacion prioritaria estatal, unavez que los protocolos
sean aceptados por los comités de investigacion.

Apoyar con la preparacion y/o evaluacién de los reactivos y controles
gue utilizan los integrantes de la red.

Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (Nivel 3)

El Laboratorio de Resistencia Antimicrobiana (LRAM) y el Laboratorio de
Micologia (LMCO) del InDRE, como LNR son el 6rgano normativo para la
caracterizacion y vigilancia de la resistencia antimicrobiana en Méxicoy entre sus
funciones se encuentran:

Establecer las reglas y los mecanismos para la derivacion o referencia de
aislados de interés en RAM por niveles.

Establecer la metodologia para realizar las pruebas de susceptibilidad y
resistencia a los antimicrobianos, asi como deteccion y confirmacion de
mMecanismos de resistencia.

Realizar pruebas fenotipicas y genotipicas en aislados seleccionados
recibidos del LESP, LIR o LAVE.

Analizar en profundidad los mecanismos de resistencia antimicrobiana.
Realizar la Evaluacion del Desempeno del INDRE a los LESP/LIR/LAVE.
Proveer capacitacion para la formacion de recursos humanos con base a
las necesidades detectadas.

Proporcionar apoyo técnico a los laboratorios que lo requierany lo soliciten.
Realizar investigacion operativa en apoyo a la vigilancia epidemiologica.
Contribuir a la informacion de orden nacional en materia de diagnostico,
control de calidad, formacion de recursos humanos e investigacion en la
vigilancia epidemiolégica que coadyuve a la toma de decisiones en el
control y prevencion de las enfermedades en el marco del programa
nacional de salud.

Incorporar al Biobanco de Bacteriologia las cepas con mecanismos de
resistencia definidos y de interés para la vigilancia por laboratorio.
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Reglas de derivacidn para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en la
comunidad

La vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en la comunidad se realiza a
través de las Unidades Médicas de Primer Nivel de Atencién, asi como
Laboratorios Locales de Microbiologia seleccionados, vy los laboratorios del INDRE
correspondientes. Se vigilara la Enfermedad Diarreica Aguda Bacteriana (EDA),
Infecciones del Tracto Urinario Bacterianas (ITU), Infecciones de Transmision
Sexual Bacterianas (ITS) e Infecciones fungicas. Las Unidades Médicas de Primer
Nivel de Atencion derivaran las muestras tomadas a un Laboratorio Local de
Microbiologia que pueda realizar la identificacion del agente implicado en la
infeccion, o en caso de no contar con este laboratorio, derivaran las muestras al
Laboratorio Estatal de Salud Publica correspondiente. A su vez, el LESP derivara
las muestras al INDRE para su analisis complementario (Imagen 2).

« Tomade Muestra
+ Aislamiento del Agente Bacteriano

« Tratamiento Empirico - | .
« Antibiograma por Método Automatizado

« EntregadeResultadosal

Paciente + Emision de Resultados a la Unidad
Médica de Primer Nivel de Atencion /
+  Tratamiento ajustado Laboratorio Local

Unidad
Médica
de Primer
Nivel de
Atencién

oy — .

Laboratorio
Estatal de

Salud
Publica

————————— . « Confirmacion de Perfil de
Resistencia por Métodos Estandar

Instituto de Diagnoéstico y
Referencia Epidemiologicos
/ Laboratorio de Resistencia

Antimicrobiana

Pacient « Confirmacién del Mecanismos de
aciente con: Laboratorio Resistencia por Métodos
EDA » Moleculares
Tu Local
TS + Emisién de Resultados al LESP

+ Tomade Muestra
« Aislamiento del Agente Bacteriano
+ Antibiograma por Método Automatizado (Solo si
cuenta con la metodologia implementada de
acuerdo a la presente guia)
+ Emisionde Resultados a la Unidad Médica
de Primer Nivel de Atencion/ Paciente

Imagen 2. Flujo de derivacién de muestras para vigilancia de la RAM a nivel comunitario

Reglas de derivacién para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos a
nivel hospitalario

La vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en el nivel hospitalario se
realiza a través de los laboratorios de cualquier nivel de especialidad que
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cumplan los requisitos técnicos para formar parte de la Red Nacional para la
Vigilancia de la RAM a través de una organizacion en “cascada”.

Para la conformacion de la RNV-RAM se han establecido 3 etapas de integracion
de participantes que incluyen lo descrito a continuacion:

Etapa1- Secretaria de Salud - Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) -
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) e IMSS Bienestar

Etapa 2 - Institutos Nacionales - Dependencias Gubernamentales
(diferentes a SS, IMSS, IMSS Bienestar e ISSSTE) - Instituciones Educativas
- Redes Académicas y de Investigacion

Etapa 3 - Iniciativa Privada

Seran objeto de vigilancia los microorganismos aislados de los sitios 0 muestras
establecidos en la Tabla 1.

Conformacion de la RNV-RAM en |a Etapa 1

La red estara conformada por diferentes subredes de acuerdo con las
instituciones participantes.

Las unidades de primer nivel de atencion médica, derivaran las muestras
tomadas a los laboratorios de primer nivel de especialidad. Los laboratorios de
primer nivel de especialidad reportaran la informacion y derivaran las muestras
al laboratorio de segundo nivel de especialidad de acuerdo con la organizacion
institucional y a los requisitos de la Tabla 1y 46 A su vez, los laboratorios de
segundo nivel de especialidad reportaran la informacion y derivaran las muestras
al Laboratorio Institucional de Referencia de acuerdo a los requisitos de la Tabla
1y 46. En el caso de las redes de instituciones diferentes a la Secretaria de Salud,
el Laboratorio Institucional de Referencia reportara la informacion y derivara las
muestras al Laboratorio Nacional de Referencia de acuerdo a los requisitos de la
Tabla 1 y 46. Este mismo mecanismo sera empleado para el reporte de
resultados de paneles de evaluacion del desempeno (Imagen 3; Flujo en Azul).

En el caso de la implementacion de metodologias, la capacitacion a los
laboratorios y la aplicacion de paneles de evaluacion, se seguira el flujo inverso al
reportado con anterioridad (Imagen 3; Flujo en Verde).

Este mismo esquema sera empleado en la introduccion de nuevos miembros a
la red.
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mplementacién de metodologfas
Capacitacion
Desarrollo de PEED

Muestras

....................... INDRE frreeresansnnannssanannanannny
Derivacion de: =

Informacion .
............................................. B e D e nnnnns . :
.............................. LIR fesssssssssssssnsnnnnnnnnnnnr RNLSP |
32 LESP
...................... L ry
Laboratorio . Laboratorio
de 2do Nivel | : . | de 2do Nivel
A A :
Laboratorio |_: : .| Laboratorio Laboratqrio
de 1er Nivel de ler Nivel de 1e;N'Ve|
FECLRILLLE Mesnamannn . FICLELILREL Lennnns . E --------- LEERRREEET ] E
Unidad de Unidad de Unidad de Unidad de Unidad de Unidad de
ler Nivel de ler Nivel de ler Nivel de ler Nivel de ler Nivel de ler Nivel de
Atencion Atencion Atencion Atencion Atencion Atencion

PEED: Panel de Evaluacién Externa del Desempefio

Imagen 3. Flujo de procesos en la Red Nacional de Laboratorios para la Vigilancia de la RAM
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Deteccion de Susceptibilidad y Resistencia a Antimicrobianos

Pruebas de Identificaciéon y Susceptibilidad Antimicrobiana por
Métodos Automatizados

. PROPOSITO

Establecer la metodologia para la identificacion y prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos para bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como
Hongos levaduriformes de interés epidemioldgico incluidos en métodos
automatizados.

. PRINCIPIO DEL METODO

Los métodos automatizados toman como principio el funcionamiento de la
técnica de Concentracion Minima Inhibitoria. El panel comercial es inoculado
con una suspension estandarizada de indculo microbianoy los resultados se leen
después de la incubacion de tal forma que se pueda determinar, la
concentracion de agente antimicrobiano necesaria para detener el crecimiento
(Concentracion minima bacteriostatica/fungistatica) o para aniquilar al
microorganismo (Concentraciéon minima bactericida/fungicida), ambos casos
contemplados dentro de la Concentracion minima inhibitoria.

La principal diferencia entre los métodos automatizados y los manuales, es que
los primeros pueden arrojar resultados en un corto periodo de tiempo gracias al
uso de dispositivos opticos (fotometros o fluorometros) con gran sensibilidad
capaces de detectar cambios sutiles en la concentracion microbiana, mediante
examinacion periddica del panel.

Los equipos consisten en incubadoras/lectores capaces de leer muy pequenos
volumenes de medio (situacion que resulta imposible para el ojo humano).

1. ALCANCE

Este método aplica a todos los laboratorios o areas de microbiologia (o
equivalentes) que realicen pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en los
Estados Unidos Mexicanos.

V. SISTEMA DE MUESTRA PRIMARIA
Cepa Pura
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V.  TIPO DE CONTENEDORY ADITIVOS

Medio de transporte Amies con carbon

Placas con Agar Sangre de Carnero

Placas con Agar Chocolate

Placas con Agar Sabouraud Dextrosa

Placas con medio nutritivo no selectivo (Base de agar sangre, Agar Nutritivo, Agar
Soya Tripticaseina)

Tubos con medio nutritivo no selectivo

VI.  ESPECIFICACIONES DE DESEMPENO

Cada laboratorio debera verificar el método automatizado que emplee de rutina
para la identificacion y prueba de susceptibilidad a antimicrobianos declarando
los siguientes parametros de especificacion de desempeno que por lo menos
deberan cumplir con lo establecido en los valores esperados en la Tabla 7.

Tabla 7. Criterios de aceptaciéon
Pardmetro Valor de desempefio esperado
> 95% para las especies incluidas en el panel declarados por el
fabricante. Se acepta la identificacion hasta complejo si asi ha
sido declarado por la casa fabricante.
> 95% deben estar dentro del EA
> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

Precision (Reproducibilidad) de
Identificacion

Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

Exactitud Eﬁ i ggZ//z

VME <3%

ME 3%

mE El dato solo es informativo
Sesgo + 30%

Tabla 7. Criterios de aceptacion

Cuando un antibidtico no cumpla con los requisitos antes mencionados, se
deberd identificar en el informe de verificacion, asi como los documentos de la
metodologia empleada en el laboratorio, las limitaciones que se detectaron
durante la verificacion junto con una leyenda de que el resultado para tal
antibidtico debe ser corroborado, antes de su notificacion al usuario, mediante la
metodologia de Concentracion Minima Inhibitoria de acuerdo a los establecido
en la presente Guia. Si no es posible corroborar el resultado de estos antibidticos,
deberan ser omitidos del informe al usuario.

VI, EQUIPOS

e Agitador vortex.
e Cabina de bioseguridad Nivel II.
e EqQuipo automatizado para identificacion y antibiograma.
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e |ncubadora con rango de temperatura de 35 a 37°C.

e Incubadora de CO, con rango de temperatura de 35 a 37°C.
e Micropipetas de 0.5 pL hasta 1000 pL.

e Refrigerador con rango de temperatura de 2 a 8°C.

e Turbidimetro o Nefelometro.

VI, MATERIALES

e Aplicadores de madera estériles.

e Asas estériles.

e Bata estéril y desechable.

e Bolsas para desecho de RPBI.

e Camara de anaerobiosis.

e Contenedor para desechos bioldgico infecciosos (RPBI).

e Contenedor para desechos punzocortantes.

o GCasa.

e GCradilla para tubos de hasta 16 mm de diametro.

e (Cuantes desechables.

e Hisopos estériles de dacron, rayon o nylon.

e Lentesde seguridad.

e Marcador indeleble.

e Mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica
del 95% o mayor) o respirador (N95) contra particulas, plegable.

e Mechero tipo bunsen.

e Pisetas con solucion desinfectante (Hipoclorito de sodio al 1%).

e Portaobjetos.

e Puntas para micropipeta de 0.5 pL a 10 L.

e Puntas para micropipeta de 2 uL a 200 plL.

e Puntas para micropipeta de 10 plL a 1000 uL.

e Soporte para bolsas para desecho de RPBI.

e Tijeras.

e Tubos de Poliestireno estériles con fondo redondo empaqguetados de
forma individual con doble cierre de la tapa (medida segun lo requiera el
turbidimetro a emplear o segun lo establezca el fabricante del equipo
automatizado.

e Tubos de vidrio de 13 x 100 mm con tapon de rosca estériles.

e Tubos estandares de McFarland cuyo rango incluya el 0.5.
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IX.  REACTIVOS Y MATERIALES BIOLOGICOS

IX1.Panel comercial para prueba de identificaciéon y susceptibilidad a los
antimicrobianos

e Bacterias Grampositivas
e Bacterias Gramnegativas
e Bacterias fastidiosas

e Bacterias anaerobias

e Hongos levaduriformes

IX2. Reactivos

e Cloruro de Sodio

e FEtanola9e®

e Hipoclorito de Sodio

e Kitdetincion de Gram

Mezcla Alcohol:Acetona
Solucion de Cristal Violeta
Solucion de Lugol
Solucion de Safranina

o

o

(@)

IX.3. Cepas control

e Acinetobacter baumannii NCTC 13304
e Candida albicans ATCC® 753

e Candida albicans ATCC 10231

e Candida albicans ATCC® 90028

e Candida krusei ATCC® 6258

e Candida parapsilosis ATCC® 22019

e [Enterococcus faecalis ATCC® 29212

e [Enterococcus faecalis ATCC® 51299

e [Enterococcus faecalis ATCC® 33186

e FEscherichia coli ATCC® 25922

e FEscherichia coli ATCC® 35218

e Escherichia coli NCTC 13353

e Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603
e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705
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Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1706
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2146
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2814
Neisseria miningitidis ATCC® 35561
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853
Staphylococcus aureus ATCC® 25923
Staphylococcus aureus ATCC® 29213
Staphylococcus aureus ATCC® 43300
Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976
Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977
Staphylococcus aureus ATCC® BAA-1708
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619
Cualquier otra segun lo establezca el fabricante para el panel empleado

/
/
/
/

IX 4. Medios de Cultivo y Disoluciones

Agar Chocolate (Base de Agar Sangre y Sangre de Carnero o Caballo
Desfibrinada Esteril).

Agar Gelosa Chocolate con Suplemento de Crecimiento Definido al 1%
(Base de Agar GC, Hemoglobina, Isovitalex).

Agar Sangre de Carnero (Base de Agar Sangre y Sangre de Carnero
Desfibrinada Estéril).

Agar Sabouraud Dextrosa.

Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con Cloramfenicol al 50 mg/L.
Medios de Cultivo Liquidos no selectivos (Caldo Soya Tripticaseina, Caldo
Nutritivo o Caldo Infusion Cerebro Corazon).

Medios de Cultivo Solidos no selectivos (Agar Sangre, Base de Agar Sangre,
Agar Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina o Agar Infusion Cerebro Corazon).
Solucion salina al 0.45% o 0.85% estéril (Segun establezca el fabricante del
equipo automatizado).

X. PROCEDIMIENTO

X.1. Consideraciones iniciales

X11.Muestra
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El laboratorio debera contar con un procedimiento escrito para la
ejecucion de la metodologia, asicomo registro de las actividades realizadas
teniendo mayor énfasis en los puntos criticos.

El método automatizado a emplear debera estar verificado de acuerdo a
lo establecido en la presente Guia.

Solo se debera evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos por métodos
automatizados a cepas puras viables con identificacion confirmada
previamente y en el medio de cultivo o transporte adecuado.

Esta metodologia también es aplicable para la identificacion de
microorganismaos por metodos automatizados.

Se realizarda la susceptibilidad a antimicrobianos por meétodos
automatizados como metodologia rapida y exploratoria de la
susceptibilidad a los antimicrobianos de la cepa problema.

El laboratorio debera asegurar la disponibilidad de las cepas de control de
proceso necesarias para la metodologia de acuerdo a lo establecido por el
fabricante y el panel empleado. Las cepas deberan estar conservadas por
un mMmetodo adecuado documentado y contar con la documentacion que
asegure su origen e identidad. El pase empleado como control de la
metodologia no debera exceder al 5° (quinto) desde el vial original.

Si las cepas problema y control cuentan con las caracteristicas de
crecimiento de la Tabla 8, trabaje directamente, de lo contrario, realice una
resiembra para cumplir con los requisitos.

Tabla 8. Medios de Cultivo para propagacién de microorganismos

Microorganismo Medio de cultivo para propagacion Condiciones Tiempo
Haemophilus spp Base de agar chocolate con Suplemento 36°C +1°C en atmosfera 50— 24 h
. . de crecimiento definido al 1% de CO2 al 5%
Neisseria spp
35°C + 2°C en atmdsfera
Streptococcus spp Agar sangre de carnero de COs al 5% 18-20h
Medio de cultivo no selectivo. Ej. Agar
Otros Sangre, Base de Agar Sangre, Agar o o " 3
(No fastidiosos) Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina, Agar 35°C £ 2°C en aerobiosis 18-24h
Infusidn Cerebro Corazon, etc.
Candida spp Agar Sabouraud Dextrosa 35°C + 2°C en aerobiosis 24N

Tabla 8. Medios de Cultivo para propagacién de microorganismos
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NOTA: Las pruebas con Neisseria meningitidis deben ser realizadas en una Cabina de Seguridad Bioldgicae, ya
que la falta de esta practica se asocia con un riesgo incrementado de contraer la enfermedad por
meningococo con una tasa de fatalidad del 50% por exposicién a microgotas o aerosoles. Se debe emplear
proteccién rigurosa contra microgotas o aerosoles. Es recomendable que el personal que trabaja con este
agente estén vacunadas contra el mismo.

X1.2. Medios de cultivo, Disoluciones y Paneles de Susceptibilidad

Cuando reciba un lote nuevo de medios de cultivo, disoluciones o paneles
de sensibilidad, realice evaluaciones de calidad del lote previo a su uso en
muestras problema. Esto incluye la verificacion de la esterilidad,
promocion o inhibicion de crecimiento microbiano segun corresponda,
resultados dentro del valor esperado, etc.

Mantenga un stock necesario de los medios de cultivo, disoluciones y
paneles de susceptibilidad para las actividades programadas y conserve en
las condiciones establecidas por el proveedor.

Si los medios de cultivo, disoluciones y paneles de sensibilidad a emplear
estan en refrigeracion, atempere por lo menos 15 minutos antes de su uso.
En casode que la superficie de los agares contenga un exceso de humedad
(Ej. gotas de condensacion), coloque las placas en una incubadora a 35°C +
2°C o en un gabinete de flujo laminar a temperatura ambiente con las
tapas entreabiertas hasta que el exceso de humedad se retire por
evaporacion (usualmente entre 10 — 30 min).

X.2. Preparacién del Inéculo

Confirme la pureza del microorganismo a evaluar por medio de una
inspeccion visual de la morfologia colonial y realizando una tincién de
GCram a partir del cultivo microbiano.

Genere alicuotas de vehiculo para la preparacion del indculo, de acuerdo al
volumen vy disolucion establecidos por el fabricante del panel de
susceptibilidad, asi como en el tubo indicado por el fabricante.
Estandarice la suspension de indculo a la densidad de la escala de
McFarland, indicada por el proveedor del panel automatizado empleando
un dispositivo fotométrico. Un indculo mas denso, dara lugar a crecimiento
(Falsos resistentes), mientras que un indculo diluido dara lugar a inhibicion
(Falsos sensibles). La densidad Optica a la que se debera preparar el indculo
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puede variar de acuerdo al panel empleado, asi como el microorganismo
evaluado y se debera sujetar a lo que establezca el fabricante.

X2.1. Método directo de suspensién de colonia

El método directo de suspension de colonia, es el método mas
conveniente para preparacion del indculo ya que puede ser empleado con
la mayoria de los microorganismos y se recomienda para la evaluacion de
organismos fastidiosos como N. meningitidis y estreptococos, asi como
para la evaluacion de estafilococos.

A partir de los cultivos obtenidos del numeral X1.1y con ayuda de un asa
bacterioldgica, un hisopo o un aplicador de madera, seleccione colonias de
la placa Petri y suspéndalas en solucion salina estéril o el vehiculo
establecido por el fabricante del panel a emplear.

Ajuste la densidad optica de la suspension con ayuda de un equipo
fotométrico al tubo del estandar de turbidez indicado de McFarland
adicionando mayor cantidad de biomasa microbiana o solucion salina
segun sea el caso.

Una vez lograda la turbidez del indculo, emplee la suspension en un
tiempo menor a 15 min.

X2.2. Método de Crecimiento

De forma alternativa se puede emplear el Método de Crecimiento o
Método de Cultivo en Caldoy es preferible cuando las colonias son dificiles
de suspender directamente y no se puede obtener una suspension fina.
También puede ser usado para organismos no fastidiosos (excepto
estafilococos) cuando no se tienen disponibles colonias frescas (18 — 24 h)
para el método de suspension de colonia.

Seleccione por lo menos de 3 — 5 colonias bien aisladas del mismo tipo
morfologico de una placa de cultivo, usando un asa, un hisopo o un
aplicador de madera estériles y transfiera la biomasa microbiana a un tubo
gue contenga de 4 - 5 mL de caldo de cultivo nutritivo no selectivo, como
Caldo Soya Tripticaseina.

Incube el tubo a 35°C + 2°C hasta que alcance o exceda la turbidez del
estandar deseado de McFarland.
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En caso de que la concentracion exceda al estandar, ajuste adicionando
caldo de cultivo o solucion salina estéril. Determine con ayuda de un
equipo fotomeétrico la turbidez deseada de McFarland.

Una vez lograda la turbidez del indculo, emplee la suspension en un
tiempo menor a 15 min.

X.3. Inoculacién del Panel Automatizado

Seleccione el panel automatizado de acuerdo a lo observado en la tincion
de Gram.

Realice la inoculacion del panel automatizado, de acuerdo a lo indicado por
el proveedor. Segun el panel automatizado empleado, esta inoculacion
debera ser manual o automatizada.

X.4.Procesamiento del Panel Automatizado

Introduzca el panel al equipo automatizado de acuerdo a las instrucciones
del proveedor y comience el procesamiento.
Registrese en la bitacora de uso del equipo.

Xl. LECTURA DE RESULTADOS

Una vez transcurrido el tiempo de procesamiento de la muestra, segun lo
establecido por el proveedor, obtenga los resultados emitidos por el
sistema automatizado.

Verifigue la calidad de la informacion y reporte los datos segun el
microorganismo y lo establecido por el CLSI M100 o CLSI M27M44S
vigente.

Mantenga activadas las Reglas Experto del equipo automatizado vy
contemple estos resultados durante el reporte de la informacion.

Xll.  CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad de la prueba se realiza al final de la corrida analiticay
segun las indicaciones del fabricante del panel comercial.

Cuando los registros historicos demuestren que las lecturas, de 30 dias
continuos, de las cepas control son correctas, podra realizar el control de
calidad de forma semanal y no cada vez que realice la prueba.
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XIl. INTERFERENCIAS

e Etapa de crecimiento de las cepas.

e Concentracion de la suspension bacteriana: Un indculo mas denso, dara
lugar CIM mas altas (falsos resistentes), mientras que un inéculo diluido
dara lugar CIM mas bajas (falsos sensibles) e incluso la falta de deteccion
de microorganismo.

e Algunos microorganismos que presentan resistencia via plasmidos
pueden perder esta propiedad durante las resiembras.

XIV.  INTERVALO BIOLOGICO DE REFERENCIA

Cepas sensibles a los antimicrobianos de prueba

XV.  INTERVALO REPORTABLE

De acuerdo a la Guia del CLSI M100 o CLSI M27M44S vigente y al programa
informatico

XVI.  VALORES DE ALERTA CRITICOS

De acuerdo a la Guia del CLSI M100 o CLSI M27M44S vigente y al programa
informatico

XVIl.  INTERPRETACION POR EL LABORATORIO

Interpretey reporte los valores de CIM obtenidos y los valores de corte de acuerdo
a la Guia del CLSI M100 o CLSI M27M44S vigente y al programa informatico.

XVIIl.  MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Las muestras, cultivos y productos inoculados o en contacto con material
bioldgico deben ser considerados como potencialmente infecciosos y ser
mManipulados en un laboratorio con nivel de bioseguridad 2.

Todos los microorganismos podran ser trabajados en areas comunes del
laboratorio a excepcion de Neisseria meningitidis que debera ser trabajada de
preferencia en area cerrada, dentro de un gabinete de bioseguridad tipo Il y con
uso de respirador N95.

Equipo de proteccion personal (EPP): cuando se trabaje en una cabina de
bioseguridad nivel ll, se requiere bata de laboratorio, calzado cerrado y guantes.
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En ausencia de cabina de seguridad bioldgica, adicionar al EPP anteriormente
citado, mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica
del 95% o mayor) o respirador (N95) y anteojos de seguridad.

Limpieza de superficies: use hipoclorito de sodio 1% o etanol al 70%, antes de
iniciar la jornada de trabajo y al finalizarla. Limpiar durante el dia las veces que
sea necesario.

Material utilizado durante los procesos del area, tales como asas desechables,
pipetas, etc. colocarlas en un recipiente con hipoclorito de sodio 1:10.

XIX. FUENTES DE VARIABILIDAD

La ejecucion de la prueba automatizada con cepas sin el tiempo Minimo
de crecimiento, pueden ocasionar errores en los resultados obtenidos.

El uso de medios de cultivo no temperados previamente a su uso, pueden
ocasionar la muerte de microorganismos delicados dando como
resultados falsos sensibles.

Una demora importante en el tiempo de inoculacion del panel
automatizado, con las suspensiones estandarizadas, origina el aumento de
carga bacteriana y con ello una lectura de falsa resistencia a los
antimicrobianos.
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Verificacion de Métodos Automatizados para Identificacién y
Susceptibilidad Antimicrobiana

. PROPOSITO

Establecer la metodologia para la verificacion de los sistemas automatizados de
identificacion y prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos para bacterias
GCram positivas y Gram negativas, asi como hongos levaduriformes de interés
epidemioldgico incluidos en métodos automatizados.

. ALCANCE

Este procedimiento aplica a todos los laboratorios o areas de microbiologia (o
equivalentes) que realicen pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por
meétodos automatizados en los Estados Unidos Mexicanos.

1. PROCEDIMIENTO

Cuando se introduce un sistema automatizado nuevo al laboratorio o cuando
ocurre un cambio significativo en el sistema preexistente es necesario realizar
una verificacion del sistema.

e Se sugiere emplear por lo menos 30 organismos, cuyos resultados sean
conocidos (cepas control y aislamientos clinicos), para verificar el sistema
automatizado en cuanto a identificacion, asi como antibiograma.

e El uso de cepas control deberd ser suplementado con el analisis de cepas
clinicas o cepas almacenadas previamente caracterizadas de las cuales se
conozca su perfil de susceptibilidad.

e Asegure diversidad de las cepas que normalmente seran identificadas en
el centro de trabajo. Si en su laboratorio procesan una gran variedad de
microorganismos, elija aquellos que comprendan el 80% al 90% de los mas
comunes. Lo anterior asegura lo indicado en la Tabla 9:

Tabla 9. Probabilidades segun el nimero de asilamientos probados
. . Probabilidad de observar > 90% de resultados conformes
Numero de Aislamientos — —
Evaluados Indice de Verdaderos Indice de Verdaderos
Conformes: = 95% Conformes: < 75%
10 > 0914 < 0.244
20 >0.925 < 0.091
30 > (0.939 < 0.037
50 > 0.962 < 0.007
100 >0.989 < 0.001

Tabla 9. Probabilidades segudn el nimero de asilamientos probados
e Se obtendran 30 resultados para cada prueba y antimicrobiano evaluado.
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e Cuandoseevalue el antibiograma, elija cepas que tengan bajasy altas CIM.

111 Evaluaciones reducidas

e Si el sistema ha sido verificado con anterioridad y se realiza un cambio
pequeno, solo sera necesario evaluar ese cambio. Algunos de los posibles
cambios en este rubro son:

o Adicion de un nuevo antimicrobiano al panel de analisis

o Remplazo con un nuevo instrumento usando la misma plataforma,
modelo y consumibles.

o Adquisicion de nuevos instrumentos de la misma plataforma y
modelo.

o Cambios especificos realizados en |la base de datos o Software Expert
para modificacion o actualizacion. No aplica en cambios
taxondmicos donde no se requiere verificacion adicional.

e No se requiere de una verificacion cuando:

o Se adicionan diluciones a antimicrobianos, a menos que los criterios
de interpretacion se hayan modificado.

o Después de mantenimientos, reparaciones o actualizaciones. Sin
embargo, se recomienda el procesamiento de controles de calidad
durante 5 dias posteriores a estos eventos.

o Cuando el sistema se traslada de un sitio a otro en el mismo
laboratorio. Sin embargo, se recomienda el procesamiento de

controles de calidad durante 1 dia posterior al evento.
o Para mayor informacion consultar la Tabla 10.

Tabla 10. Recomendaciones de Control de Calidad

Categorias de

cambioy . . . Recomendaciones de Recomendaciones
Tipo de cambio Ejemplo .
alcance del control de calidad para la prueba
estudio
Nuevo El laboratorio El sistema debe pasar | Precision: Un minimo
sistemas para | introduce nuevos | el control de calidad de 30 aislamientos
nueva pruebpa MIS previo a iniciar el clinicos; Comparar
Cambio desde estudio de con el sistema o
el sistema de . verificacion método de referencia
. Fabricante A a )
un fabricante ) existente
) fabricante B .
al sistema de Es posible que no se
Nuevo

sistema para
Identificacion
(Integral)

otro fabricante

Cambio en el

Fabricante A

instrumento modelo1a
del mismo fabricante B
fabricante modelo 2
Conversion del
Cambio en el meétodo
meétodo de convencional
prueba overnight a

MALDI-TOF MS

requiera un control
de calidad diario
después de pasar el
control de calidad
inicial, a menos que
cambie el envio del
lote (Consultar las
instrucciones del
fabricante)

Reproducibilidad:
Probar 5 aislamientos
(cepas de control de
calidad y/o
aislamientos clinicos)
3veces

Prueba opcional:
Cepas clinicas
adicionales o stock de
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Tabla 10. Recomendaciones de Control de Calidad

Categorias de

Recomendaciones de

Recomendaciones

sistema para
Antibiograma
(Integral)

un fabricante
al sistema de
otro fabricante

Fabricante Aa
fabricante B

Cambio en el

instrumento modelo1a L )
. ) durante la verificacion
del mismo fabricante B por agente
fabricante modelo 2 antimicrobiano

Fabricante A

cambioy Tipo de cambio Ejemplo
alcance del P Jemp control de calidad para la prueba
estudio
Pruebas Para un control de cepas identificadas
afiadidas S i i ifi i
Para | Agicion de panel calidad simplificado, conocidas
un Nuevo para consulte el
grupo de identificacion de documento CLSI
organismos ) . M5019y las
microorganismos . ;
usando un L instrucciones del
: fastidiosos -
nuevo tipo de fabricante
panel
Precision: Minimo de
10 aislados clinicos
Cambiar el . :
. Cambiosen la Control de calidad de i )
sistema de - . Reproducibilidad:
) e formulacion del rutina para un nuevo
identificacion Prueba con cepas de
sustrato sustrato -
actual control de calidad
para el sustrato 3
veces en un dia
Cuando el ID
tanto como el
AST estén en el
mismo panely el
panel se cambia
Cambios en o para la prueba Control de calidad de
. Actualizacion ) . .
el sistema AST estén en el rutina realizado una N/A
! del panel : ; o
existente mismo panely vez (No simplificado)
para éste cambia para
Identificacion la prueba AST,
(Limitado) pero no hay
cambios en los
sustratos de ID
Revise los cambios
especificos para
determinar si se
Base de datos de N/A a menos que el necesita una
L . ) verificacion
Actualizacion los organismos, control de calidad se e
. especifica. Puede ser
del software actualizada o vea afectado por la )
) o necesaria la
expandida actualizacion T
verificacion LIS
(consulte el
documento CLSI
AUTO0822)
Nuevo El laboratorio : Precision (CA y/o EA):
. El sistema debe pasar P
sistemas para presenta una ) Un minimo de 30
el control de calidad . : ST
nueva prueba nueva ASTS aislamientos clinicos;
- antes de comenzar el
Cambio desde . comparar contra el
: estudio de ) )
Nuevo el sistema de T sistema o método de
verificacion

Lleve a cabo el CLSl o
el control de calidad
del fabricante, diario

referencia existente
(ver subcapitulo 3.8.5)

NOTA: El objetivo es
generar30 resultados
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Tabla 10. Recomendaciones de Control de Calidad

Categorias de

Recomendaciones de

Recomendaciones

cambioy Tipo de cambio Ejemplo
alcance del P Jemp control de calidad para la prueba
estudio
Para convertir a

Cambio en el

Conversion del

método de sistema manual
prueba a automatizado
Pruebas
afadidas para
un NuUevo Adicion de panel
grupo de para AST para
organismos Streptococcus
usando un pneumoniae
nuevo tipo de
panel

pruebas semanales,
realice un plan de 20

Reproducibilidad:
Analizar 5 aislados

030 diasoun plande
25 replicas

r

(cepas de control de
calidad y/o aislados

Pruebas opcionales:
Aislamientos clinicos
adicionales o cepas

clinicos) 3 veces
(consulte el
subcapitulo 3.8.4)

con fenotipo de
esistencia conocido

Nuevo agente
antimicrobiano
agregado al
sistema
previamente
verificado o
nuevo informe
de agente
previamente
no verificado

Adicion de
daptomicina al
panel de Gram-

Positivos

Agente
antimicrobiano
reformulado

Formulacion del
agente de
actualizacion del

r

Lleve a cabo el CLSl o
el control de calidad
del fabricante, diario
durante la verificacion
de nuevo agente

Para convertir a

pruebas semanales,
realice un plan de 20

Precision (CAy/o EA):

aislamientos clinicos;

raros para los nuevos

antimicrobianosy no

030 dias o un plan de

25 replicas

Un minimo de

compare conla
referencia del
método. Los
aislamientos
esistentes suelen ser

agentes

se requieren para la
verificacion.

Reproducibilidad:
Pruebe las cepas de
control de calidad 3
veces durante 5 dias

o unavez al dia
durante 20 dias
(también puede

cumplir los requisitos

para convertir el
control de calidad a
semanal)

Pruebas opcionales:
Aislados clinicos
adicionales o cepas
con fenotipos de
resistencia conocidos

agregado al fabricante para
sistema abordar un
previamente problema de
Cambios en verificado prueba
el sistema
existente
para
Antibiograma
L1og Segundo
(Limitado) ) L
instrumento Adicion de un
agregado segundo
(mismo instrumento del
modelo mismo modelo
previamente del fabricante A
verificado)
Nuevas
L Agregar
diluciones Lo .
. diluciones mas
afadidas a .
bajas para
agentes
. abordar los
previamente
o puntos de corte
verificados . :
mas bajos

Lleve a cabo el CLSl o
el control de calidad
del fabricante, diario
durante la verificacion
de nuevo agente
afectado

para abordar

Precision (CAy/o EA):
Minimo de aislados
clinicos; comparado
con el método de
referencia
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Tabla 10. Recomendaciones de Control de Calidad

Categorias de
cambioy
alcance del
estudio

Tipo de cambio

Ejemplo

Recomendaciones de
control de calidad

Recomendaciones
para la prueba

los nuevos
puntos de
corte
aprobados por
la FDA
(consulte el
apéndice B
para ver los
cambios de
puntos de
corte aun no
aprobados por

aprobados por la
FDA

Realice el control de
calidad diario, una vez
al dia durante 5 dias
para volverlo a
convertir en un
control de calidad
semanal

Reproducibilidad:
Pruebe las cepas de
control de calidad
una vez al dia
durante 5 dfas

Pruebas adicionales:
Aislamientos clinicos
adicionales o cepas
con fenotipo de
resistencia conocido
al nuevo agente

FDA)
Panel cambiado
por fabricante,
pero sin Nuevos
Cambio de agentes o puntos

configuracion
del panel sin
cambio en los

medicamentos
informados

de corte seran

reportados (es
decir agregando

o restando
diluciones de un
antibidtico en el
panel sin

cambios en los
puntos de corte

Realizar el control de
calidad diario para
convertir a control de
calidad semanal

N/A

Actualizacion
del software

Sistema experto
actualizado o
expandido

Realice el control de
calidad diario una vez
al dia durante 5 dias
para convertirlo a
control de calidad
semanal

Revise los cambios
especificos para
determinar si se

necesita una
verificacion
especifica. La

verificacion LIS puede
ser necesaria

Tabla 10. Recomendaciones de Control de Calidad

1.2

e Durante la instalacion del equipo, el proveedor se asegurara que la
instalacion y el funcionamiento del sistema sean correctos y debera
capacitar al personal del laboratorio.

e Antesde la verificacion del sistema, el personal capacitado deberd obtener
resultados aceptables a partir de las cepas de control de calidad

Instalacién y Operacién

establecidas por el fabricante, lo anterior demuestra:
o Competencia durante el entrenamiento del personal.
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o Que el sistema nuevo o modificado esta correctamente instalado y
es funcional.
Si se obtienen rangos fuera de especificacion con las cepas de control de
calidad, el personal entrenado debe revisar que las instrucciones hayan
sido seguidas de forma correcta. Si no se identifica una razoén para los
valores fuera de rangoy la repeticion de la prueba no resuelve el problema,
el laboratorio debe consultar con el fabricante. El proceso de verificacion
no debe comenzar hasta que se obtengan resultados satisfactorios con las
cepas de control de calidad.
El laboratorio debe preparar un protocolo escrito de verificacion que
defina, ademas de lo establecido por los procedimientos institucionales:
o La prueba realizada.
Criterios de aceptacion para el estudio.
Los métodos que seran empleados para analizar los resultados.
Los métodos para resolver discrepancias.
Descripcion del sistema a verificar.
Método contra el cual sera comparado (Difusion de Disco o
Concentracion Minima Inhibitoria). En caso de no tener un método
de comparacion, la cepa puede ser enviada a un laboratorio de
referencia para obtener los valores de comparacion.
Descripcion de la version de software empleado.
Tipos de paneles probados.
Lista de los antimicrobianos a ser probados.
Especies a ser evaluadas.
Razones para la seleccion y uso de microorganismos a ser evaluados.
Esgquema de control de calidad durante la verificacion.
Esquema para la evaluacion de parametros del nuevo sistema (Ej.
Exactitud, reproducibilidad [precision]).
o Informacion de como seran recolectados los datos (Se recomienda
el uso de formatos).
o Metodologia a seguir, también puede ser referenciadas las
instrucciones del fabricante.

O O O O O

O O O O O O O

[11.21 Precisiéon (Reproducibilidad)

e Paralos paneles de identificacion, establezca un panel de cepas de control
de calidad, asi como algunas cepas clinicas seleccionadas.

e Un minimo de 5 aislamientos debe ser analizadas por triplicado. Estas
cepas pueden ser analizadas por uno o varios operadores, en el mismo o
diferentes dias.

e Registre los resultados obtenidos por el sistema automatizado contra los
obtenidos por otra metodologia estandar.

e Reporte los resultados como se menciona a continuacion:
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o NUmero de resultados correctos con solo un microorganismo
identificado.
o NuUmero de resultados correctos con mas de un microorganismao
sugerido.

o NuUmero de organismos identificados erroneamente.

o NuUmero de organismos no identificados.
La concordancia debe ser calculada como el nUmero de identificaciones
correctas aceptables por el total de aislamientos evaluados. La prueba se
considera verificada si el nuevo sistema es equivalente o mejor que el
meétodo existente (= 95%).
Si la prueba no se considera verificada, se deben seguir acciones
correctivas y posteriormente reevaluar la metodologia como se menciono
anteriormente.
Si es posible, cuando exista discrepancia de identificacion, se debe
reevaluar el organismo con el método automatizado y el método estandar
usando el mismo indculo o colonias similares. Discrepancias serias de
identificacion pueden ser resueltas con un tercer método.
Para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, la seleccion de
microorganismos a probar debe ser representativa de aqguellos que se
analizaran clinicamente.
En el caso de organismos susceptibles y no susceptibles, deben estar
distribuidos de forma equitativa, usando, preferentemente, cepas con
mecanismos de resistencia conocidos. Las cepas empleadas no deberan
ser mas del 50% cepas de control de calidad.
Las especies no listadas por el fabricante y encontradas raramente no
deben ser incluidas en los estudios de verificacion.
Es preferible usar especimenes frescos que no han sido congelados. Si se
emplean especimenes congelados, estos deberan haber estado entre -
20°C y -70°C para evitar pérdida de plasmidos. Las cepas congeladas y
reactivadas deberan ser resembradas dos veces antes de su uso en la
prueba. Los cultivos empleados no deberan ser mas viejos de 24 horas.
Para susceptibilidad a antimicrobianos, la precision (reproducibilidad) se
define como la mayor cercania entre |los resultados de medidas repetidas
del mismo analito, tomando la variacion normal de = 1 dilucion doble
seriada del agente antimicrobiano (+ 2 diluciones dobles seriadas en
agentes antifungicos).
En el caso del antibiograma, no es necesario probar las cepas con el
meétodo de referencia preexistente. Sin emlbargo, si una cepa parece no dar
resultados reproducibles, puede ser Util retarla contra el método estandar.
Si no se encuentra reproducibilidad, sustituya la cepa por otra.
Al menos el 95% de los resultados deben estar dentro de lo esperado vy al
menos 95% de las cepas de control de calidad, deben estar dentro de las
especificaciones de la cepa.
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1.3

Exactitud

La exactitud se define como la cercania en la concordancia entre el
resultado y el valor de comparacion como susceptibles, intermedios o
resistentes (CA), o como una CIM con maximo una dilucion doble seriada
con respecto al método de referencia o 2 diluciones para levaduras (EA).
Para confirmar la exactitud, pruebe el mismo organismo por el método
automatizadoy el método de referencia. La verificacion de la exactitud con
aislamientos clinicos es recomendable.

Un desempeno adecuado requiere una concordancia = 90% para ambos
parametros (si aplica).

Cuando se analizan los datos de la verificacion, el analisis debe incluir
resultados solamente para los organismos indicados para cada agente
antimicrobiano.

Si el analisis de CA es aceptable, no sera necesario el calculo de EA.

EA debe ser calculado Unicamente cuando la serie de diluciones es lo
suficientemente grande (>4 diluciones) y si el valor de CIM es reportado y
empleado para la toma de decisiones en la terapia, o cuando los valores de
CIM se usen para vigilar tendencias.

Cuando existan discrepancias, el laboratorio debe reevaluar los
aislamientos con grandes discrepancias (resultado resistente en una
prueba y sensible en otra). Esta prueba es mejor si se realiza en paralelo,
por triplicado y con el mismo inoculo (si es posible) en ambas pruebas. Si
aun asi existen discrepancias, puede emplear un tercer método.

El método automatizado puede considerarse verificado cuando:

o CAYy EA (si se reporta CIM) son = 90% cuando se comparan con el
método de referencia.

o El indice de las Discrepancias demasiado mayores (VMD) o los
Errores demasiado mayores (VME) es < 3% del total de los
aislamientos resistentes.

o Elindice de Discrepancias mayores (MD) o Errores mayores (ME) es
< 3% del total de los asilamientos susceptibles.

Si se probaron 30 aislamientos por antimicrobiano, solo tres resultados
pueden estar fuera del CA o EA para concordar con el criterio de = 90% por
antimicrobiano. Solo se puede aceptar un MD o ME o un VMD o VME.

I11.4Sesgo

Es la evaluacion de los resultados del producto de ensayo para determinar
si los resultados que difieren del método de referencia estan sesgados de
forma significativa o predominantemente en una direccion.
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e Undesempeno adecuado requiere que el sesgo no esté fuera del rango de
+ 30%.

e Compare el porcentaje de resultados de ensayo superiores a la referencia
y el porcentaje de resultados de ensayo inferiores a la referencia. Un ensayo
no afectado de sesgo exhibira porcentajes relativamente iguales. Se
emplean todos los datos disponibles obtenidos durante la verificacion,
incluyendo los resultados que ocurren en los extremos del rango de valores

de CIM.

.5

En la Tabla 11 se describen los parametros que se van a determinar

Resumen de Pardmetros a Evaluar

en

evaluacion y se especifica la formula aplicable para cada uno de ellos.

Tabla 11. Pardmetros para la evaluacién del desemperio del método

PARAMETRO

DESCRIPCION

FORMULA

Precision
(Reproducibilidad)
de Identificacion

Capacidad del método para identificar al
microorganismo de forma correcta.

Todas las cepas se analizan una sola vez por el
mismo operador y equipo, evaluando todos los
equipos a emplearse en la rutina.

Para la Reproducibilidad, se analizaran por
triplicado.

C
P(R)ID = -2100%
N7

Donde:

Ca: Resultados correctos
aceptables

N+ Total de resultados

Precision
(Reproducibilidad)
de Antibiograma

Capacidad de mediciéon del método con la
mayor cercania entre los resultados de medidas
repetidas del mismo analito, tomando la
variacion normal de + 1 dilucion doble seriada
del agente antimicrobiano.

En productores de B-lactamasas, la variacion de
CIM puede ser igual o mayor a 4 diluciones
dobles seriadas comparado al método de
referencia.

Todas las cepas se analizan una sola vez por el
mismo operador y equipo, evaluando todos los
equipos a emplearse en la rutina.

Para Reproducibilidad, se analizaran por
triplicado.

QC = Ne 1 00%
Ny 0

Donde:
Nc: Resultados concordantes
N+ Total de resultados

Exactitud

Cercania en la concordancia entre el resultado y
el valor de comparacion como susceptibles,
intermedios o resistentes [concordancia de
categoria (CA)] o como una CIM con maximo
una dilucion doble seriada con respecto al
método de referencia [concordancia esencial
(EA)]

Se evaluan todos los resultados obtenidos en Ia
prueba de Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

ca = Y 1000
Nz

EA = 21000
Nz

Donde:

CA: Concordancia de categoria
EA: Concordancia esencial

Nc: Resultados concordantes
N+: Total de resultados

Indice de Errores
Demasiado
Mayores (VME)

Discrepancia cuando el método automatizado
detecta susceptibilidad mientras que el
método de referencia detecta resistencia.

Np
VME = ——100%
NVR

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana

2024

Pagina 62 de 264




Tabla 11. Parametros para la evaluacién del desemperio del método

PARAMETRO

DESCRIPCION

FORMULA

Se evallUan todos los resultados obtenidos en la
prueba de Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

Donde

VME: Indice de Errores
Demasiado Mayores

Np: Resultados discrepantes
(falsos susceptibles)

Nvr: Resultados concordantes
(verdaderos resistentes)

Errores Mayores
(ME)

Discrepancia cuando el método automatizado
detecta resistencia al antimicrobiano mientras
que el método de referencia lo detecta como
susceptible.

Se evallan todos los resultados obtenidos en la
prueba de Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

ME = 22 1000
Nys

Donde

ME: Errores Mayores

Np: Resultados discrepantes
(falsos resistentes)

Nvr: Resultados concordantes
(verdaderos susceptibles)

Errores Menores

Discrepancia cuando el método automatizado

mE = &100"/
=5 A

de ensayo para determinar si los resultados que
difieren del método de referencia estan
sesgados de forma significativa o
predominantemente en una direccion.

Se evalUan todos los resultados obtenidos en la
prueba de Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

(mE) discrepa con el método de referencia donde p
uno detecta el antimicrobiano como Donde
intermedio y el otro como sensible o resistente.
Se evallan todos los resultados obtenidos en la mE: Errores Menores
prueba de Precision (Reproducibilidad) de Np: Resultados discrepantes
Antibiograma (susceptibilidad intermedia)
Nt Total de resultados
Sesgo Es la evaluacion de los resultados del producto

Porcentaje de resultados de
ensayo superiores a la
referencia y el porcentaje de
resultados de ensayo inferiores
a la referencia para cada
antimicrobiano evaluado

Tabla 1. Pardmetros para la evaluacién del desempefio del método

V. CACULOS

A continuacion, se sugiere una serie de tablas que pueden ser de utilidad durante

la documentacion del protocolo de verificacion.

IV.1 Precisién (Reproducibilidad) de identificacion

El calculo de la precision o reproducibilidad para la identificacion se hara a partir

de la Tabla 12, calculando el porcentaje del nimero de identificaciones correctas

aceptables (CA) por el total de aislamientos evaluados (Ny).
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Tabla 12. Precision (reproducibilidad) de identificacion
. Numero de NuUmero de resultados Organismos .
Tipo de resultados . . -, Organismos no
. correctos con mas de identificados . .
Organismo correctos con solo < < identificados
o una opcidn errbneamente

una opcion
Gram negativos
Gram negativos
fastidiosos
Gram positivos
aerobios
Anaerobios
Levaduras

X=Ca
Y =Nr

Tabla 12. Precisiéon (reproducibilidad) de identificacién

IV.2Precision (Reproducibilidad) de antibiograma

Los resultados se registran en la Tabla 13, la precision se calcula como el
porcentaje del nUmero de cepas de referencia dentro del rango indicado (N¢) por
el total de cepas referencia evaluadas y como concordancia esencial (EA) para las

cepas que no son de referencia.

Tabla 13. Precisién (reproducibilidad) de antibiograma

Fecha de CMI del CMI del
L, Aislamiento Especie método método EA0QC
Andlisis . -
estandar automatizado

Tabla 13. Precision (reproducibilidad) de antibiograma

El calculo se realiza por antimicrobiano evaluado.

IV.3Exactitud

La exactitud se calcula para cada antimicrobiano a partir de los resultados
registrados en la Tabla 14y en la Tabla 15, ya sea para concordancia de categoria

(CA) o para concordancia esencial (EA).
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Tabla 14. Concentrado de datos de antibiogramas por antimicrobiano evaluado
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Tabla 14. Concentrado de datos de antibiogramas por antimicrobiano evaluado

Tabla 15. Tabla para calculo de exactitud por antimicrobiano evaluado

. . . . . Proporcién de
. NuUmero de aislamientos NUmero | NUmero . .
Organismos discrepancias
en CA en EA

Total S SDD I R mE ME VME

Total en %

Tabla 15. Tabla para calculo de exactitud por antimicrobiano evaluado

IV.4 [ndice de Errores Demasiado Mayores (VME), Errores Mayores (ME) y Errores
Menores (mE)

Los parametros se calculan conforme a las especificaciones de la Tabla 15.

IV.55esgo

A partir de la construccion de la Tabla 16 y 17, el sesgo se calcula como la
diferencia en porcentaje de los resultados de ensayo superiores a la referencia y
el porcentaje de resultados de ensayo inferiores a la referencia para cada

antimicrobiano evaluado.

Tabla 16. Tabla de concentracién de datos de antibiograma por antimicrobiano evaluado

Método de referencia Total
CIM1 CIM?2 CIM 3 CIM 4 CIM5 CIMo6
CIM1
. CIM2
Megzdo CIM3
ensayo CIM 4
CIM5
CIM6
Total

Las celdas sombreadas representan los resultados que estdn en concordancia esencial
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Tabla 17. Tabla de andlisis de sesgo por antimicrobiano evaluado
-2 -1 0 +] +2 = +3

Concordancia
esencial (EA)

IA
W

Las celdas sombreadas representan los resultados que estdn en concordancia esencial

Tabla 16. Tabla de concentracidn de datos de antibiograma por antimicrobiano evaluado
V.  Control de calidad durante la Verificaciéon

El control de calidad debe ser realizado diariamente durante las pruebas de
verificacion del método. Emplee las cepas de control de calidad indicadas por el
productor del panel. Los datos obtenidos durante este proceso, pueden ser
empleados para pasar el control de calidad rutinario de diario a semanal.

VI.  Reporte de Resultados

Ademas de los requisitos institucionales, reporte:
e Datos crudos.
o El valor de CIM obtenido para cada combinacion
antimicrobiano/microorganismo probada.
Comparacion de la CIM obtenida contra la esperada.
Comparacion de la categoria obtenida contra la esperada.
Cualquier resultado discrepante.
Numero total de discrepancias por cada combinacion de
antimicrobiano/microorganismo.
Calculo de CA, EA VMD, VME y MD o ME.
e |dentificacion de los microorganismos que requieren ser probados
nuevamente por un método de referencia para solucionar discrepancias.
e Resolucion de las discrepancias.
e Resumen.

VII.  Analisis e Interpretacidén de Resultados

Analice los resultados de acuerdo con el numeral IV del presente protocolo. Los

criterios de aceptacion para los parametros se especifican en la Tabla 18.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 66 de 264
2024



Tabla 18. Criterios de aceptaciéon

Pardmetro

Valor de desemperio esperado

Precision (Reproducibilidad) de
Identificacion

% de identificacion equivalente o mejor al método de
referencia

Precision (Reproducibilidad) de
Antibiograma

> 95% deben estar dentro del EA
> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

. EA =90%
Exactitud CA > 90%
VME < 3%
ME <3%
mE El dato solo es informativo
Sesgo +30%
Tabla 18. Criterios de aceptacion
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Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica
de Difusiéon de Discos

. PROPOSITO

Establecer la metodologia para la determinacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos por la técnica de difusion con disco para bacterias Gram
positivas, Gram negativas, hongos levaduriformes y hongos filamentosos de
interés epidemiologico.

. PRINCIPIO DEL METODO

El primer antibidtico de la historia, la penicilina, fue descubierto en 1928 y para
1945, Morley D. C. publicd su articulo titulado “A simple method of testing the
sensitivity of wound bacteria to penicillin and sulfathiazole by use of
impregnated blotting paper discs” convirtiendo al método de difusion en disco
en el mas antiguo para el estudio de la sensibilidad de los antimicrobianos.
Aunqgue existen 3 variedades de los métodos de difusion en disco, actualmente
la mas empleada de rutina en los laboratorios clinicos es la propuesta en 1966 por
A. W. Bauer, W. M. M. Kirby, J. C. Sherris y M. Turck en su articulo “Antibiotic
Susceptibility Testing by a Standardized Single Disk Method" y estandarizado
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) gracias a su practicidad
en la evaluacion de la mayoria de los patdgenos bacterianos de rapido
crecimiento incluyendo los microorganismos exigentes mas frecuentes, la gran
variedad de antimicrobianos a evaluar y el uso de material no sofisticado.

El método se fundamenta en la ley de difusion de Fick bidimensional y la ley de
Craham al emplear un circulo de papel filtro impregnado con una sustancia a
una concentracion definida (ya sea un antimicrobiano o un inhibidor de algun
producto microbiano). Este disco se aplica sobre la superficie de un agar
previamente inoculado con una suspension bacteriana estandarizada. A partir
de ese momento, el disco absorbe agua del medio de cultivo, disolviendo o
suspendiendo el compuesto quimico, segun sea el caso, y éste empieza a
difundir por el agar formandose un gradiente de concentracion, donde se
mMantiene una alta concentracion cerca del disco de papel y la concentracion
disminuye conforme la distancia recorrida, generalmente con una distribucion
GCaussiana.

Atendiendo a las Leyes de Fick y Graham, es importante considerar la
concentracion del compuesto quimico de los discos, el espesor del medio de
cultivo constante (4 mm) asi como su concentracion de agar y su relacion con el
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V.

entramado de las redes de agarosa, el peso molecular del compuesto quimico,
asi como su tamano y la temperatura de incubacion.

Atendiendo a las propiedades guimicas de los compuestos a probar, es
importante considerar el pH del medio, ya que, dependiendo la naturaleza de
cada substancia, la disminucion o el aumento del grado de ionizacion de la
sustancia debido al pH podria afectar la solubilidad de cada molécula y con ello
su efectividad.

Atendiendo a los mecanismos de resistencia bacterianos, sobre todo
enzimaticos, es importante considerar la composicion del medio de cultivo,
principalmente la concentracion ionica y la naturaleza de los metales. En cuanto
al metabolismo bacteriano, también serd importante considerar la atmaosfera y
temperatura de incubacion, la velocidad de duplicacion bacteriana, la fase de
crecimiento bacteriano, asi como el tamano del indculo y suplementos al medio
de cultivo como Sangre entre otros.

Después de 16 o0 mas horas de incubacion, puede formarse o no un halo de
inhibicion del crecimiento bacteriano, que sera medido con un calibrador de
Vernier o una escala milimétrica transparente, y que tiene una relacion directa
con la efectividad o no del antimicrobiano sobre algun mecanismo metabdlico
bacteriano, clasificando generalmente a la bacteria como Sensible (S),
Intermedia (I) o Resistente (R). De acuerdo a la colocacion estratégica de
antimicrobianos en la placa, este método a su vez permite inferir la presencia o
ausencia de mecanismos de resistencia especificos de acuerdo a las
interacciones entre antimicrobianos, inhibidores, sinérgicos y antagonistas, asi
como patrones especificos descritos en este documento.

ALCANCE

Este método aplica a todos los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR), asi como los Laboratorios de
Apoyo a la Vigilancia Epidemiologicos (LAVE) u otro laboratorio que hayan sido
seleccionados por los LESP, LIR o INDRE cuando hayan demostrado su capacidad
para ejecutar la presente metodologia. La colocacion estratégica de discos
puede ser diferente siempre y cuando se demuestre que pueden ser inferidos
los mismos mecanismos de resistencia.

SISTEMA DE MUESTRA PRIMARIA

Cepa Pura
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V. TIPO DE CONTENEDORY ADITIVOS

Medio de transporte Amies con carbon

Placas con Agar Sangre de Carnero

Placas con Agar Chocolate

Placas con Agar Chocolate con Polienriguecimiento

Placas con Agar Sabouraud Dextrosa

Placas con medio nutritivo no selectivo (Base de agar sangre, Agar Nutritivo, Agar
Soya Tripticaseina)

Tubos con medio nutritivo no selectivo

VI.  ESPECIFICACIONES DE DESEMPENO

Cada laboratorio deberd verificar el método que emplee de rutina para la
determinacion de susceptibilidad a antimicrobianos declarando |los siguientes
parametros de especificacion de desempeno que por lo menos deberan cumplir
con lo establecido en los valores esperados en la Tabla 19.

Tabla 19. Criterios de aceptacién
Paradmetro Valor de desemperio esperado
> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

Precision (Reproducibilidad)

Repetibilidad Coeficiente de variacion <10%
Tolerancia Coeficiente de variacion < 10%
Robustez Coeficiente de variacion < 10%

Tabla 19. Criterios de aceptacion

Cuando un antibidtico no cumpla con los requisitos antes mencionados, se
deberd identificar en el informe de verificacion, asi como los documentos de la
metodologia empleada en el laboratorio, las limitaciones que se detectaron
durante la verificacion junto con una leyenda de que el resultado para tal
antibidtico debe ser corroborado, antes de su notificacion al usuario, mediante la
metodologia de Concentracion Minima Inhibitoria de acuerdo a los establecido
en la presente Guia. Si no es posible corroborar el resultado de estos antibidticos,
deberan ser omitidos del informe al usuario.

VIl.  EQUIPOS

e Agitador vortex.

e Cabina de bioseguridad Nivel Il.

e Congelador de -15a -20°C.

e Incubadora con rango de temyperatura de 35 a 37°C.

e Incubadora de CO;, con rango de temyperatura de 35 a 37°C.
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e Lamparade luz blanca.

e Refrigerador con rango de temperatura de 2 a 8°C.
e Ultracongelador.

e Turbidimetro o Nefelometro.

VI, MATERIALES

e Asas estériles.

e Bata estéril y desechable.

e Bolsa para desecho de RPBI.

e Cajas de Petri estériles desechables de 90mm o 100mm (Se aceptan
presentaciones mas grandes).

e Calibrador de Vernier.

e Camara de anaerobiosis.

e Charolas de pesado desechables.

e C(Cinta testigo.

e Contenedor para desechos bioldgico infecciosos (RPBI).

e Contenedor para desechos punzocortantes.

e Desecador.

e Desecante con indicador de humedad.

e Dispensador automatico de discos de antimicrobianos.

e Frascos esterilizables.

e Gasasimple, seca de algodoén, tipo hospital, cortada.

e Cradilla para 72 tubos hasta 16 mm de diametro.

e Guantes desechables.

e Hisopos estériles de dacron, rayon o nylon.

e |entes de seguridad.

e Marcador indeleble.

e Mascarilla o respirador (N95).

e Mechero tipo bunsen.

e Membranas de esterilizacion por filtracion.

e Microespatulas.

e Papelfiltro de poro grueso.

e Perforadora de mano de un solo orificio.

e Pisetas con solucion desinfectante (Hipoclorito de sodio al 1%).

e Pinzarecta de punta roma.

e Portaobjetos.

e Puntas para micropipeta de 0.5 yL a 10 yL.

e Puntas para micropipeta de 2 uL a 200 plL.

e Puntas para micropipeta de 10 uL a 1000 uL.
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e Regla graduada.

e Soporte para bolsas para desecho de RPBI.

o Tijeras.

e Tubos de Poliestireno estériles con fondo redondo empaquetados de forma
individual con doble cierre de la tapa (medida segun lo requiera el turbidimetro
aemplear.

e Tubos de vidrio de 13 x 100 mm con tapoén de rosca estériles.

e Tubos estandares de McFarland (rango que incluya el tubo 0.5).

REACTIVOS Y MATERIALES BIOLOGICOS
IX1 Reactivos

e Acido Clorhidrico.

e Cloruro de Sodio.

o EDTA Sal disédica dihidratada.

e FEtanola9e’.

e Hemisulfato de Acido 3-Aminofenilboroénico.

e Hidroxido de Sodio.

¢ Hipoclorito de Sodio.

o Kit detincion de Gram.
o Mezcla Alcohol:Acetona.
o Solucion de Cristal Violeta.
o Solucion de Lugol.
o Solucion de Safranina.

e Polisorbato-80.

e Tioglicolato de Sodio.

e Triton 100X.

IX2Antimicrobianos en Disco

e Acido Fenilboronico.

e Acido Nalidixico 30 ug.

e Amikacina 30 ug.

e Amoxicilina-Cavulanato 20/10 ug.
e Ampicilina 10 pug.

e Ampicilina-Sulbactam 10/10 ug.

o Azitromicina 15 ug.

o Aztreonam 30 ug.

e Cefaclor 30 ug.
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Cefazolina 30 ug.

Cefdinir 5 ug.

Cefepima 30 ug.

Cefotaxima 30 ug.
Cefotaxima-Clavulanato 30/10 ug.
Cefoxitina 30 ug.
Ceftalozano-Tazobactam 30/10 ug.
Ceftarolina 30 ug.

Ceftazidima 30 ug.
Ceftazidima-Avibactam 30/20 ug.
Ceftazidima-Clavulanato 30/10 ug.
Ceftriaxona 30 ug.

Cefuroxima 30 ug.

Ciprofloxacino 5 ug.
Clindamicina 2 ug.

Cloramfenicol 30 ug.

Claxacilina 500 ug.

Doxiciclina 30 ug.

EDTA.

Eritromicina 15 ug.

Ertapenem 10 ug.
Estreptomicina 300 ug.
Fosfomicina 200 ug.

Fluconazol 25 ug.

Gentamicina 10 ug.

Gentamicina 120 ug.

Imipenem 10 ug.

Levofloxacino 5 pg.

Linezolid 30 ug.

Meropenem 10 ug.

Minociclina 30 ug.

Nitrocefina.

Nitrofurantoina 300 ug.
Oxaciclina 1 ug.

Penicilina 10 Ul.
Piperacilina-Tazobactam 100/10 ug.
Rifampicina 5 ug.

Teicoplanina 30 ug.

Tetraciclina 30 ug.

Trimetoprima/Sulfametoxazol 125/23.75 ug.
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e Vancomicina 30 ug.
e \oriconazol1 ug.

IX.3Cepas control

e Acinetobacter baumannii NCTC 13304

e Candida albicans ATCC® 753

e Candida albicans ATCC 10231

e Candida albicans ATCC® 90028

e Candida krusei ATCC® 6258

e Candida parapsilosis ATCC® 22019

e [Enterococcus faecalis ATCC® 29212

e [Enterococcus faecalis ATCC® 51299

e [nterococcus faecalis ATCC® 33186

e Escherichia coli ATCC® 25922

e Escherichia coli ATCC® 35218

e Escherichia coli NCTC 13353

e Haemophilus influenzae ATCC® 49247

e Haemophilus influenzae ATCC® 49766

e Haemophilus influenzae ATCC® 10211

o Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603

o Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705
o Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1706
o Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2146
o Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2814
e Neisseria gonorrhoeae ATCC® 19424

e Neisseria gonorrhoeae ATCC® 49226

e Neisseria miningitidis ATCC® 35561

e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853
e Staphylococcus aureus ATCC® 25923

e Staphylococcus aureus ATCC® 29213

e Staphylococcus aureus ATCC® 43300

e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976
e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977
e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-1708
e Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619

IX4 Medios de Cultivoy Disoluciones
e Agar Chocolate (Base de Agar Sangrey Sangre de Carnero o Caballo Desfibrinada

Estéril).
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Agar Thayer Martin con Suplemento de Crecimiento Definido al 1% (Base de Agar
GC, Hemoglobina, Isovitalex, Inhibidor VCNT).

Agar Gelosa Chocolate con Suplemento de Crecimiento Definido al 1% (Base de
Agar GC, Hemoglobina, Isovitalex).

Agar Haemphilus Test Medium (HTM) (Agar Mueller Hinton, NAD, Hemina,
Extracto de Levadura).

Agar Mueller Hinton.

Agar Mueller-Hinton con Sangre de Carnero al 5% (Agar Mueller Hinton, Sangre
de Carnero Desfibrinada Estéril).

Agar Sangre de Carnero (Base de Agar Sangre, Sangre de Carnero Desfibrinada
Estéril).

Agar Sabouraud Dextrosa.

Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con Cloramfenicol al 50 mg/L.

Medios de Cultivo Liquidos no selectivos (Caldo Soya Tripticaseina, Caldo Nutritivo
o Caldo Infusion Cerebro Corazon).

Medios de Cultivo Solidos no selectivos (Agar Sangre, Base de Agar Sangre, Agar
Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina o Agar Infusion Cerebro Corazon).

Solucion salina al 0.85% estéril.

X, PROCEDIMIENTO

X1

X1

Consideraciones iniciales
Muestra

El laboratorio debera contar con un procedimiento escrito para la ejecucion de la
metodologia, asi como registro de las actividades realizadas teniendo mayor
énfasis en los puntos criticos.

El método descrito en este apartado deberd estar verificado de acuerdo a lo
establecido en el presente documento.

Solo se deberd evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos por el método de
difusion en disco a cepas puras viables con identificacion confirmada
previamentey en el medio de cultivo o transporte establecido en el numeral 4 del
presente método.

La colocacion estratégica de discos de este método permite inferir diferentes
mecanismos de resistencia.

Ellaboratorio debera asegurar la disponibilidad de las cepas de control de proceso
necesarias para la metodologia de acuerdo a lo establecido en este documento.
Las cepas deberdan estar conservadas por un método adecuado documentado y
contar con la documentacion que asegure su origen e identidad. El pase
empleado como control de la metodologia no debera exceder al 5° (quinto) desde
el vial original.
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e Silascepas problemay control cuentan con las caracteristicas de crecimiento de
la Tabla 20, trabaje directamente, de lo contrario, realice una resiembra para
cumplir con los requisitos.

Tabla 20. Medios de cultivo para propagacion de microorganismos

Microorganismo Medio de cultivo para propagacidén Condiciones Tiempo

Haemophilus spp

Neisseria Agar chocolate con Suplemento de 36°C +1°C en atmosfera 50-24 h
gonorrhoeae crecimiento definido al 1% de CO2al 5%
Neisseria spp
35°C + 2°C en atmosfera
Streptococcus spp Agar sangre de carnero de CO» al 5% 18-20h
Medio de cultivo no selectivo. Ej. Agar
Otros Sangre, Base de Agar Sangre, Agar o o -
(No fastidiosos) Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina, Agar 35°C £ 2°C en aerobiosis 18-24h
Infusion Cerebro Corazdén, etc.
Candida spp Agar Sabouraud Dextrosa 35°C + 2°C en aerobiosis 24 h

Tabla 20. Medios de cultivo para propagacién de microorganismos

NOTA: Las pruebas con Neisseria meningitidis deben ser realizadas en una Cabina de
Seguridad Bioldgica, ya que la falta de esta practica se asocia con un riesgo incrementado
de contraer la enfermedad por meningococo con una tasa de fatalidad del 50% por
exposicidn a microgotas o aerosoles. Se debe emplear proteccién rigurosa contra
microgotas o aerosoles. Es recomendable que el personal que trabaja con este agente
estén vacunadas contra el mismo.

X12 Medios de Cultivo y Disoluciones

e Mantenga un stock necesario de los medios de cultivo y disoluciones para las
actividades programadas y conserve en las condiciones establecidas por el
proveedor.
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Segun el microorganismo a analizar, seleccione el medio de cultivo indicado en la
Tabla 21 y el numero de placas necesarias de acuerdo a la cantidad de
antimicrobianos a evaluar. El nUmero de discos de antimicrobianos a evaluar por
placa de medio de cultivo pueden variar de acuerdo al tamano de los halos
comunmente esperados y el tamano de la placa empleada. (Ej. Para
enterobacterias se pueden evaluar 6 antimicrobianos por placa de 90 mm
mientras que para Neisseria gonorrhoeae solo se pueden evaluar 2
antimicrobianos por placa de 90 mm)

Silos medios de cultivo y disoluciones a emplear estan en refrigeracion, atempere
por lo menos 15 minutos antes de su uso.

En caso de que la superficie de los agares contenga un exceso de humedad (Ej.
gotas de condensacion), coloque las placas en una incubadora a 35°C + 2°C o en
un gabinete de flujo laminar a temperatura ambiente con las tapas entreabiertas
hasta que el exceso de humedad se retire por evaporacion (usualmente entre 10
—30 min).

Tabla 21. Medios de cultivo para las pruebas de susceptibilidad por microorganismo

Microorganismo Medio de cultivo para prueba de susceptibilidad

Neisseria gonorrhoeae

Hongos Filamentosos no

Streptococcus spp

Haemophilus spp Agar Haemophilus Test Medium (HTM)

Neisseria spp Agar Mueller Hinton + Sangre de carnero al 5%
Agar Gelosa Chocolate + Suplemento de Crecimiento Definido al
1%

Otros

(No fastidiosos) Agar Mueller Hinton

Agar Mueller Hinton + Glucosa al 2% + azul de metileno (5

Hongos ug/mL)

Dermatofitos Agar Mueller Hinton

Tabla 21. Medios de cultivo para las pruebas de susceptibilidad por microorganismo

X13

Discos de Antimicrobianos

Los discos a emplear cumpliran, preferentemente, con las siguientes
caracteristicas:

e Ser de un proveedor confiable.
e Contar con un certificado de analisis que contenga:

o Contenido del disco.
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X 14

o Numero de lote.

Fecha de caducidad.

Aseguramiento de que han sido evaluados de acuerdo a

especificaciones de control de calidad.
Para mantener las propiedades de los discos de antimicrobianos, los cartuchos se
distribuyen en condiciones que puedan asegurar condiciones anhidras. Conserve
en estas condiciones los cartuchos en refrigeracion a una temperatura menor a
los 8°C o congele a una temperatura menor a -14°C y apartados de la luz hasta
gue sean necesarios. No conserve los discos en congeladores con auto-
descongelado. Algunos fabricantes pueden establecer condiciones de
almacenamiento diferentes.
Conserve los cartuchos sellados de discos que contienen antimicrobianos de la
clase de los B-lactamicos congelados y apartados de la luz. Conserve una pequena
cantidad para trabajo en refrigeracion y apartados de la luz.
Conserve agentes labiles (Ej. Imipenem, Cefaclor y combinaciones con
Clavulanato) en congelacion y apartados de la luz hasta el dia de su uso, de esta
forma pueden mantener una mayor estabilidad.
10 2 horas antes de su uso, sague |los paquetes sellados con los cartuchos de los
discos del refrigerador o del congelador, y déjelos equilibrarse con la temperatura
ambiente antes de abrirlos, de tal forma que se evite la condensacion de
humedad ambiental sobre los discos frios.
Una vez que el cartucho de discos haya sido retirado de su empaque sellado,
introduzca el cartucho en un contenedor con cierre hermético y que contenga
material desecante para su almacenamiento en refrigeracion protegidos de la luz.
Cada gue se requiera usar el cartucho, permita que el contenedor hermeético se
atempere antes de abrir el contenedor. Reemplace el desecante cuando el
indicador cambie de color.

Discos especiales

Disco de nitrocefina

La prueba bioguimica de nitrocefina, es una técnica sensible para la deteccion de cepas
de N. gonorrhoeae, H. influenzae, Staphylococcus spp, Enterococcus spp y Moraxella
(Branhamella) catarrhalis productoras de B-lactamasas. Y es la Unica prueba Util para la
deteccion de B-lactamasas en Enterococcus spp. Es la técnica mas sensible para la
mayoria de las B-lactamasas con excepcion de la Penicilinasa estafilococica y la enzima
mediada por plasmido poco comun ROB-1de Haemophilus.
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La nitrocefina es una cefalosporina cromogénica que cambia de color de amarillo a rojo
cuando la amida unida al anillo B-lactamico se hidroliza por una B-lactamasa. Es sensible
a la hidrolisis por todas las lactamasas conocidas producidas por bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas.

e Usando pinzas estériles, tome un disco de nitrocefina del cartucho y coléguelo
sobre una caja Petri vacia o un portaobjetos para microscopio.

e Conserve de forma inmediata el resto de los discos en congelacion.

e Antes deinocular el disco, déjelo equilibrar con la temperatura ambiente.

e Humedezca cada disco con una gota de agua desionizada estéril. No sobresature
el disco, ya que podria diluir el reactivo. El agua es critica para el desarrollo del
color en la reaccion, si el disco comienza a secarse, puede ser necesario rehidratar
el drea de reaccion del disco de nitrocedina con una pequehna cantidad de agua.

e Con un asa estéril o un aplicador, tome una colonia bien aislada y distribuyala en
la superficie del disco.

e Observe el disco inoculado en busca del desarrollo de color naranja/rojo indicativo
de B-lactamasas.

Imagen 4. Prueba para B-lactamasas con Disco de Nitrocefina. A la izquierda se observa la
coloracién rojiza caracteristica de la produccién de una B-lactamasa, mientras que a la
derecha se observa un disco amarillo correspondiente a un resultado negativo de la
prueba.

e Disco de Acido Fenil Borénico (APB)

Los discos de Acido Fenil Borénico pueden ser adquiridos de forma comercial, sin
emibargo, su comercializacion en el pais puede tener ciertas limitaciones, por lo cual
también es posible preparar en el laboratorio los discos como se describe a continuacion:

e Preparar una soluciéon madre de 3-aminofenil borénico a 300 mg/mL (conservese
en cogelacion). La solucion puede ser preparada de forma equivalente a partir de
3 reactivos diferentes con el disolvente especifico indicado a continuacion:
o Hemisulfato de APB en Agua destilada estéril
o Monohidrato de APB en DMSO o N-N-dimetil-formmamida
o Hidrocloridro de APB en Agua destilada estéril
e Con ayuda de una perforadora de mano, obtenga discos de papel filtro y
cologuelos en un frasco para ser esterilizados por autoclave. Comercialmente
existen discos para antibiograma en blanco, sin embargo, pueden resultar aun

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 79 de 264
2024



mas costosos que los discos ya cargados. EI LNR ha demostrado la utilidad de los
discos de papel filtro.

Una vez que los discos estén estériles y en condiciones asépticas. Realice una
dilucion de la solucion madre de APB 110 en agua destilada estéril (Concentracion
final 30 mg/mL o 30 ug/uL).

Con ayuda de unas pinzas estériles, coloque los discos de papel sobre una caja
Petri vacia estéril o papel encerado estéril.

Usando una micropipeta con puntas estériles, coloque a cada disco de papel 10
UL de la solucion diluida de APB para obtener una concentracion final de 300
ug/disco y deje secar el disco antes de su uso.

Conserve en un criovial o un tubo de vidrio con tapdn en refrigeracién o
congelacion de forma indeterminada, los discos no pierden su potencia con el
paso del tiempo.

Disco de EDTA

Los discos de EDTA pueden ser adquiridos de forma comercial, sin embargo, su
comercializacion en el pais puede tener ciertas limitaciones, por lo cual también es
posible preparar en el laboratorio los discos como se describe a continuacion:

Preparar una solucion (A) acuosa de EDTA (sal disddica dihidratada) a una
concentracién 05 M vy ajustar su pH a 80 con NaOH al 01 N o 1 N
aproximadamente. Almacenar esta solucion a temperatura ambiente.

Preparar una solucion (B) acuosa de Mercaptoacético de sodio o Tioglicolato de
sodio 300 mg/mL. Almacenar la solucidn en refrigeracion.

Con ayuda de una perforadora de mano, obtenga discos de papel filtro y
coléguelos en un frasco para ser esterilizados por autoclave. Comercialmente
existen discos para antibiograma en blanco, sin embargo, pueden resultar adn
Mas costosos que los discos ya cargados. EI LNR ha demostrado la utilidad de los
discos de papel filtro.

Una vez que los discos estén estériles y en condiciones asépticas. Realice una
mezcla de 2 volumenes de la solucion A con 3 volumenes de la solucion B.

Con ayuda de unas pinzas estériles, coloque los discos de papel sobre una caja
Petri vacia estéril o papel encerado estéril.

Usando una micropipeta con puntas estériles, coloque a cada disco de papel 10
uL de la mezcla anterior para obtener una concentracion final de 750 ug/disco de
EDTA vy 1900 pg/disco de SMA. Deje secar el disco antes de su uso.

Conserve en un criovial o un tubo de vidrio con tapdon en refrigeracion o
congelacion de forma indeterminada, los discos no pierden su potencia con el
paso del tiempo.
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Disco de Cloxacilina de 500 ug

Los discos de Cloxacilina de 500 ug pueden ser adquiridos de forma comercial, sin
embargo, su comercializacion en el pais puede tener ciertas limitaciones, por lo cual
también es posible preparar en el laboratorio los discos como se describe a continuacion:

X15

X.1.6

Preparar una solucion de Cloxacilina disolviendo 50 mg de cloxacilinaen1mL de
agua destilada estéril.

Con ayuda de una perforadora de mano, obtenga discos de papel filtro vy
coloéquelos en un frasco para ser esterilizados por autoclave. Comercialmente
existen discos para antibiograma en blanco, sin embargo, pueden resultar adn
mas costosos que los discos ya cargados. EI LNR ha demostrado la utilidad de los
discos de papel filtro.

Una vez que los discos estén estériles y en condiciones asépticas, con ayuda de
unas pinzas estériles, coloque los discos de papel sobre una caja Petri vacia estéril
0 papel encerado estéril.

Usando una micropipeta con puntas estériles, coloque a cada disco de papel 10
UL de la solucién para obtener una concentracion final de 500 pg/disco de
Cloxacilina. Deje secar el disco antes de su uso.

Conserve en un criovial o un tubo de vidrio con tapdn en refrigeracion o
congelacion un tiempo No mayor a un ano desde su preparacion.

Preparacién del Inéculo

Confirme la pureza del microorganismo a evaluar por medio de una inspeccion
visual de la morfologia colonial y realizando una tincion de Gram a partir del
cultivo microbiano.

Genere alicuotas de solucion salina al 0.85%, para la preparacion del indculo, en
tubos estériles apropiados para lectura en un turbidimetro. El volumen a preparar
dependera de la experiencia en el laboratorio, sin embargo, un volumen
adecuado suele ser por lo menos 3 mL.

Estandarice el in6culo a una densidad de 05 de la escala de McFarland
empleando un dispositivo fotométrico o turbidimetro. Un inéculo mas denso,
dara lugar a halos de inhibicion mas pequenos (Falsos resistentes), mientras que
un inoéculo diluido dara lugar a halos de inhibicion mas grandes (Falsos sensibles)
e incluso, a la falta de formacidn de una capa de cultivo confluente.

Método directo de suspensién de colonia
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X1.7

El método directo de suspension de colonia, es el método mas conveniente para
preparacion del indculo ya que puede ser empleado con la mayoria de los
microorganismos y se recomienda para la evaluacion de organismos fastidiosos
como H. influenzae, H. parainfluenzae, N. gonorrhoeae, N. meningitidis y
estreptococos, asi como para la evaluacion de estafilococos para detectar
resistencia a la meticilina (oxacilina).

A partir de los cultivos obtenidos del numeral 1021 y con ayuda de un asa
bacterioldgica o un hisopo de algoddn, seleccione colonias de la placa Petri y
suspéndalas en solucion salina al 0.85% estéril.

Compare con ayuda de un equipo fotomeétrico o turbidimetro el tubo del
estandar de turbidez al 0.5 de McFarland con el tubo con el inéculo e iguale la
turbidez adicionando mayor cantidad de biomasa microbiana o solucion salina
segun sea el caso.

Una vez lograda la turbidez del in6culo equivalente al tubo 0.5 del Nefelometro
de McFarland, emplee la suspension en un tiempo menor a 15 min.

Método de Crecimiento

De forma alternativa se puede emplear el Método de Crecimiento o Método de
Cultivo en Caldo y es preferible cuando las colonias son dificiles de suspender
directamente y no se puede obtener una suspension fina. También puede ser
usado para organismos no fastidiosos (excepto estafilococos) cuando no se tienen
disponibles colonias frescas (18 — 24 h) para el método de suspension de colonia.

Seleccione por lo menos de 3 — 5 colonias bien aisladas del mismo tipo
morfoldgico de una placa de cultivo, usando un asa, un hisopo o un aplicador de
madera estériles y transfiera la biomasa microbiana a un tubo que contenga de
4 -5 mL de caldo de cultivo nutritivo no selectivo, como Caldo Soya Tripticaseina.
Incube el tubo a 35°C + 2°C hasta que alcance o exceda la turbidez del estandar
0.5 de McFarland (normalmente entre 2 -6 h).

En caso de que la concentracion exceda al estandar, ajuste adicionando caldo de
cultivo o solucion salina. Compare, con ayuda de un equipo fotométrico o
turbidimetro, el tubo del estdndar de turbidez al 0.5 de McFarland con el tubo con
el inoculo e iguale la turbidez.

Una vez lograda la turbidez del indculo equivalente al tubo 0.5 del Nefelémetro
de McFarland, emplee la suspension en un tiempo menor a 15 min.

X.2 Inoculaciéon de las Placas de Prueba

Introduzca un hisopo estéril en la suspension microbiana ajustada al 0.5 de
McFarland obtenida del numeral X 1.5 en un tiempo menor a los 15 min después

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 82 de 264

2024



de su preparacion y asegurese de que se impregne la fibra por completo con la
suspension microbiana.

e Retire el exceso de liguido del hisopo girando el hisopo varias veces contra la
pared interna del tubo sobre el nivel del liquido.

e Segun la Tabla 21 del numeral X1.2 elija el tipo de medio necesario.

¢ |nocule la superficie de cada placa seca frotando el hisopo sobre toda la superficie
estéril del agar.

e Repita el proceso anterior dos veces mas, rotando la placa aproximadamente 60°
cada vez para asegurar una completa distribucion del indculo.

e Finalmente inocule todo el contorno del agar con el mismo hisopo.

=00

Imagen 5. Esquema de inoculacién de placas

o Deje la tapa entreabierta entre 3 -5 min y no mas de 15 min antes de proseguir
para permitir que el exceso de humedad de la superficie se absorba antes de
aplicar los discos de antimicrobianos.

e Repita el proceso con cada placa necesaria de acuerdo al nUmero de
antimicrobianos a evaluar y empleando un hisopo estéril diferente cada vez.

X3 Aplicacién de discos sobre el agar inoculado

e Seleccione los discos de antimicrobianos a probar segdn cada microorganismo
de acuerdo a la presente Guia o a las Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45
o M100 y tome las precauciones descritas en el numeral 10.2.2.

e En condiciones asépticas, y empleando un aplicador mecanico o pinzas sencillas
sanitizadas con etanol y/o fuego directo, distribuya los discos de antimicrobianos
sobre las placas de medio de cultivo previamente inoculadas.

e Distribuya los discos de tal manera que no estén a una distancia menor a 24 mm
de centro a centro, a excepcion de que exista un diagrama que indique algo
diferente para la deteccion de mecanismos de resistencia especificos. Por lo
anterior, no se podran colocar mas de 12 discos en una placa de 150 mm y no mas
de 6 discos en una placa de 100 mm.
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No coloque los discos muy cerca del borde de la placa ya que esto impediria que
se formen halos de inhibicion completamente redondos con algunos
antimicrobianos.

Si el proceso se realiza con pinzas, presione con las mismas contra la superficie del
agar cada disco para asegurar el contacto completo.

Ya que algunos antimicrobianos difunden casi instantaneamente, no recoloque
un disco una vez que ha hecho contacto con la superficie del agar. De ser
necesario, cologue un nuevo disco en otro lugar del agar o repita la placa
completa.

NOTA: En una placa de 100 mm, para Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae solo
es posible colocar 2 discos por placa, mientras que para Haemophilus influenzae y
Streptococcus pneumoniae solo se podran colocar 4 discos por placa.

X4

Esgquemas de colocacién de discos de antimicrobianos para deteccién de

algunos mecanismos de resistencia

Imprima los siguientes diagramas de tal forma que se cumplan las medidas
establecidas.

Para un mejor uso como plantillas de trabajo, enmique los diagramas con mica
auto-adherible de tal forma que se puedan sanitizar con hipoclorito o etanol
después de su uso.

Si no desea emplear las plantillas, asegurese de colocar los discos a las distancias
indicadas, midiendo con ayuda de un calibrador de Vernier, establecidas en cada
plantilla.

Los nUmeros en cada diagrama corresponden a los discos indicados en la
siguiente tabla:

Letra en el

. Antimicrobiano Abreviacion
Diagrama
1 Imipenem IPM, IMI, Imp, IP
2 Ceftazidima CAZ, Caz, TAZ, TZ
3 Amoxicilina-Clavulanato AMC, Amc, A/C, AUG, Aug, XL, AML
4 Cefotaxima CTX, TAX, Cft, FOT, CT
5 EDTA EDTA
6 Meropenem MEM, Mer, MERO, MRP, MP
7 Acido Fenilborénico APB
8 Piperacilina-Tazobactam TZP, PTZ, P/T, PTc
9 Cefoxitina FOX, CX, Cfx, FX
10 Cefepima FEP, Cpe, PM, CPM
N Ceftazidima-Clavulanato CAZ anadido con Clavulanato
12 Amoxicilina MAX, Amx, AMOX, AC
13 Clindamicina CC, CM, CD, Cd, CLI, DA
14 Eritromicina E, ERY, EM

Tabla 22. Niumeros en cada diagrama correspondiente a los discos
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X.4.1 Enterobacteriaceae (Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella spp,
Enterobacter spp Yy Escherichia coli)

2.7cm

ocm Placa 1- Deteccién de
@ Mecanismos de Resistencia

2.7cm

Placa 2- Confirmacion de
Mecanismos de Resistencia

9cm

X.4.2 Pseudomonas spp y Acinetobacter spp
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1.5¢cm

®

1.5cm

X 4.3 Staphylococcus spp y Streptococcus spp
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Placa 1- Prueba “D” o
@ I’fi‘ (,1-4\ 9¢m Induccién de Resistencia a
U . . .
Sl A Clindamicina
1.5cm  2.6cm

e Para Vancomicina, Teicoplanina y Daptomicina usar el método de predifusion
para la evaluacion de las cepas como se describe a continuacion:

o En placas individuales de Agar Mueller-Hinton no inoculadas, colocar el
centro cada disco de antimicrobiano.
Identificar la posicion del disco en la placa con un marcador indeleble.
Incubar la placa durante 2 horas a 35°C + 2°C.
Pasado el tiempo, retirar los discos golpeando la placa invertida contra la
mesa, 0 en su defecto, empleando unas pinzas sencillas estériles con
cuidado de no rasgar el medio de cultivo.
Mantener la placa a temperatura ambiente por 18 a 22 horas.
Inocular la placa con una suspension de la cepa problema preparada
segun el numeral X1.5.

o Incubar las placas por 16 a 18 horas en atmadsfera aerdbica a 35°C + 2°C.

X5 Incubacion de las placas

e Introducir las placas invertidas en una incubadora en las condiciones establecidas
en la Tabla 23 dentro de los primeros 15 minutos después de la colocacion de los
discos.
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Tabla 23. Condiciones de Incubacién de los Antibiogramas

Microorganismo

Condiciones de incubacidon

Haemophilus spp
Neisseria spp
Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus spp

Enterobacteriales, Pseudomonas, Enterococcus
Acinetobacter, complejo Burkholderia cepacia,
Stenotrophomonas maltophila
Pseudomonas spp (no P. aeruginosa) y otras
bacterias bacilo gram negativos no fastidiososas, no
fermentadoras de glucosa

Staphylococcus spp

Hongos levaduriformes

Hongos Filamentosos no Dermatofitos (Mucorales)

Hongos Filamentosos no Dermatofitos (A.
fumigatus, A. flavus y A. niger)

Hongos Filamentosos no Dermatofitos (Otros
Aspergillus)

Hongos Filamentosos no Dermatofitos (Alternaria

spp, Bipolaris spp, Fusarium spp, Paecilomyces spp,

Pseudallescheria boydii complex y S. prolificans)

16 =18 horas en atmodsfera de COz al 5% a 35°C + 2°C
20— 24 horas en atmdsfera de CO2 al 5% a 36°C + 1°C
20— 24 horas en atmdsfera de CO2 al 5% a 36°C + 1°C

20 - 24 horas en atmdsfera de CO al 5% a 35°C + 2°C
16 —18 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

20 - 24 horas en atmodsfera aerdbica a 35°C + 2°C

16 — 20 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

16 —18 horas en atmdsfera aerdbioca a 35°C + 2°C
24 horas al probar cefoxitina (Excepto en S. aureus, S.
lugdunensis, S. pseudintermedius y S. schleiferi) en
atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

24 horas en atmodsfera aerébica a 35°C + 2°C y hasta
48 horas para Voriconazol
16 — 24 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
24 horas en atmadsfera aerdbica a 35°C + 2°C

48 horas en atmodsfera aerdbica a 35°C + 2°C

48 —"72 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

Tabla 23. Condiciones de Incubacion de los Antibiogramas

X6 Confirmacion de Carbapenemasas

X6l

Prueba de Hodge y Hodge Modificada (con Tritén)

e Prepare una suspension bacteriana ajustada al 0.5 de McFarland segun las
indicaciones del numeral X1.5 a partir de un cultivo fresco de Escherichia coli

ATCC® 25922.

e Atempere una placa de Agar Mueller-Hinton y emplee si esta desarrollando la

Prueba de Hodge.

e Si estd desarrollando la Prueba de Hodge Modificada, con ayuda de una
micropipeta con puntas estériles, adicione sobre la superficie del medio de cultivo

50 pL de Tritéon X100.
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Con ayuda de un hisopo estéril, distribuya rapidamente el Tritdn X100 por toda la
superficie hasta completa absorcion (de 4 a 6 hisopados). Estas placas pueden ser
almacenadas hasta 2 meses si no se ocupan en el momento.

Introduzca un hisopo esteril diferente en la suspension bacteriana de Escherichia
coli ATCC® 25922 ajustada al 0.5 de McFarland e inocule en un tiempo menor a
los 15 min después de su preparacion.

Retire el exceso de liquido del hisopo girando el hisopo varias veces contra la
pared interna del tubo sobre el nivel del liquido.

Inocule la superficie de la placa frotando el hisopo sobre toda la superficie estéril
del agar.

Repita el proceso anterior dos veces mas, rotando la placa aproximadamente 60°
cada vez para asegurar una completa distribucion del indculo.

Finalmente inocule todo el contorno del agar con el mismo hisopo.

Deje la tapa entreabierta entre 3 -5 min y no mas de 15 min antes de proseguir
para permitir que el exceso de humedad de la superficie se absorba antes de
aplicar los discos de antimicrobianos.

Cologue en el centro de la placa un disco de Carbapenem a probar (Para
Klebsiella spp usar Meropenem).

Con ayuda de un asa bacteriologica desechable, tome entre 3 y 5 colonias del
cultivo bacteriano problema fresco e inocule una estria, partiendo del disco hasta
la periferia (20 — 25 mm). Puede probar por cada placa hasta 4 cepas (tome en
cuenta el control positivo y negativo de la prueba)

Incube en aerobiosis a 35°C + 2°C de 16 a 18 horas.

X62 mCIMyeCIM

e Prepare 4 tubos con 2 mL de Caldo Soya Tripticaseina

e Endosdelostubosadicione, con ayuda de una micropipeta y puntas estériles, en
condiciones de esterilidad 20 yL de una solucion estéril 0.5 M de EDTA.

e |nocule uno de los tubos de Caldo Soya Tripticaseina (MmCIM) y a uno de los Tubos
con Caldo Soya Tripticaseina con EDTA (eCIM) con un asa de 1 pL la
Enterobacteriaceae o con un asa de 10 yL la Pseudomona aeruginosa a evaluar.

e Adicione a cada uno de los 4 tubos un disco de 10 ug de Meropenem.

e Incube los tubos a 35°C + 2°C por 4 horas + 15 minutos

e Prepare una suspension bacteriana ajustada al 0.5 de McFarland segun las
indicaciones del numeral X15 a partir de un cultivo fresco de Escherichia coli
ATCC® 25922.

e Introduzca un hisopo de algoddn en la suspension bacteriana de Escherichia coli
ATCC® 25922 ajustada al 0.5 de McFarland e inocule en un tiempo menor a los 15
min después de su preparacion.
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X7

X71

Retire el exceso de liquido del hisopo girando el hisopo varias veces contra la
pared interna del tubo sobre el nivel del liquido.

Inocule la superficie de una placa de Agar Mueller-Hinton temperada, frotando el
hisopo sobre toda la superficie estéril del agar.

Repita el proceso anterior dos veces mas, rotando la placa aproximadamente 60°
cada vez para asegurar una completa distribucion del indculo.

Finalmente inocule todo el contorno del agar con el mismo hisopo.

Deje la tapa entreabierta entre 3 -5 min y no mas de 15 min antes de proseguir
para permitir que el exceso de humedad de la superficie se absorba antes de
aplicar los discos de antimicrobianos.

Con ayuda de un asa bacterioldgica desechable estéril, retire el disco de
meropenem de cada uno de los discos, y escurra para retirar la mayor cantidad
posible de liquido.

Cologue cada uno de los discos en un cuadrante de la placa previamente
identificado.

Incube las placas en aerobiosis a 35°C + 2°C por 18 a 24 horas.

Es posible desarrollar la prueba de eCIM hasta después de confirmar la presencia
de una Carbapenamasa con la prueba de mCIM.

Lectura de las placas
Consideraciones generales

Examinar las placas una vez transcurrido el tiempo de incubacion. Si la placa fue

inoculada de forma satisfactoria y la concentracion del inéculo fue correcta, las

zonas de inhibicion resultantes seran uniformemente circulares y habra una capa

confluente de crecimiento. Si se observan colonias individuales de forma

aparente en vez del crecimiento confluente, la concentracion del inéculo fue

demasiado baja y serd necesario repetir la prueba.

El diametro de las zonas de inhibicion completa, determinados a simple vista y

sin ningun equipo de amplificacion, incluyendo el diametro de los discos, sera

medido al milimetro completo mas cercano usando un lector electronico,

calibrador de Vernier o regla, a partir del reverso de la placa sostenida a algunos

centimetros por encima de un fondo negro no reflejante, iluminado con luz

reflejada, excepto:

e Sise anadid sangre al agar, las zonas se mediran desde la superficie del agar
iluminado con luz reflejada y sin la tapa de la placa.

e Para pruebas de cefoxitina en Staphylococcus spp, €l halo se mide con luz
reflejada, no transmitida (sostener la placa hacia la luz).

e Para pruebas de vancomicina en Enterococcus spp Yy linezolid en
Staphylococcus spp, el halo se mide con luz transmitida.
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e FEl margen del halo de inhibicion debe ser considerado como el area sin
crecimiento no obvio a simple vista. Ignorar crecimiento débil de pequenas
colonias que solo pueden ser detectadas con lentes de aumento en el borde de
la zona de inhibicion. Considerar los siguientes casos:

Cuando algunas colonias crezcan dentro del halo de inhibicion, se debe repetir
la prueba con un cultivo puro o subcultivo de una sola colonia de la placa con
el cultivo primario. Si siguen creciendo algunas colonias dentro del halo de
inhibicion se medira la zona interna libre de colonias.

Las cepas de Proteus spp pueden tener crecimiento de neblina dentro de las
areas de inhibicion con algunos antimicrobianos, si el halo de inhibicion es
obvio, el crecimiento neblinoso puede ser ignorado.

Cuando se emplean medios suplementados con sangre para las pruebas de
estreptococos, se medira la zona de inhibicion del crecimientoy nunca la zona
de inhibicion de la hemdlisis.

En el caso de trimetoprima y sulfonamidas, algunos antagonistas en el medio
pueden ocasionar un ligero crecimiento, por lo tanto, si el crecimiento es del
20% o menor a comparacion del crecimiento confluente, se ignorara y se
medira el halo de inhibicion obvio.

En el caso de S. aureus con halos de inhibicion para penicilina = 29 mm, ver
M100.

e FEl tamano de las zonas de inhibicion serd interpretado y referido a las tablas
vigentes del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100.

X8 CONTROL DE CALIDAD

Consultar el apartado “Control de Calidad y Control de Proceso de los Procesos
Involucrados en las Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica de
Difusion de Discos y Concentracion Minima Inhibitoria” de la presente Guia.

X9 INTERFERENCIAS

e Muestras tomadas después de la administracion de un antibiotico, o
transportadas en un medio de cultivo que contenga antibidticos.

e Muestra transportada en condiciones de Medio de transporte, temperatura o
atmosfera inadacuada.

X10 INTERVALO BIOLOGICO DE REFERENCIA

e No Aplica
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X1 INTERVALO REPORTABLE

e Deacuerdoa las Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes.
XI2VALORES DE ALERTA CRITICOS

e Deacuerdo alas Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes.
XI3INTERPRETACION POR EL LABORATORIO

e Interprete los diametros de los halos obtenidos de acuerdo a lo indicado en las
Guias del del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes

e Paraladeterminacion de los mecanismos de resistencia, en caso de existir, realice
la interpretacion de acuerdo a lo indicado en las Tablas para Inferencia de Algunos
Mecanismos de Resistencia Frecuentes vigentes publicadas por el INDRE o segun
a lo indicado en las capacitaciones impartidas por el INDRE.

X, MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Seguir las reglas basicas de seguridad que corresponden al nivel |l.

Equipo de proteccién personal (EPP): cuando se trabaje en una cabina de bioseguridad
nivel ll, se requiere bata de laboratorio, calzado cerrado y guantes.

En ausencia de cabina de seguridad biolégica, adicionar al EPP anteriormente citado,
mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica del 95% o
mayor) o respirador (N95) y anteojos de seguridad.

Todos los microorganismos podran ser trabajados en areas comunes del laboratorio a
excepcion de Neisseria meningitidis que debera ser trabajada de preferencia en area
cerrada, dentro de un gabinete de bioseguridad tipo Iy con uso de respirador N95.

XIl. FUENTES DE VARIABILIDAD

e |aejecucion de la prueba por Difusion en Disco con cepas sin el tiempo minimo
de crecimiento, pueden ocasionar errores en los resultados obtenidos.

e | a conservacion o el manejo inadecuado de los discos de antibidticos, pueden
causar su degradacion impidiendo un desempeno optimo.

e FEl uso de medios de cultivo no temperados previamente a su uso, pueden
originar una difusion mMmas lenta del antibidtico, dando como resultado falsos
resistentes. A su vez, pueden ocasionar la muerte de microorganismos delicados
dando como resultado falsos sensibles.

e |as placas de medio de cultivo en donde se desarrolla la prueba de difusion en
disco deben tener 4 mm + 0.5 mm.

o Una placa con un grosor menor, provoca que el antibidtico, por migracion,
llegue mas rapido al fondo de la placa aumentando la migracion lateral del
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antibiotico, lo cual originara una interpretacion del resultado como falso
sensible.

o Una placa con un grosor mayor, provoca que el antibidtico, por migracion,
tarde mas en llegar al fondo de la placa disminuyendo la migracion lateral
del antibidtico, lo cual originara una interpretacion del resultado como
falso resistente.

o Un grosor no uniforme en la placa, combina los dos efectos mencionados
anteriormente dando origen a halos deformados que puede llevar a
imposibilitar la lectura e incluso dar pie a una falsa lectura de sinergia o
antagonismo para inferencia de mecanismos de resistencia.

El contenido no adecuado de cationes metalicos en los medios de cultivo, pueden
inhibir o potenciar el efecto de ciertos antibidticos.

La naturaleza del crecimiento de algunas bacterias, en especial Neisseria
gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa y en algunos casos Escherichia coli
puede generar halos de inhibicion dificiles de leer.

Una atmosfera de incubacion no controlada (Aerobiosis, % de CO,, Humedad vy
Tiempo) pueden afectar significativamente el crecimiento de las bacterias.

Una demora importante en el tiempo de inoculacion de los medios, con las
suspensiones estandarizadas, origina el aumento de carga bacteriana y con ello
una lectura de falsa resistencia a los antimicrobianos.

Algunos microorganismos que presentan resistencia via plasmidos pueden
perder esta propiedad durante las resiembras.
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Verificacion de Ila Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos por la Técnica de Difusiéon de Discos

.  PROPOSITO

Establecer la metodologia para la verificacion de la Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos por la Técnica de Difusion de Discos para bacterias Gram positivas,
Gram negativas, Hongos levaduriformes y Hongos filamentosos de interés
epidemiolégico incluidos en la presente guia.

ll.  ALCANCE

Este procedimiento aplica a todos los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR). El cumplimiento del presente
procedimiento sera evidencia de los Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia
Epidemiologicos (LAVE) u otro laboratorio para poder ser seleccionados por los LESP,
LIR o INDRE para ejecutar la Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la
Técnica de Difusion de Discos.

lll.  PROCEDIMIENTO

[11.1. Seleccién de Cepas Control

. Seleccione las cepas control de acuerdo a la presente guia o a cada una de las
Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 y de acuerdo a la bateria de
antimicrobianos a evaluar de rutina por el laboratorio. Ademas, las cepas
deberan:

° Ser cepas nuevas o albergadas por criopreservacion provenientes de las
colecciones ATCC® y NCTC®.

° Contar con carta o certificado de analisis trazable a la coleccion ATCC® o a la
coleccion NCTC ®.

° Contar con resultados conocidos de acuerdo con las Guias CLSI M24S, M27M44S,
M38M5IS, M45 o M100 vigentes.

° Los aislamientos deben ser el segundo pase de la cepa después de su
recuperacion a partir de la cepa congelada o liofilizada, y nunca un pase mayor
al quinto desde el material original.

[1l.2. Reactivacion de las cepas control.

[11.2.]. Recuperacion de las cepas a partir del vial provisto por el proveedor.

. Siga las instrucciones de la casa fabricante o el proveedor del material
biologico.
o Es recomendable propagar el contenido del vial en por lo menos 5 placas con

el medio de cultivo adecuado para el material biologicoy en las condiciones de
incubacion establecidas para cada microorganismo.
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A partir de las placas donde se hizo la propagacion inicial del material bioldgico,
recupere toda la biomasa y consérvela por un método a largo plazo (Por
ejemplo, criopreservacion o liofilizacion). Asegurese de identificar
correctamente el material bioldgico, mantener un inventario y su resguardo
gue garantice su bioseguridad y biocustodia.

[11.2.2. Recuperaciéon de las cepas a partir del criotubo ultracongelado.

Tome un indculo con asa (raspe el congelado rapidamente, no descongele el
criovial) y siembre en un medio no selectivo apropiado para cada
microorganismo que se va a propagar por estria cruzada. Incube en las
condiciones adecuadas para cada microorganismo.

Después del tiempo de incubacion, tome entre 3 — 5 colonias de la placa y
resiembre en un medio fresco e incube en las condiciones adecuadas.

[11.2.3. Verificacion de la pureza del material biolégico.

A partir de la cepa recuperada, siembre nuevamente en el medio de cultivo
apropiado vy, transcurrido el tiempo de incubacion verifigue de manera visual
la pureza de la cepa.

Realice una tincion de Gram para comprobar la pureza microscopica.

Si el material no muestra indicios de contaminacion, puede ocupar este pase
para la verificacion del método, asi como cepa control.

113. Analisis de las muestras

. Previo a la verificacion del método, el personal que ejecutara la prueba
debera ser capacitado en la metodologia.

e Antes de la verificacion de la metodologia, el personal capacitado debera
obtener resultados aceptables a partir de las cepas control establecidas en la
presente Guia o en las Guias CLSI. Lo anterior demuestra:

e Competencia durante el entrenamiento del personal.
e Que los medios de cultivo, antibidticos, cepas control y equipos o
materiales empleados en la metodologia funcionan correctamente.

° Si se obtienen rangos fuera de especificacion con las cepas control, el
personal entrenado debe revisar que las instrucciones hayan sido seguidas
de forma correcta o realizar una investigacion exaustiva hasta encontrar la
causa y corregirla. El proceso de verificacion no debe comenzar hasta que se
obtengan resultados satisfactorios con las cepas de control de calidad.

° El laboratorio debe preparar un protocolo escrito de verificacion que defina,
ademas de lo establecido por los procedimientos institucionales:
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e La prueba realizada.

e Criterios de aceptacion para el estudio.

e Los métodos que seran empleados para analizar los resultados.

e Lista de los antimicrobianos a ser probados.

e Cepascontrol a ser evaluadas.

e Razones para la seleccion y uso de microorganismos a ser evaluados.

e Esguema de control de calidad durante la verificacion.

e Esquema para la evaluacion de parametros del nuevo sistema (Ej.
Exactitud, reproducibilidad [precision]).

e Informacion de como seran recolectados los datos (Se recomienda el
uso de formatos).

e Metodologia a seguir, también puede ser referenciadas los
documentos creados por el laboratorio donde se establezca la
metodologia.

Determine la susceptibilidad antimicrobiana analizando las cepas como lo
describe el método de la Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por
la técnica de difusion en disco descrita previamente en esta guia.

[1l.4.Precision (Reproducibilidad)

La precision (reproducibilidad) se define como la capacidad de medicion del
meétodo con la mayor cercania entre los resultados de medidas repetidas del
mismo analito, tomando la variacion normal establecida en los rangos de las
Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Si la medicion de halos se realizara en la
rutina con diferentes instrumentos o equipos, realice la determinacion de las
medidas de los halos con todas las posibilidades. Cada repeticion debera
procesarse como una muestra individual, es decir, se debera realizar un
ajuste independiente de indculo bacteriano para cada una de las réplicas.

Al menos 95% de las cepas de control de calidad, deben estar dentro de las
especificaciones de la cepa.

Para la determinacion de reproducibilidad, un analista diferente al que
realizd la prueba de precision debera repetir el procedimiento con las cepas
control seleccionadas, repartiendo cada replica en un dia diferente. Se
podran incluir cuantos analistas se deseen de acuerdo al nUmero de personal
que realizara la metodologia de rutina, segun la disponibilidad de insumos.
Al menos 95% de las cepas de control de calidad, deben estar dentro de las
especificaciones de la cepa.
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[1.5. Repetibilidad

La repetibilidad se define como la proximidad entre los resultados de la
medida sucesiva del mismo mensurando realizado en las mismas
condiciones de la medida.

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Cada triplicado deberd ser realizado con el
mismo indculo ajustado. Los valores obtenidos de esta prueba pueden ser
empleados en la prueba de Tolerancia.

El coeficiente de variacion entre las determinaciones debera ser <10%.

[1l.6.Tolerancia

La tolerancia se define como la reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos, por el analisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones
normales de operacion. Este parametro solo se evaluara cuando en el
laboratorio existan diferentes posibilidades de equipos o instrumentos a ser
empleados en la metodologia (Ejemplo: Diferentes turbidimetros, Diferentes
Instrumentos/Equipos de medicién de halos como lectores opticos,
calibradores de Vernier, reglas, etc)).

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Si el ajuste de la densidad 6ptica del indculo
bacteriano se realizard en la rutina con diferentes turbidimetros, se debera
realizar el ajuste del indculo en cada uno de ellos de forma independiente, y
cada ajuste serd empleado por triplicado. Si la medicion de halos se realizara
en la rutina con diferentes instrumentos o equipos, se deberd realizar la
determinacion de las medidas de los halos con todas las posibilidades.

El coeficiente de variacion entre las determinaciones debera ser <10%.

[11.7.Robustez

La robustez se define como la susceptibilidad de un método analitico a los
cambios de las condiciones experimentales, que pueden expresarse en
forma de lista de los materiales de la muestra, los analitos, las condiciones de
almacenamiento o las condiciones ambientales o de preparacion, en las que
puede aplicarse el método tal cual o con determinadas modificaciones
menores. Este parametro sélo se evaluard cuando en el laboratorio existan
diferentes posibilidades de materiales (Ejemplo: Diferentes marcas de discos
de antimicrobianos, diferentes marcas de medios de cultivo, medios de
cultivo preparados por ingredientes, etc). En caso de que con el tiempo se
agreguen modificaciones que no existian durante el proceso de verificacion
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inicial, ejecute esta prueva y genere un alcance al informe de verificacion
existente.

. Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, variando cada una de las condiciones susceptibles a ser
modificadas usando el mismo indculo para todas las variaciones posibles.
Cada cepa control debera ser analizada una sola vez, sin embargo, en caso
de discrepancias puede extender el analisis a un triplicado para descartar
errores aleatorios.

. El coeficiente de variacion entre las determinaciones debera ser < 10%.

[11.8.Resumen de Pardmetros a Evaluar

En la Tabla 24 se describen los parametros que se van a determinar en la evaluacion y

se especifica la formula aplicable para cada uno de ellos.

Tabla 24. Parametros para la evaluacién del desempeno del método
PARAMETRO DESCRIPCION FORMULA
Precision Capacidad de medicion del método con la 0C = N—CIOO%
T

(Reproducibilidad) | mayor cercania entre los resultados de
medidas repetidas del mismo analito, tomando
la variaciéon normal establecida en los rangos | Donde:
de las Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M5IS, | Nc: Resultados concordantes
M45 o M100 vigentes. N Total de resultados
Todas las cepas se analizan por triplicado por el
mismo operador y equipo, evaluando todos los
equipos a emplearse en la rutina.
Para Reproducibilidad, se analizardn por
triplicado, variando analista y evaluando todos
los equipos a emplearse en la rutina.
Repetibilidad Proximidad entre los resultados de la medida cv = 2100%
sucesiva del mismo mensurando realizado en X
las mismas condiciones de la medida.

Un mismo analista, analizara las cepas control Donde: o )
seleccionadas y la baterfa de antimicrobianos, | ¢ - Desviacion  estandar
por triplicado. Cada triplicado debera ser | Muestral

X :Media

realizado con el mismo inéculo ajustado. Los
valores obtenidos de esta prueba pueden ser
empleados en la prueba de Tolerancia.
Tolerancia Reproducibilidad de los resultados analiticos cv = Z100%
obtenidos, por el analisis de la misma muestra X

bajo diferentes condiciones normales de
operacion.

Un mismo analista, analizara las cepas control
seleccionadas y la bateria de antimicrobianos,
por triplicado. Si el ajuste de la densidad dptica
del indculo bacteriano se realizara en la rutina
con diferentes turbidimetros, se debera realizar
el ajuste del indculo en cada uno de ellos de
forma independiente, y cada ajuste serd
empleado por triplicado. Si la medicidon de

Donde:
o  Desviacion estadndar
muestral
X :Media
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Tabla 24. Parametros para la evaluacién del desemperio del método

PARAMETRO DESCRIPCION FORMULA
halos se realizara en la rutina con diferentes
instrumentos o equipos, se debera realizar la
determinacion de las medidas de los halos con
todas las posibilidades.

Robustez Susceptibilidad de un método analitico a los cv = 2100%
cambios de las condiciones experimentales,
que pueden expresarse en forma de lista de los

materiales de la muestra, los analitos, las | Donde: o )
condiciones de almacenamiento o las|C¢ @ Desviacion  estandar
condiciones ambientales o de preparacién, en | Muestral

X :Media

las que puede aplicarse el método tal cual o con
determinadas modificaciones menores.

Un mismo analista, analizara las cepas control
seleccionadas y la bateria de antimicrobianos,
variando cada una de las condiciones
susceptibles a ser modificadas usando el
mismo indculo para todas las variaciones
posibles. Cada cepa control deberd ser
analizada una sola vez.

Tabla 24. Pardmetros para la evaluacién del desempefio del método

CONTROL DE CALIDAD DURANTE LA VERIFICACION

° El control de calidad debe ser realizado diariamente durante las pruebas de
verificacion del método. Emplee las cepas de control de calidad indicadas en
las Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

CALCULOS
V.1. Precisiony Reproducibilidad

° Los resultados se registran en la Tabla 25, la precision se calcula como el
porcentaje del numero de cepas de referencia dentro del rango indicado
(NC) por el total de cepas referencia evaluadas. Esta tabla se llena por cada
analista de tal forma que se pueda realizar el calculo del resto de los

parametros.
Tabla 25. Precisién (reproducibilidad) de antibiograma
Fecha de Halo Halo
P Aislamiento Especie establecido por determinado Ne
Analisis
CLSI (mm) (mm)

Tabla 25. Precisién (reproducibilidad) de antibiograma
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El calculo se realiza por antimicrobiano evaluado.

VI.

VII.

REPORTE DE RESULTADOS

VI.1. Ademas de los requisitos institucionales, reporte:

Datos crudos.

Comparacion del halo obtenido contra el esperado.

Cualquier resultado discrepante.

NuUmero total de discrepancias por cada combinacion de
antimicrobiano/microorganismo.

Calculode QCy CV

Identificacion de los microorganismos que requieren ser probados nuevamente
por un método de referencia para solucionar discrepancias.

Resolucion de las discrepancias.

Resumen.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Analice los resultados de acuerdo con el numeral V. Los criterios de aceptacion para los
parametros se especifican en la tabla 26.

Tabla 26. Criterios de aceptacion

Pardmetro Valor de desemperio esperado

Precision (Reproducibilidad)

> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

Repetibilidad Coeficiente de variacion <10%
Tolerancia Coeficiente de variacion < 10%
Robustez Coeficiente de variacion < 10%

Tabla 26. Criterios de aceptacion
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Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica
de Concentracién Minima Inhibitoria

. PROPOSITO

Establecer la metodologia para la determinacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos por la técnica de Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) para bacterias
Gram positivas, Gram negativas, hongos levaduriformes y hongos filamentosos de
interés epidemiologico.

I.  PRINCIPIO DEL METODO

El método propuesto por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) se
emplea para la determinacidon cuantitativa de la actividad in vitro de un agente
antimicrobiano contra un aislamiento microbiano determinado, empleando para ello
agares, caldos o tiras cargados con diferentes concentraciones del agente
antimicrobiano.

Ya sea el caldo o el agar, es inoculado con una suspension estandarizada de indculo
microbiano y los resultados se leen después de la incubacion de tal forma que se pueda
determinar, la concentracion de agente antimicrobiano necesaria para detener el
crecimiento (Concentraciéon minima bacteriostatica/fungistatica) o para aniquilar al
microorganismo (Concentraciéon minima bactericida/fungicida), ambos casos
contemplados dentro de la Concentracion minima inhibitoria.

Cuando el agente antimicrobiano presenta un mecanismo bacteriostatico/fungistatico,
la concentracién minima inhibitoria, equivaldra a la concentracion minima
bacteriostatica/fungistatica. En este caso, se puede presentar un boton celular o un
crecimiento microbiano, pero sera evidentemente menor que el presentado en el
medio control, asi como en las concentraciones mas bajas de antibidtico. La
caracteristica de ésta concentracion es que puede ser tomada una parte del medio
inoculado y resembrado en un medio sin antimicrobiano, y el microorganismo se
desarrollara correctamente, ya que aun existe viabilidad, aunque el antimicrobiano haya
detenido temporalmente su replicacion.

Cuando el agente antimicrobiano presenta un mecanismo bactericida/fungicida, la
concentraciéon minima inhibitoria, equivaldrd a la concentracion minima
bactericida/fungicida, sin embargo, se deberd contemplar que los antimicrobianos
bactericidas/fungicidas también pueden presentar una concentracion minima
bacteriostatica/fungistatica. En este caso, no se deberd presentar botén celular ni
crecimiento microbiano en el medio. La caracteristica de la concentracion minima
bactericida/fungicida es que puede ser tomada una parte del inéculo y resembrada en
un medio sin antimicrobiano, y el microorganismo no debera desarrollarse, ya que
debera estar muerta. En algunos casos, a concentraciones mas bajas puede no existir
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botdn o crecimiento microbiano, pero al resembrar el indculo en un medio sin
antibidtico adn se puede presentar crecimiento microbiano, correspondiendo esta
concentracion, a la concentraciéon minima bactericida/fungicida.

Una variante de estas determinaciones (Tiras de gradiente) sigue el mismo principio que
la difusion de discos, donde el método se fundamenta en la ley de difusion de Fick
bidimensionaly la ley de Graham al emplear una tira de papel filtro impregnada con una
sustancia a diferentes concentraciones decrecientes definidas (ya sea un
antimicrobiano o un inhibidor de algun producto microbiano). Esta tira se aplica sobre
la superficie de un agar previamente inoculado con una suspensidn microbiana
estandarizada. A partir de ese momento, la tira absorbe agua del medio de cultivo,
disolviendo o suspendiendo el compuesto quimico, segun sea el caso, y éste empieza a
difundir por el agar formandose un gradiente de concentracion, donde se manteniene
una alta concentracion cerca de la tira de papel y la concentracion disminuye conforme
la distancia recorrida, generalmente con una distribucion Gaussiana y dependiendo de
la concentracion especifica del antimicrobiano en cada zona de la tira la cual se
encuentra graduada.

Atendiendo a las Leyes de Fick y Graham, es importante considerar la concentracion del
compuesto quimico de las tiras, el espesor del medio de cultivo constante (4 mm) asi
como su concentracion de agar y su relacion con el entramado de las redes de agarosa,
el peso molecular del compuesto quimico, asi como su tamano y la temperatura de
incubacion.

Atendiendo a las propiedades quimicas de los compuestos a probar, es importante
considerar el pH del medio, ya que, dependiendo la naturaleza de cada substancia, la
disminucion o el aumento del grado de ionizacion de la sustancia debido al pH podria
afectar la solubilidad de cada molécula y con ello su efectividad.

Atendiendo a los mecanismos de resistencia bacterianos, sobre todo enzimaticos, es
importante considerar la composicion del medio de cultivo, principalmente la
concentracion iénica y la naturaleza de los metales. En cuanto al metabolismo
microbiano, también serd importante considerar la atmadsfera y temperatura de
incubacion, la velocidad de duplicacion microbiana, la fase de crecimiento microbiano,
asi como el tamano del indculo y suplementos al medio de cultivo como Sangre entre
otros.

Después de 16 0 mas horas de incubacion, puede formarse o no un halo de inhibicion
del crecimiento microbiano, que sera medido contra la escala marcada en la tira
indicando la CIM, y que tiene una relacion directa con la efectividad o no del
antimicrobiano sobre algun mecanismo metabdlico microbiano.

1. ALCANCE

Este método aplica a todos los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR).
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V.  SISTEMA DE MUESTRA PRIMARIA

Cepa Pura
V. TIPO DE CONTENEDORY ADITIVOS

Medio de transporte Amies con carbon

Placas con Agar Sangre de Carnero

Placas con Agar Chocolate

Placas con Agar Chocolate con Polienriguecimiento

Placas con Agar Sabouraud Dextrosa

Placas con medio nutritivo no selectivo (Base de agar sangre, Agar Nutritivo, Agar Soya
Tripticaseina)

Tubos con medio nutritivo no selectivo

VI. ESPECIFICACIONES DE DESEMPENO

Cada laboratorio deberd verificar el método que emplee de rutina para la
determinacion de susceptibilidad a antimicrobianos declarando los siguientes
parametros de especificacion de desempeno que por lo menos deberan cumplir
con lo establecido en los valores esperados en |la Tabla 27.

Tabla 27. Criterios de aceptacién
Paradmetro Valor de desemperio esperado
> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

Precision (Reproducibilidad)

Repetibilidad Coeficiente de variacion < 10%
Tolerancia Coeficiente de variacion < 10%
Robustez Coeficiente de variacion < 10%

Tabla 27. Criterios de aceptacién

Cuando un antibidtico no cumpla con los requisitos antes mencionados, se
deberd identificar en el informe de verificacion, asi como los documentos de la
metodologia empleada en el laboratorio, las limitaciones que se detectaron
durante la verificacion junto con una leyenda de que el resultado para tal
antibidtico debe ser corroborado, antes de su notificacion al usuario, mediante la
metodologia de Concentracion Minima Inhibitoria de acuerdo a los establecido
en la presente Guia. Si no es posible corroborar el resultado de estos antibidticos,
deberan ser omitidos del informe al usuario.

VII.  EQUIPOS

e Agitador vortex.
e Balanza analitica.
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e Cabina de bioseguridad Nivel Il.

e Congelador de -15a -20°C.

e Espejo para lectura de microplacas.

e Incubadora con rango de temperatura de 35 a 37°C.
e Incubadora de CO, con rango de temperatura de 35 a 37°C.
e | Ampara deluz blanca.

e Micropipetas unicanal de 0.5 uL hasta 1000 pL.

e Micropipetas multicanal de 10 uL hasta 100 uL.

e Refrigerador con rango de temperatura de 2 a 8°C.
e Replicador de Steers.

e Turbidimetro o Nefelometro.

e Ultracongelador.

VIIl.  MATERIALES

e Asas estériles.

e Bata, estéril y desechable.

e Bolsas para desecho de RPBI.

e Cajas de Petri estériles desechables de 90mm o 100mm (Se aceptan
presentaciones mas grandes o mas pequenas dependiendo la metodologia a
emplear).

e Camara de anaerobiosis.

e Charolas de pesado desechables.

e Cinta testigo.

e Contenedor para desechos biolégico infecciosos (RPBI).

e Contenedor para desechos punzocortantes.

e Desecador.

e Desecante con indicador.

e Frascos esterilizables.

o (asa.

e Cradilla para 72 tubos hasta 16 mm de diametro.

e Guantes desechables.

e Hisopos estériles de dacron, rayon o nylon.

e Lentes de seguridad.

e Marcador indeleble.

e Mascarilla o respirador (N95).

e Mechero tipo bunsen.

e Membranas de esterilizacion por filtracion.

e Microespatulas.
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e Microplacas de 96 pozos fondo en U estériles enpaquetadas de forma individual
con tapa.

e Pisetas con solucion desinfectante (Hipoclorito de sodio al 1%).

e Pinza recta de punta roma.

e Pipetas Pasteur estériles de tallo largo.

e Pipetas de transferencia estériles empaquetadas de forma individual.

e Portaobjetos.

e Puntas para micropipeta de 0.5 L a 10 yL.

e Puntas para micropipeta de 2 plL a 200 uL.

e Puntas para micropipeta de 10 yL a 1000 pL.

e Soporte para bolsas para desecho de RPBI.

e Tapa para microplacas estériles enpaquetadas de forma individual.

e Tijeras.

e Tubos de Poliestireno estériles con fondo redondo empaquetados de forma
individual con doble cierre de la tapa (medida segun lo requiera el turbidimetro
aemplear.

e Tubos de vidrio de 13 x 100 mm con tapon de rosca estériles.

e Tubos de vidrio de 16 x 150 mm con tapon de rosca estériles.

e Tubos estandares de McFarland (rango que incluya el tubo 0.5).

REACTIVOS Y MATERIALES BIOLOGICOS

IX.]. Reactivos

e Acido Acético Glacial.

e Acido Clorhidrico.

e Acido Sulfurico.

e Carbonato de Sodio Anhidro.

e Cloruro de Calcio.

e Cloruro de Magnesio.

e Cloruro de Potasio.

e Cloruro de Sodio.

e Clorurode Zinc.

e DMSO.

e EDTA Sal disddica dihidratada.

e FEtanola9e°.

e Fosfato Acido de Sodio (Na;HPO.).

e Fosfato Didcido de Potasio (KH2PO.).
e Glucosa-6-Fosfato.

e Hemisulfato de Acido 3-Aminofenilborénico.
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e Hidroxido de Sodio.

e Hipoclorito de Sodio.

e Kitde tincion de Gram.
o Mezcla Alcohol:Acetona.
o Solucion de Cristal Violeta.
o Solucion de Lugol.
o Solucion de Safranina.

e Metanol.

e Tioglicolato de Sodio.

IX.2.Antimicrobianos en Disco

e Aztreonam 30 ug.
e Ceftazidima-Avibactam 30/20 ug.
e Colistina 10 ug.

IX.3.Antimicrobianos en Sal (Segun los antimicrobianos a evaluar de acuerdo al CLSI
M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes)

e Amoxicilina.
e Anfotericiba B.
e Clavulanato.
e Ceftalozano.
e Tazobactam.
e Ceftazidima.
e Avibactam.
e Piperacilina.
e Cefazolina.

e Cefepima.

e Cefotaxima.
e Ceftriaxona.
e Cefoxitina.

e Cefuroxima.
e Cefaclor.

o Cefdinir.

o Cloxacilina.
e FErtapenem.
e Fluconazol.
o Imipenem.
e |traconazol.
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Meropenem.
Doripenem.
Amikacina.
Kanamicina.
Azitromicina.
Tetraciclina.
Doxiciclina.
Minociclina.
Ciprofloxacino.
Trimetoprim.
Sulfametoxazol.
Fosfomicina.
Nitrofurantoina.
Aztreonam.
Penicilina.
Ceftarolina.
Eritromicina.
Clindamicina.
Cloramfenicol.
Rifampicina.
Linezolid.
Ampicilina.
Sulbactam.
Vancomicina.
Teicoplanina.
Gentamicina.
Estreptomicina.
Acido Nalidixico.
Levofloxacino.
Cefiderocol.
Colistina.
Daptomicina.
Claritromicina.

EDTA Sal disddica dihidratada.
Tioglicolato de Sodio.
Hemisulfato de Acido 3-Aminofenilborénico.

IX.4.Cepas control
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e Candida krusei ATCC® 6258

e Candida parapsilosis ATCC® 22019

e Candida albicans ATCC® 90028

e Candida tropicalis ATCC® 750

e Enterococcus faecalis ATCC® 29212

e [Enterococcus faecalis ATCC® 51299

e [Enterococcus faecalis ATCC® 33186

e [scherichia coli ATCC® 25922

e [scherichia coli ATCC® 35218

e [scherichia coli NCTC 13353

e Haemophilus influenzae ATCC® 49247

e Haemophilus influenzae ATCC® 49766

e Haemophilus influenzae ATCC® 10211

e Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603

e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705
e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1706
e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2146
e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2814
e Nejsseria gonorrhoeae ATCC® 19424

o Neisseria gonorrhoeae ATCC® 49226

o Neisseria miningitidis ATCC® 35561

o Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853
e Staphylococcus aureus ATCC® 25923

e Staphylococcus aureus ATCC® 29213

e Staphylococcus aureus ATCC® 43300

e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976
e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977
e Staphylococcus aureus ATCC® BAA-1708
o Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619

IX.5.Medios de Cultivo y Disoluciones

e Agar Chocolate (Base de Agar Sangrey Sangre de Carnero o Caballo Desfibrinada
Esteril).

e Agar Thayer Martin con Suplemento de Crecimiento Definido al 1% (Base de Agar
GC, Hemoglobina, Isovitalex, Inhibidor VCNT).

e Agar Gelosa Chocolate con Suplemento de Crecimiento Definido al 1% (Base de
Agar GC, Hemoglobina, Isovitalex).
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Agar Haemphilus Test Medium (HTM) (Agar Mueller Hinton, NAD, Hemina,
Extracto de Levadura).

Agar Mueller Hinton.

Agar Mueller-Hinton con Sangre de Carnero al 5% (Agar Mueller Hinton, Sangre
de Carnero Desfibrinada Estéril).

Agar Sabouraud Dextrosa.

Agar Sabouraud Dextrosa adicionado con Cloramfenicol al 50 mg/L.

Agar Sangre de Carnero (Base de Agar Sangre, Sangre de Carnero Desfibrinada
Estéril).

Caldo Haemphilus Test Medium (HTM) (Caldo Mueller Hinton, NAD, Hemina,
Extracto de Levadura, Timidina fosforilaza).

Caldo Mueller Hinton.

Caldo Mueller Hinton con Sangre Lisada de Caballo del 2% al 5% (Caldo Mueller
Hinton, Sangre de Caballo, Acido clorhidrico).

Caldo Mueller Hinton + NaCl al 2% (Caldo Mueller Hinton, Cloruro de Sodio).
Medios de Cultivo Liquidos no selectivos (Caldo Soya Tripticaseina, Caldo Nutritivo
o Caldo Infusion Cerebro Corazon).

Medios de Cultivo Sdlidos no selectivos (Agar Sangre, Base de Agar Sangre, Agar
Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina o Agar Infusion Cerebro Corazon).

RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato de sodio adicionada con MOPS (acido
morfolino propano sulfonico).

Solucion salina al 0.85% estéril.

PROCEDIMIENTO

X1. Consideraciones iniciales

X11. Muestra

El laboratorio debera contar con un procedimiento escrito para la ejecucion de la
metodologia, asi como registro de las actividades realizadas teniendo mayor
énfasis en los puntos criticos.

El método descrito en este apartado debera estar verificado de acuerdo a lo
establecido en el presente documento.

Soélo se evaluara la susceptibilidad a antimicrobianos por el método de
concentracion inhibitoria minima a cepas puras viables con identificacion
confirmada previamente y en el medio de cultivo o transporte establecido en el
apartado Microorganismos seleccionados para la vigilancia de la RAM del
presente documento.
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Ellaboratorio debera asegurar la disponibilidad de las cepas de control de proceso
necesarias para la metodologia de acuerdo a lo establecido en este documento.
Las cepas deberdn estar conservadas por un método adecuado documentado y
contar con la documentacion que asegure su origen e identidad. El pase
empleado como control de la metodologia no debera exceder al 5° (quinto) desde
el vial original.

Si las cepas cuentan con las caracteristicas de crecimiento de la Tabla 28, trabaje
directamente, de lo contrario, realice una resiembra para cumplir con los
requisitos.

Tabla 28. Medios de Cultivo para propagaciéon de microorganismos

Microorganismo Medio de cultivo para propagacion Condiciones Tiempo

Haemophilus spp

Neisseria Base de agar chocolate con Suplemento 36°C +1°C en atmdsfera

gonorrhoeae de crecimiento definido al 1% de CO2 al 5% 20-24h
Neisseria spp
35°C + 2°C en atmasfera
Streptococcus spp Agar sangre de carnero de CO» al 5% 18-20h
Medio de cultivo no selectivo. Ej. Agar
Otros Sangre, Base de Agar Sangre, Agar o o — B
(No fastidiosos) Nutritivo, Agar Soya Tripticaseina, Agar 35°C £ 2°C en aerobiosis 18-24h
Infusion Cerebro Corazon, etc.
Candida spp Agar Sabouraud Dextrosa 35°C + 2°C en aerobiosis 24 h

Tabla 28. Medios de Cultivo para propagacién de microorganismos

NOTA: Las pruebas con Neisseria meningitidis deben ser realizadas en una Cabina de
Seguridad Bioldgica, ya que la falta de esta practica se asocia con un riesgo incrementado
de contraer la enfermedad por meningococo con una tasa de fatalidad del 50% por
exposicion a microgotas o aerosoles. Se debe emplear proteccidon rigurosa contra
microgotas o aerosoles. Es recomendable que el personal que trabaja con este agente
estén vacunadas contra el mismo.

X.1.2. Medios de Cultivo y Disoluciones

Mantenga un Stock de medios de cultivo necesarios para las actividades
programadas semanalmente y conserve en las condiciones establecidas por el
proveedor.
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Cuando requiera medios para las pruebas por Dilucion en Agar, el medio de
cultivo debera ser preparado in situ.

Segun el microorganismo a analizar, seleccione el medio de cultivo segun lo
indicado en la Tabla 29.

Silos medios de cultivo y disoluciones a emplear estan en refrigeracion, atempere
por lo menos 15 minutos antes de su uso.

En caso de que la superficie de los agares contenga un exceso de humedad (Ej.
gotas de condensacion), coloque las placas en una incubadora a 35°C + 2°C o en
un gabinete de flujo laminar a temperatura ambiente con las tapas entreabiertas

hasta que el exceso de humedad se retire por evaporacion (usualmente entre 10
—30 min).

Tabla 29. Medios de cultivo para las pruebas de la susceptibilidad por microorganismo (Dilucién en

Agar / Dilucién en Caldo)

Microorganismo Medio de cultivo para prueba de susceptibilidad

Streptococcus spp

Staphylococcus spp

Agar Haemophilus Test Medium (HTM) / Caldo Haemophilus Test
Medium (HTM)
Agar Mueller Hinton + Sangre de carnero al 5% / Caldo Mueller
Hinton con Sangre Lisada de Caballo del 2% al 5%

Haemophilus spp

Neisseria spp

Neisseria gonorrhoeae Agar Gelosa Chocolate + Suplemento de Crecimiento Definido al 1%

Agar Mueller Hinton + Sangre de carnero al 5% / Caldo Mueller
Hinton con Sangre Lisada de Caballo del 2% al 5%
Aguar Mueller Hinton / Caldo Mueller Hinton / Caldo Mueller Hinton
+ NaCl al 2% (para Oxacilina)

(No fgsirigl?osos) Agar Mueller Hinton / Caldo Mueller Hinton
RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato de sodio adicionada con
Hongos MOPS (acido morfolino propano sulfénico)

Tabla 29. Medios de cultivo para las pruebas de la susceptibilidad por microorganismo (Dilucién

en Agar / Dilucién en Caldo)

En algunas ocasiones es necesario agregar substancias extra al Agar Mueller
Hinton:

o 2% de NaCl cuando se prueban Staphylococcus y Oxacilina

o 25 ug/mL de Glucosa-6-fosfato cuando se prueba fosfomicina
Cuando se prueban tigeciclina y omadacicling, las placas deben ser empleadas el
mismo dia en que se preparan.
En algunas ocasiones es necesario agregar substancias extra al Caldo Mueller
Hinton:

o 2% de NaCl cuando se prueban Staphylococcus y Oxacilina

o 0.002% de polisorbato-80 cuando se prueba dalbavancina, oritavancina y

telavancina.
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o Calcio adicional para completar 50 mg/L cuando se prueba daptomicina.

o 25 ug/mL de Glucosa-6-fosfato cuando se prueba fosfomicina
Cuando se prueban tigeciclina y omadaciclina, el Caldo Mueller Hinton debe ser
empleado el mismo dia en que se prepara.
Cuando se prueba cefiderocol, se requiere que el Caldo Mueller Hinton sea
depletado en Hierro. Se realiza una quelacion para depletar el hierro pero esto
también remueve otros cationes (calcio, magnesio y zinc), por lo que es necesario
readicionar estos cationes a las siguientes concentraciones:

o Calcio20-25 mg/L

o Magnesio 10-125mg/L

o Zinc 05-10mg/L
Cuando se prueba Carbapenémicos y Clavulanato en Neisseria gonorrhoeae es
necesario emplear Agar Gelosa Chocolate + Suplemento de Crecimiento Definido
al 1% libre de cisteina

X1.3.Antimicrobianos

Los antibidticos a emplear cumpliran, preferentemente, con las siguientes
caracteristicas:
e Ser de un proveedor confiable
e Contar con un certificado de analisis que contenga:
o Nombre genérico del antimicrobiano
o Numero de lote
o Potencia (Puede ser expresada en porcentaje o en unidades de pg/mg
(w/w))
= Se puede calcular la potencia multiplicando de la siguiente
forma:
Potencia= (Pureza)(Fraccion activa)(l — Contenido de Agua)
Pureza (Normalmente por HPLC)
Contenido de Agua (Por titulacion de Karl Fischer o por Pérdida de peso
por secado)
o Sal/ Porcion de Contra-iéon (Si el compuesto es provisto como sal y no
como &cido/base libre)
o Fecha de caducidad
Para mantener las propiedades de los antimicrobianos, conserve en las
condiciones establecidas por el fabricante o a una temperatura igual o menor a -
20°C en un desecador (preferentemente al vacio) apartados de la luz hasta que
sean necesarios.
10 2 horas antes de su uso, sague el desecador cerrado con los antimicrobianos
del congeladory déjelos equilibrarse con la temperatura ambiente antes de abrir,
de tal forma gue se evite la condensacion sobre los reactivos.
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Reemplace el desecante cuando el indicador cambie de color.

X1.4.Preparacion de los Antimicrobianos

X1.4.1. Preparacion de Soluciones Stock

Emplee cualquiera de las siguientes dos ecuaciones para determinar la cantidad
de polvo o diluyente necesario para la solucion estandar:

Volumen (mL) - Concentracion (ug/mlL)

P =
eso (mg) Potencia (ng/mg)

Peso (mg) - Potencia (ng/mg)
Concentraciéon (ng/mlL)

Volumen (mL) =

Pese el polvo del antimicrobiano en una balanza analitica. En medida de lo
posible, pese cantidades mayores a 10 mg.
Recalcule el volumen de diluyente necesario de acuerdo a la cantidad de polvo
pesado, empleando las ecuaciones anteriores.
Se deben preparar soluciones stock de los antimicrobianos a concentraciones de
por lo menos 1000 pg/mL o 10 veces la concentracion mas alta a ser probada, la
gue sea mas alta.
Algunos antimicrobianos tienen una solubilidad limitada y puede ser requerido
preparar soluciones stock a concentraciones mas bajas.
Algunos antimicrobianos deben ser disueltos en solventes diferentes al agua, en
es0s Casos:

o Se debe de emplear la minima cantidad de solvente posible para

solubilizar el antimicrobiano en polvo.
o Se debe completar la cantidad requerida para la solucion stock con agua
u otro solvente apropiado segun la Tabla 30.

Ya que la contaminacion microbioldgica es extremadamente rara, las soluciones
gue han sido preparadas de forma aséptica, pero no esterilizadas por filtracion
son generalmente aceptables.
Dispense pequenos volumenes de la solucion stock en viales estériles de vidrio,
polipropileno, poliestireno o polietileno sellados de forma cuidadosa y almacene
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(preferiblemente a -60°C 0 menos, pero nunca a temperaturas mayores a -20°C
Nni en congeladores con autodeshielo).

e Puede conservar los viales de forma indefinida, siempre que durante las pruebas
de control de calidad no se detecte evidencia de degradacion en el
antimicrobiano.

e Descongele los viales segUn sea necesario su uso y emplee el mismo dia.
Cualqguier cantidad no empleada de la solucién stock debe ser desechada al
finalizar el dia.

Tabla 30. Disolventes y Diluentes para preparacion de antimicrobianos
Agente Antimicrobiano Disolvente Diluente
A menos que se indique otra cosa, use la minima | Complete el
cantidad posible del solvente listado para volumen necesario
solubilizar el polvo del antimicrobiano con el diluyente
Acido Fusidico Agua Agua
Acido Nalidixico ¥ el volumen de agua, después agregar NaOH 1
mol/L por goteo hasta disolver
Amikacina Agua Agua
Amoxicilina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 6,01 mol/L
Ampicilina Buffer de Fosfatos, pH 8, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 6, 0.1 mol/L
Avibactam Agua Agua
Azitromicina Etanol al 95% o Acido Acético Glacial Caldo de cultivo
Azlocilina Agua Agua
Aztreonam Solucion saturada de bicarbonato de sodio Agua
Besifloxacino Metanol Agua
Biapenem Solusion salina Solucion salina
Cadazolid DMSO Agua o Caldo de
Cultivo
Carbenicilina Agua Agua
Cefaclor Agua Agua
Cefadroxil Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefamandole Agua Agua
Cefazolina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 6,01 mol/L
Cefdinir Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefditoren Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefepime Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 6,01 mol/L o
Agua
Cefetamet Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefiderocol Solucion salina Solucion salina
Cefixime Buffer de Fosfatos, pH 7, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 7,01 mol/L
Cefmetazol Agua Agua
Cefonicida Agua Agua
Cefoperazona Agua Agua
Cefotaxime Agua Agua
Cefotetan DMSO Agua
Cefoxitina Agua Agua
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Cefpodoxime 0.10% (11.9 mmol/L) solucién acuosa de Agua
bicarbonato de sodio

Cefprozil Agua Agua
Ceftarolina DMSO al 30% del volumen total Solucion salina
Ceftazidima Carbonato de sodio Agua

Ceftibuten 1/10 del volumen de DMSO Agua
Ceftizoxime Agua Agua
Ceftobiprole DMSO con Acido Acético Glacial Agua, con vortex

Vigoroso

Ceftolozano

Agua o Solucioén salina

Agua o Soluciéon
salina

Ceftriaxona Agua Agua
Cefuroxima Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,
pH 6,01 mol/L
Cefalexina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefalotina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefapirina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cefradina Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Agua
Cloramfenicol Etanol al 95% Agua
Cinoxacina 14 del volumen de agua, después afadir NaOH 1 | Agua
mol/L por gotoas hasta disolver
Ciprofloxacino Agua Agua

Claritromicina

Metanol o Acido Acético Glacial

Buffer de Fosfatos,
pH 6.5, 0.1 mol/L

Clavulanato

Buffer de Fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L

Buffer de Fosfatos,
pH 6,01 mol/L

por goteo hasta disolver

Clinafloxacino Agua Agua
Clindamicina Agua Agua
Cloxacilina Agua estéril Agua estéril
Colistina Agua Agua
Dalbavancina DMSO DMSO
Daptomicina Agua Agua
Delafloxacino 14 del volumen de agua, después NaOH 0.1 Agua

mol/L por goteo hasta disolver
Diritromicina Acido Acético Glacial Agua
Doripenem Soluciéon salina Solucioén salina
Doxiciclina Agua Agua
Durlobactam 15 del volumen e agua, después NaOH 0.1 mol/L | Agua

EDTA Agua, ajustar el pH a 8.0 con una solucién de Solucion de
NaOH 0.1 mol/L Tioglicolato de
Sodio a 300 mg/mL
Enoxacino % del volumen de agua, después NaOH 0.1 Agua
mol/L por goteo hasta disolver
Enmetazobactam Agua Agua
Eravaciclina Agua Agua
Ertapenem Buffer de Fosfatos, pH 7.2, 0.01 mol/L Buffer de Fosfatos,

pH 7.2,0.01 mol/L

Eritromicina Etanol al 95% o Acido Acético Glacial Agua
Exebacase Provisto en un stock congelado en Buffer con 20 | CAMHB
NnM de L-histidina y 5% D-sorbitol, pH 7 suplementado con

25% de suero de
caballoy 0.5 mM
DL-ditiotreitol (pH
72-7.4)

Faropenem Agua Agua
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Fidaxomicina DMSO Agua
Finafloxacina Agua Agua
Fleroxacina 1% del volumen de agua, después NaOH 0.1 Agua

mol/L por goteo hasta disolver
Fosfomicina Agua Agua
Garenoxacino Agua con agitacion Agua
Gatifloxacino Agua con agitacion Agua
Gemifloxacino Agua Agua
Gentamicina Agua Agua
Gepotidacina DMSO Agua
Hemisulfato de acido 3- Agua estéril Agua estéril
aminofenilbordnico
Iclaprim DMSO Agua
Imipenem Buffer de Fosfatos, pH 7.2, 0.01 mol/L Buffer de Fosfatos,

pH 7.2, 0.01 mol/L

Kanamicina Agua Agua
Lefamulina Agua Agua
Levofloxacino % del volumen de agua, después NaOH 0.1 Agua

mol/L por goteo hasta disolver
Levonadifloxacino 275 ug/mL de soluciéon de L-arginina en agua Agua
Linezolid Agua Agua
Lomefloxacino Agua Agua
Loracarbef Agua Agua
Mecilinam Agua Agua
Meropenem Agua Agua
Metronidazol DMSO Agua
Minociclina Agua Agua
Moxalactam (Sal de HCI 0.04 mol/L (dejar reposar por 1.5 a 2 horas) Buffer de Fosfatos,
diamonio) pH 6,01 mol/L
Moxifloxacino Agua Agua
Mupirocina Agua Agua
Nacubactam Agua Agua
Nafcilina Agua Agua
Nafitromicina 14 del volumen de agua, después acido acético Agua

glacial por goteo hasta disolver (El dcido acético

no debe exceder 2.5 ylL/mL)
Netilmicina Agua Agua
Nitazoxanida DMSO DMSO
Nitrofurantoina Buffer de Fosfatos, pH 8, 0.1 mol/L Buffer de Fosfatos,

pH 8, 0.1 mol/L

Norfloxacino 15 el volumen de agua, después agregar NaOH 1 | Agua

mol/L por goteo hasta disolver
Ofloxacino Y el volumen de agua, después agregar NaOH 1 | Agua

mol/L por goteo hasta disolver
Omadaciclina Agua Agua

Oritavancina

Polisorbato 80 al 0.002% en agua

Polisorbato 80 al
0.002% en agua

Oxacilina Agua Agua
Ozenoxacina 10% del volumen de agua, después NaOH 1M (8% | Agua
del volumen final)
Penicilina Agua Agua
Pexiganan Agua Agua
Piperacilina Agua Agua
Plazomicina Agua Agua
Polimixina B Agua Agua
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Quinupristina- Agua Agua
Dalfopristina
Ramoplanina Agua Agua

NaOH 2.5 ml/L hasta disolver

Razupenem Buffer de fosfatos, pH 7.2, 0.01 mol/L Buffer de fosfatos,
pH 7.2, 0.01 mol/L
Relebactam Agua Agua
Ridinilazol DMSO DMSO
Rifampicina Metanol (Concentracion méaxima = 640 ug/mlL) Agua (Sin agitar)
Rifaximina Metanol Buffer de fosfatos
OIM,pH 7.4 +
0.45% sulfato de
dodecil sodio
Secnidazol DMSO Agua
Solitromicina Acido acético glacial Agua
Esparfloxacina Agua Agua
Espectinomicina Agua Agua
Estreptomicina Agua Agua
Sulbactam Agua Agua
Sulfonamidas 14 volumen de agua y una cantidad minima de Agua

Sulopenem

Buffer de fosfatos 0.01 M, pH 7.2, vortex hasta

Buffer de fosfatos

disolver 0.0TM, pH 72
Surotomicina Agua Agua
Taniborbactam Agua Agua
Tazobactam Agua Agua
Tebipenem Agua Agua
Tedizolid DMSO DMSO
Teicoplanina Agua Agua
Telavancina DMSO DMSO
Telitromicina Acido acético glacial Agua
Tetraciclina Agua Agua
Ticarcilina Buffer de fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de fosfatos,
pH 6,01 mol/L
Ticarcilina-clavulanato Buffer de fosfatos, pH 6, 0.1 mol/L Buffer de fosfatos,
pH 6,01 mol/L
Tigeciclina Agua Agua
Tinidazol DMSO Agua
Tizoxanida DMSO DMSO
Tobramicina Agua Agua
Trimetoprim Acido clorhidrico o Lactico 0.05 mol/L, 10% del Agua (puede
volumen final requerir
calentamiento)
Trimetoprim (Lactato) Agua Agua
Trospectomicina Agua Agua
Ulifloxacina DMSO Agua
(prulifloxacina)
Varbobactam 90% DMSO /10% Agua Agua
Vancomicina Agua Agua
Zidebactam Agua Agua
Zoliflodacino DMSO Agua

Tabla 30.

Disolventes y Diluentes para preparacién de antimicrobianos
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X.2. Tiras de Gradiente para Epsilometria

Una forma practica y comercial de realizar la determinacion de la CIM es por
medio de las tiras de gradiente. En caso de que este sea el método elegido, siga
el Método establecido para la Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por
la técnica de difusién en disco.

La CIM correspondera a la indicada por la graduacion de la tira en el lugar donde
cruce el crecimiento microbiano con el borde de la tira.

Existen concentraciones estandar de los agentes antimicrobianos (diluciones)
para la prueba de concentracion minima inhibitoria. Las tiras de gradiente a
menudo incluyen las concentraciones estandares presentadas en la Tabla 31y
también concentraciones a intervalos entre los estandares. Cuando estan
presentes valores interdilucionales, mida y registre los resultados de acuerdo a la
interseccion del crecimiento de la elipse con la tira de la prueba, como lo describe
el fabricante. Para interpretar los resultados, aproxime la medicion interdiluciones
por encima del valor estandar proximo de la concentracion CIM. (Por ejemplo, una
tira con CIM 0.096 debe ser registrado como 0.096 pg/ml, pero interpretado como
0.125 pg/ml para el informe final).

Tabla 31. Valores de concentracién estandar (diluciones)
0.001 pg/mll
0.002 pg/ml
0.004 pg/ml
0.008 ug/ml
0.016 pg/ml
0.032 pg/ml
0.064 pg/ml
0.125 pg/m!
0.25 pg/ml

0.5 pg/ml
1.0 pg/ml
2.0 pg/ml
4.0 ug/ml
8.0 pg/ml
16.0 pg/m!
32.0 ug/ml
64.0 pg/m!
128.0 pg/ml
256.0 pg/ml

Tabla 31. Valores de concentraciéon estandar (diluciones)
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X.3. Preparacion del Inéculo

Confirme la pureza del microorganismo a evaluar por medio de una inspeccion
visual de la morfologia colonial y realizando una tincion de Gram a partir del
cultivo microbiano.

Genere alicuotas de solucion salina al 0.85%, para la preparacion del indculo, en
tubos estériles apropiados para lectura en un turbidimetro. El volumen a preparar
dependera de la experiencia en el laboratorio, sin embargo, un volumen
adecuado suele ser por lo menos 3 mL.

Estandarice el indculo a una densidad de 05 de la escala de McFarland
empleando un dispositivo fotométrico o turbidimetro. Un indculo mas denso,
dara lugar a aumento de la CIM (Falsos resistentes), mientras que un inéculo
diluido dara lugar a disminucion de la CIM (Falsos sensibles).

X.3.1.Método directo de suspension de colonia

El método directo de suspension de colonia, es el método mas conveniente para
preparacion del indculo ya que puede ser empleado con la mayoria de los
microorganismos y se recomienda para la evaluacion de organismos fastidiosos
como H. influenzae, H. parainfluenzae, N. gonorrhoeae, N. meningitidis y
estreptococos, asi como para la evaluacion de estafilococos para detectar
resistencia a la meticilina (oxacilina).

A partir de los cultivos obtenidos del numeral 1012 y con ayuda de un asa
bacterioldgica o un hisopo de algodon, seleccione colonias de la placa Petri y
suspéndalas en solucion salina al 0.85% estéril.

Compare con ayuda de un equipo fotométrico o turbidimetro el tubo del
estandar de turbidez al 0.5 de McFarland con el tubo con el indculo e iguale la
turbidez adicionando mayor cantidad de biomasa microbiana o soluciéon salina
segun sea el caso.

Una vez lograda la turbidez del indculo equivalente al tubo 0.5 del Nefeldmetro
de McFarland, emplee la suspension en un tiempo menor a 15 min.

X32. Método de Crecimiento

De forma alternativa se puede emplear el Método de Crecimiento o Método de
Cultivo en Caldo y es preferible cuando las colonias son dificiles de suspender
directamente y no se puede obtener una suspension fina. También puede ser
usado para organismos no fastidiosos (excepto estafilococos) cuando no se tienen
disponibles colonias frescas (18 — 24 h) para el método de suspension de colonia.
Seleccione por lo menos de 3 — 5 colonias bien aisladas del mismo tipo
morfologico de una placa de cultivo, usando un asa o un hisopo estériles vy
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transfiera la biomasa bacteriana a un tubo que contenga de 4 -5 mL de caldo de
cultivo nutritivo no selectivo, como Caldo Soya Tripticaseina.

e Incube el tubo a 35°C + 2°C hasta que alcance o exceda la turbidez del estandar
0.5 de McFarland (normalmente entre 2 -6 h).

e Encasode que la concentracion exceda al estandar, ajuste adicionando caldo de
cultivo o solucion salina. Compare con ayuda de un equipo fotométrico el tubo
del estandar de turbidez al 0.5 de McFarland con el tubo con el indculo e iguale la
turbidez.

e Una vez lograda la turbidez del indculo equivalente al tubo 0.5 del Nefelometro
de McFarland, emplee la suspension en un tiempo menor a 15 min.

X.4. Método de Dilucién en Placa
X.4.1.Preparacion de las placas con antimicrobiano

e Descongele las soluciones stock de antimicrobianos a probar segun el
microorganismo de acuerdo a la presente Guia o a las Guias CLSI M24S, M27M44S,
M38ME5IS, M45 o M100 vigentes:

e Prepare el rango de diluciones necesarias, a partir de la solucion stock, de cada
uno de los antibioticos a probar por medio de diluciones dobles seriadas o
siguiendo el ejemplo de la Tabla 32.:

Tabla 32. Ejemplo de Preparacion de Diluciones de Antimicrobiano

Solucién antimicrobiana Concentracio
Pas 3 Diluyent ancenUaQG nﬂnaﬁauna Log
Concentracié | Fuent | Volume | + = | nintermedia | = diluciéon 110
o e (mL) 2
n (ug/mL) e n (ML) (ug/mL) en agar
(Mg/mL)
5120 Stock 5120 512 9
1 5120 Stock 2 2 2560 256 8
2 5120 Stock 1 3 1280 128 7
3 5120 Stock 1 7 640 64 6
4 640 Paso 3 2 2 320 32 5
5 640 Paso 3 1 3 160 16 4
6 640 Paso 3 1 7 80 8 3
7 80 Paso 6 2 2 40 4 2
8 80 Paso 6 1 3 20 2 1
9 80 Paso 6 1 7 10 1 0
10 10 Paso 9 2 2 5 0.5 -1
1 10 Paso 9 1 3 25 0.25 -2
12 10 Paso 9 1 7 125 0.125 -3

Tabla 32. Ejemplo de Preparacién de Diluciones de Antimicrobiano

e Siemplea el método de las diluciones dobles seriadas, la serie quedaria de la
siguiente forma: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125,
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0.015625, 0.0078125, 0.0039063, 0.00195531 ug/mL. Por conveniencia, y no porque
sea la concentracion probada real, CLSI ha decidido representar estas diluciones
con los siguientes valores: 512, 256, 128, 64, 32,16, 8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, 0.03,
0.016, 0.008, 0.004, 0.002 ug/mL.

Cuando deba preparar las placas, mezcle una parte del volumen de la dilucion de
antibiotico correspondiente, con 9 partes del volumen del agar fundido cerca de
45 - 50°C y vacie en cajas Petri estériles en condiciones de esterilidad.

Vacie por lo menos dos placas con el medio de cultivo, sustituyendo el volumen
del antibidtico por agua destilada estéril, como control de crecimiento vy
esterilidad de las placas.

Deje solidificar las placas a temperatura ambiente y use las placas de forma
inmediata o almacénelas (de ser posible) en bolsas selladas de plastico a 2 — 8°C
de forma indefinida. Las placas pueden ser usadas, siempre y cuando se
obtengan resultados adecuados durante el control de calidad de las pruebas.
Deje temperar las placas refrigeradas, a temperatura ambiente antes de usarlas.
AsegUrese de que la superficie esté seca antes de realizar la inoculacion. De ser
necesario, puede colocar las placas en una incubadora o un gabinete de flujo
laminar durante unos 30 minutos con la tapa abierta para secar la superficie. No
se exceda en el secado de las placas.

X.4.2. Inoculaciéon de las placas

A partir de la suspension obtenida en el numeral 1012 de este método sera
necesario realizar una dilucion ya que a la concentracion del 0.5 de McFarland
existen entre 1 -2 x 108 UFC/mL en la mayoria de las especies, y el inoculo final
requiere estar a 10* UFC por punto de didmetro entre 5-8 mm.

Cuando emplee un replicador de Steers con punzones de 3 mm, los cuales
inoculan 2 uL, realice una dilucion 110 de la suspension de microorganismo al 0.5
de McFarland para obtener una concentracion de 107 UFC/mL. El inéculo final en
el agar proveerd aproximadamente 10* UFC por punto. Cuando el punzén del
replicador de Steers sea de 1 mm, los cuales inoculan entre 0.1 — 0.2 yL, no es
necesario realizar una dilucion extra a la suspension al 0.5 de McFarland. Utilice
cualquiera de las diluciones que sean empleadas para inocular las placas dentro
de los primeros 15 minutos posteriores a su preparacion.

En una gradilla, acomode los tubos que contienen las suspensiones microbianas
ajustadas en orden.

Cologue una alicuota en el pocillo correspondiente del block del replicador de
Steers.

Cologue una marca en la placa a inocular, usando un marcador indeleble, para
indicar la orientacion en la que fue inoculada la placa.
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Con la palanca del replicador de Steers y en condiciones asépticas, sumerja los
punzones dentro de las suspensiones microbianas, e inmediatamente después
inocule las placas. Realice la inoculacion empezando desde la placa sin
antimicrobiano, después la concentracion mas baja de antimicrobianoy continue
hasta la concentracion mas alta de antimicrobiano. Sumerja los punzones en la
suspension bacteriana entre cada inoculacion. Finalmente vuelva a inocular una
placa sin antimicrobiano para asegurarse de que no existe contaminacion o un
arrastre significativo de antimicrobiano durante la inoculacion.

Inocule una muestra de cada indculo en un agar no selectivo de tal forma que
puedan ser detectados cultivos mixtosy se tenga colonias frescas aisladas en caso
de que se requiera probar nuevamente la muestra.

X.4.3. Incubacioén de las placas

Una vez inoculadas las placas, permita que se absorba la humedad del inéculo a
temperatura ambiente (no Mas de 15 minutos).

Introduzca las placas invertidas en una incubadora en las condiciones
establecidas en la Tabla 33..

Tabla 33 — Condiciones de Incubacién de Placas de Dilucién

Microorganismo Condiciones de incubacion
Neisseria spp 20 - 24 horas en atmodsfera de COz al 5% a 36°C + 1°C
Neisseria gonorrhoeae 20 - 24 horas en atmodsfera de COz al 5% a 36°C + 1°C

20 - 24 horas en atmaosfera aerdbica a 35°C + 2°C (Se
puede requerir de CO2 al 5%)

16 — 20 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

Streptococcus spp

Enterobacteriales, Pseudomonas, Enterococcus 24 horas al probar vancomicina en atmasfera

Acinetobacter, complejo Burkholderia cepacia,

aerodbica a 35°C + 2°C

} 16 — 24 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
Stenotrophomonas maltophila

Pseudomonas spp (no P. aeruginosa) y otras

bacterias bacilo gram negativos no fastidiososas, no 16 — 20 horas en atmdsfera aerdbica a 35°C + 2°C

fermentadoras de glucosa
Haemophilus spp 20 - 24 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

16 — 20 horas en atmdsfera aerdbioca a 35°C + 2°C
Staphylococcus spp 24 horas al probar oxacilina y vancomicina en
atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

Hongos 24 — 48 horas en atmadsfera aerdbica a 35°C + 2°C
C. neoformans 70 — 74 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
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Rhizopus spp y Mucorales (Amfotericina B,

; 21-26 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
fluconazol y triazoles)

Aspergillus spp, Fusarium spp, Sporothrix schenkii,

Cladophialophora bantiana, Exophiala dermatitidis,
Purpureocillium lilacium y Paecilomyces variotii

Lomentospora prolificans (Scedosporium prolificans)

46 - 50 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

(Amfotericina B, fluconazol y triazoles)

(Amfotericina B, fluconazol y triazoles) 70 —74 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

Aspergillus spp y P. variotii (Equinocandinas) 21-26 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
L. prolificans (S. prolificans) (Equinocandinas) 46 —72 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C
Dermatofitos 96 horas en atmosfera aerdbica a 35°C + 2°C

Tabla 33 — Condiciones de Incubacién de Placas de Diluciéon

X.4.4. Lecturade las placas

Cologue las placas sobre una superficie obscura, no reflejante para determinar los
puntos finales.

Revise primero la placa sin antibidtico, para que la prueba sea valida, debera existir
crecimiento confluente en el drea donde el indculo fue punteado en el agar.
Determine como la CIM la concentracion mas baja donde el antimicrobiano
inhibio completamente el crecimiento del microorganismo.

Cuando se interpreta Trimetoprim y Sulfonamidas, algunos antagonistas en el
medio pueden ocasionar un ligero crecimiento, por lo tanto, tome como punto
de corte la concentracion mas baja de antimicrobiano donde exista una
reduccion del crecimiento del 80% o mas a comparacion del control.

Si dos 0 mas colonias persisten en concentraciones de antimicrobiano mas alla
del punto obvio de corte, o si no hay crecimiento en concentraciones bajas, pero
hay crecimiento en concentraciones altas, revise la pureza del cultivo y repita la
prueba de ser necesario.

Ignore colonias Unicas o marcas opacas generadas por el indculo.

Interprete los resultados de acuerdo a los puntos de corte de las guias CLSI M24S,
M27M44S, M38M5I1S, M45 o M100 vigentes.
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Imagen 6. Lectura de placas del método de dilucién en placa

X.5. Métodos de Dilucién en Caldo

X.5.1.Método de Macrodilucién en Caldo (Tubo)

X5.1.1. Preparaciéon y almacenamiento de agentes antimicrobianos diluidos

e Pararealizar la prueba, emplee tubos estériles de 13 X 100 mm con tapdn de rosca.

e Descongele las soluciones stock de antimicrobianos a probar segun el
microorganismo de acuerdo a la presente Guia o a las Guias CLSI M24S,
M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

e Prepare, de forma volumeétrica y con ayuda de una micropipeta, el rango de
diluciones necesarias, a partir de la solucion stock, de cada uno de los antibidticos
a probar por medio de diluciones dobles seriadas o siguiendo el ejemplo de la
Tabla 34 para agentes solubles en agua y la Tabla 35 para agentes insolubles en

agua:
Tabla 34. Ejemplo de Preparacion de Diluciones de Antimicrobianos Solubles en Agua
Solucion antimicrobiana Concentracion
- CAMHB 5 final a una
Paso Concentracion Volumen | + = L Log2
(ug/mL) Fuente (mL) (mL) dilucion 110 en
agar (ug/mL)
1 5120 Stock 1 9 512 9
2 512 Paso 1 1 1 256 8
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3 512 Paso 1 1 3 128 7

4 512 Paso 1 1 7 64 S

5 o4 Paso 4 1 1 32 5

6 64 Paso 4 1 3 16 4

7 64 Paso 4 1 7 8 3

8 8 Paso 7 1 1 4 2

9 8 Paso 7 1 3 2 1

10 8 Paso 7 1 7 1 0

11 1 Paso 10 1 1 0.5 -1

12 1 Paso 10 1 3 0.25 -2

13 1 Paso 10 1 7 0.125 -3

Tabla 34. Ejemplo de Preparacién de Diluciones de Antimicrobianos Solubles en Agua
Tabla 35. Ejemplo de Preparacién de Diluciones de Antimicrobianos Insolubles en Agua
Solucion antimicrobiana Concentracié
Pas ‘ Solvent ancentracjé n .ﬁna'lfa una Log
o Concentracié | Fuent | Volume e (mL) N intermedia dilucion 110 3
N (ug/mL) e n (mL) (ug/mL) en CAMHB
(Mg/mL)

1 1600 Stock 1600 16 4
2 1600 Stock 0.5 0.5 800 8 3
3 1600 Stock 0.5 15 400 4 2
4 1600 Stock 0.5 3.5 200 2 1
5 200 Paso 4 0.5 0.5 100 1 O]
© 200 Paso 4 0.5 15 50 0.5 -1
7 200 Paso 4 0.5 35 25 0.25 -2
8 25 Paso 7 0.5 0.5 12.5 0.125 -3
9 25 Paso 7 0.5 15 6.25 0.0625 -4
10 25 Paso 7 0.5 35 3.1 0.03 -5
1l 31 pfgo 0= 05 16 0.016 -6
2 3] pfgo 05 15 0.8 0.008 -7
13 31 pfgo 0> 35 0.4 0.004 -8
14 0.4 pff 05 05 02 0.002 -9

Tabla 35. Ejemplo de Preparacién de Diluciones de Antimicrobianos Insolubles en Agua

e Siemplea el método de las diluciones dobles seriadas, la serie quedaria de la
siguiente forma: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125,
0.015625, 0.0078125, 0.0039063, 0.00195531 ug/mL. Por conveniencia, y no porque
sea la concentracion probada real, CLSI ha decidido representar estas diluciones
con los siguientes valores: 512, 256, 128, 64, 32,16, 8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, 0.03,
0.016, 0.008, 0.004, 0.002 pg/mL.

e Para cada dilucion emplee una punta nueva.

e Es necesario preparar por lo menos 1 mL de volumen final de cada dilucidn para
la prueba.
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Ya que al agregar el ino6culo se realiza una dilucion 12, las diluciones de
antimicrobiano se realizan frecuentemente a doble concentracion que la
concentracion final deseada.

Use los tubos el mismo dia de su preparacion, o congele inmediatamente en un
congelador a una temperatura igual o menor a -20°C (Preferentemente -60°C)
hasta que sea necesario su uso.

No almacene las diluciones en congeladores con ciclo de autodescongelamiento
ni congele nuevamente una dilucion que ya haya sido descongelada.

X.5.1.2.Inoculacion e Incubacién de los tubos

A partir de la suspension obtenida en el numeral 10.1.2 de este método sera
necesario realizar una dilucion ya que a la concentracion del 0.5 de McFarland
existen entre 1 -2 x 108 UFC/mL en la mayoria de las especies, y el inoculo final
requiere estar de 2 — 8 X 10° UFC por tubo.

Dentro de los primeros 15 minutos de la estandarizacion del indculo al 0.5 de
McFarland, con ayuda de una micropipeta, realice una dilucion 1100 empleando
como diluyente CAMHB, de esta forma se obtendra una concentracion
aproximada de 1 x 10° UFC/mL. Finalmente, al agregar un volumen igual de
indculo al tubo con agente antimicrobiano, la dilucion 1.2 dard como resultado un
in6culo de 5 X10° UFC/mL.

Una vez realizada la dilucion 1100 del indculo, y dentro de los primeros 15 minutos
de haberla realizado, con ayuda de una micropipeta, tome 1 mL del indculo y
agréguelo a cada uno de los tubos de prueba con el antimicrobiano, asi como en
un tubo que contenga CAMBH sin antimicrobiano como control positivo de
crecimiento.

Inocule también un agar no selectivo para comprobar la pureza del indculo.
Tape los tubos e incube a las condiciones indicadas en la Tabla 29 dentro de los
primeros 15 minutos después de inoculados los tubos.

X51.3.Control del inéculo

Con ayuda de una micropipeta, tome 10 uL del tubo de control positivo de
crecimiento y realice una dilucion en 10 mL de solucion salina al 0.85% (dilucion
1:1000).

De la dilucion y con ayuda de una punta nueva, tome 100 uL y dispérsela sobre
una placa con el medio correspondiente segun la Tabla 26 € incube las placas de
acuerdo a la misma tabla.

Transcurrido el tiempo indicado, realice un conteo de colonias en la placa. La
presencia de 50 colonias aproximadamente indica que la densidad del inoculo
corresponde a 5 X 10° UFC/mL. La prueba se acepta siempre y cuando el conteo
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de colonias esté dentro de 20 a 80 UFC equivalentes a la variacion aceptada de 2
-8 X10° UFC/mL.

Una variacion importante de este nimero de colonias, ya sea por arriba o por
debajo del valor esperado, invalida la prueba.

X52. Método de Microdilucién en Caldo

X5.21.Preparaciéon y almacenamiento de agentes antimicrobianos diluidos

Para realizar la prueba, emplee Placas de 96 pozos con fondo redondo, estériles y
con tapa.

Descongele las soluciones stock de antimicrobianos a probar segun el
microorganismo de acuerdo a la presente Guia o a las Guias CLSI M24S,
M27M44S, M38M5I1S, M45 o M100 vigentes.

Prepare, de forma volumeétrica y con ayuda de una micropipeta, el rango de
diluciones necesarias, a partir de la solucion stock, de cada uno de los antibidticos
a probar por medio de diluciones dobles seriadas o siguiendo el ejemplo de Ia
Tabla 30 para agentes solubles en agua y la Tabla 31 para agentes insolubles en
agua:

Si emplea el método de las diluciones dobles seriadas, la serie quedaria de |a
siguiente forma: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125,
0.015625, 0.0078125, 0.0039063, 0.00195531 ug/mL. Por conveniencia, y no porque
sea la concentracion probada real, CLSI ha decidido representar estas diluciones
con los siguientes valores: 512, 256, 128, 64, 32,16, 8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, 0.03,
0.016, 0.008, 0.004, 0.002 ug/mL.

Para cada dilucion emplee una punta nueva.

El método mas conveniente es preparar por lo menos 10 mL de volumen final de
cada dilucion para la prueba.

Con ayuda de una micropipeta, agregue 50 plL de cada dilucion en cada uno de
los pocillos de la placa

Ya que al agregar el indculo se realiza una dilucion 1.2, las diluciones de
antimicrobiano se realizan frecuentemente a doble concentracidon que la
concentracion final deseada.

Use las placas el mismo dia de su preparacion, o guarde las placas en bolsas de
plastico selladasy congele inmediatamente en un congelador a una temperatura
igual o menor a -20°C (Preferentemente -60°C) hasta que sea necesario su uso.
No almacene las diluciones en congeladores con ciclo de autodescongelamiento
ni congele nuevamente una dilucion que ya haya sido descongelada.

X522, Inoculacién e Incubacion de las placas
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Permita que las placas se derritan y atemperen completamente a temperatura
ambiente. Las placas deben ser inoculadas dentro de las primeras 4 horas
después de su descongelamiento

A partir de la suspension obtenida en el numeral 1012 de este método sera
necesario realizar una dilucion ya que a la concentracion del 0.5 de McFarland
existen entre 1 -2 x 108 UFC/mL en la mayoria de las especies, y el inoculo final
requiere estar de 2 - 8 X 10> UFC por pozo.

Dentro de los primeros 15 minutos de la estandarizacion del indculo al 0.5 de
McFarland, con ayuda de una micropipeta, realice una dilucion 1100 empleando
como diluyente CAMHB, de esta forma se obtendra una concentracion
aproximada de 1 x 10° UFC/mL. Finalmente, al agregar un volumen igual de
indculo al pozo con agente antimicrobiano, la dilucion 1.2 dard como resultado un
in6culo de 5 X10° UFC/mL.

Una vez realizada la dilucion 1100 del indculo, y dentro de los primeros 15 minutos
de haberlo realizado, con ayuda de una micropipeta, tome 50 uL del inoculo y
agréguelo a cada uno de los tubos de prueba con el antimicrobiano, asi como en
un tubo que contenga CAMHB sin antimicrobiano como control positivo de
crecimiento.

Inocule también un agar no selectivo para comprobar la pureza del indculo.

Para prevenir la desecacion de las placas, selle cada placa o apile 4 placas y séllelas
en una bolsa de plastico antes de incubar. Para mantener la misma temperatura
de incubaciéon en todas las placas, no apile mas de 4 placas juntas y sélo cologue
tapa en la dltima placa.

Incube a las condiciones indicadas en la Tabla 29 dentro de los primeros 15
minutos después de inoculadas las placas

X523. Control del inéculo

Con ayuda de una micropipeta, tome 10 uL del pocillo de control positivo de
crecimiento y realice una dilucion en 10 mL de solucion salina al 0.85% (dilucion
11000).

De la dilucion y con ayuda de una punta nueva, tome 100 ulL y dispérsela sobre
una placa con el medio correspondiente segun la Tabla 26 e incube las placas de
acuerdo a la misma tabla.

Transcurrido el tiempo indicado, realice un conteo de colonias en la placa. La
presencia de 50 colonias aproximadamente indica que la densidad del indculo
corresponde a 5 X10° UFC/mL.

Una variacion importante de este numero de colonias, ya sea por arriba o por
debajo del valor esperado, invalida la prueba.
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X53. Método de Elusién de Discos

X.5.3.1.Consideraciones especiales

Actualmente este método solo aplica y se recomienda para la evaluacion de la
susceptibilidad a Aztreonam con Ceftazidima-Avibactam y Colistina.

Aztreonam con Ceftazidima-Avibactam se evalua en Enterobacterales vy
Stenotrophomonas maltophilia multiresistentes, especialmente productores de
MBL.

Colistina se evalua en Enterobacterales y Pseudomonas aeruginosa
multiresistentes.

X5.311. Preparacién de agentes antimicrobianos para la prueba de
Aztreonam con Ceftazidima-Avibactam

Para realizar la prueba, emplee tubos de vidrio de 16 X 150 mm (con tapdn de rosca
referentemente) estériles.
Prepare cuatro tubos con alicuotas de 5 mL de Caldo Mueller Hinton a
temperatura ambiente y etiquetelos como ATM, CZA, ATM+CZAy CC.
Usando una técnica aséptica, agregue cuidadosamente:
o ldiscodeaztreonam de 30 ug (previamente atemperado) al tubo marcado
como ATM.
o 1disco de ceftazidima-avibactam de 30/20 ug (previamente atemperado)
al tubo marcado como CZA.
o ldiscode aztreonam de 30 ug y 1disco de ceftazidima-avibactam de 30/20
g (previamente atemperados) al tubo marcado como ATM+CZA.
Mezcle suavemente con vortex los tubos y deje eluir los antimicrobianos por lo
menos 30 minutos y no mas de 60 minutos a temperatura ambiente.

X5312. Inoculacién e Incubacién de los tubos

A partir de la suspension obtenida en el numeral X3y con ayuda de una pipeta
volumeétrica inocule cada tubo con 25 pL de la suspension bacteriana
estandarizada para obtener una concentracion final de indculo de
aproximadamente 7.5 X 10° UFC/mL.

A partir de la suspencion original, con ayuda de un asa bacterioldgica estéril,
subcultive para verificar la pureza del indculo en una placa de agar sangre.

Tape cada tubo perfectamente y de vortex a cada uno a velocidad baja.
Posteriormente vuelva a abrir ligeramente las tapas e incube los tubos y la placa
de 33 a 35°C en aerobiosis durante 16 — 20 horas.

Como controles de esta prueba emplee Escherichia coli ATCC® 25922
(Susceptible a todos los agentes evaluados), Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-
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1705 (No susceptible a ATM pero susceptible a CZA y ATM+CZA), Klebsiella
pnheumoniae ATCC® BAA-2146 (No susceptible a ATM o CZA pero susceptible a
ATM+CZA) y Escherichia coli Banco AR #0348 (No susceptible a todos los agentes
evaluados).

X532. Preparacion de agentes antimicrobianos para la prueba de Colistina

Para realizar la prueba, emplee tubos de vidrio de 16 X 150 mm (con tapdn de rosca
referentemente) estériles.
Prepare cuatro tubos con alicuotas de 10 mL de Caldo Mueller Hinton a
temperatura ambiente y etiquetelos como 1 ug/mL, 2 ug/mL, 4 ug/mLy CC.
Usando una técnica aséptica, agregue cuidadosamente:
o 1disco de colistina de 10 ug (previamente atemperado) al tubo marcado
como 1 pg/mL.
o 2 disco de colistina de 10 ug (previamente atemperado) al tubo marcado
como 2 pg/mL.
o 4 disco de colistina de 10 ug (previamente atemperado) al tubo marcado
como 4 pg/mL.
Mezcle suavemente con vortex los tubos y deje eluir los antimicrobianos por lo
menos 30 minutos y no mas de 60 minutos a temperatura ambiente.

X5321. Inoculaciéon e Incubacion de los tubos

A partir de la suspension obtenida en el numeral 1012 y con ayuda de una pipeta
volumeétrica inocule cada tubo con 50 L de la suspension bacteriana
estandarizada para obtener una concentracion final de indéculo de
aproximadamente 7.5 X 10° UFC/mL.

A partir de la suspencion original, con ayuda de un asa bacterioldgica estéril,
subcultive para verificar la pureza del indculo en una placa de agar sangre.

Tape cada tubo perfectamente y de vortex a cada uno a velocidad baja.
Posteriormente vuelva a abrir ligeramente las tapas e incube los tubos vy la placa
de 33 a 35°C en aerobiosis durante 16 — 20 horas.

Como controles de esta prueba emplee Escherichia coli ATCC® BAA-3170 (s 1-4
ug/mL con una moda de 2 ug/mL) y Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 3170
(<1-4 pg/mL).

X5322 Lectura e Interpretacién de resultados

Cologue los tubos en una gradilla sobre una superficie obscura, no reflejante para
determinar los puntos finales, o coloque la placa sobre un espejo para lectura de
placas.
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Revise primero el tubo o el pozo sin antimicrobiano, para que la prueba sea valida,
debera existir crecimiento en forma de turbidez o de un boton.

Determine como la CIM la concentracion mas baja donde el antimicrobiano
inhibid completamente el crecimiento del microorganismo.

Opcionalmente, inocule en una placa de acuerdo a la Tabla 26 una muestra de
los tubos o pozos donde no observa crecimiento e incube de acuerdo a la misma
tabla. Una vez trascurrido el tiempo podra determinar la Concentracion Minima
Bactericida/Fungicida (concentraciéon mas baja donde no hay crecimiento) y
Concentracion Minima Bacteriostatica/Fungistatica (Concentracién mas baja
donde si hay crecimiento).

Generalmente la CIM por microdilucion de bacilos Gram negativos es la misma o
una dilucion doble menor que la obtenida con el método de macrodilucion.
Cuando se evalua cloramfenicol, clindamicina, eritromicina, linezolid, tedizolid y
tetraciclina en cocos Gram positivos, un crecimiento residual puede dificultar la
determinacion de la CIM. En estos casos, determine la CIM como la concentracion
mas baja donde comienza el crecimiento residual. Ignore peguenos botones de
crecimiento.

Cuando se interpreta Trimetoprim y Sulfonamidas, algunos antagonistas en el
medio pueden ocasionar un ligero crecimiento, por lo tanto, tome como punto
de corte la concentracion mas baja de antimicrobiano donde exista una
reduccion del crecimiento del 80% o mas a comparacion del control.

Si se observa que hay un salto en el crecimiento en un pozo en el método de
microdilucion, lea la CIM mas alta. Si observa que existe este fendmeno en mas
de un pozo a lo largo de la serie de diluciones, descarte la prueba y repita.
Interprete los resultados de acuerdo a los puntos de corte de la guia CLSI M24S,
M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 131 de 264

2024



Antibiotic conc (pg/mL)

64 32 16 8 4 2 1 Control

| Subcultureson | |
[ solid media | Turbidity indicates growth
' |

f
J
y. \"v,.l , -\_.‘ v,»-.
3
.

" MIC = 8 ug mL
:: "xl MBC =32 ug mL

| |
No growth Growth

Figura 7. Lectura de los tubos para el método de macrodilucién

Ejemplos de Controles Positivos de Crecimiento

e / /
* ;' * \ .)
s i
Ejemplo de Control Negativo de Crecimiento
\’
Figura 8. Lectura de los pozés péré el método de microdilucién
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Figura 9. Interpretacién de la CIM con crecimiento residual
Ejemplo de Crecimiento residual en Eritromicina: De izquierda a derecha, los
pocillos G1 a G6 corresponden al rango entre 8y 0.25 ug/mL. En este caso la CIM
corresponde al pozo G4 sefalado por la flecha roja. El pozo G12 es el control de
crecimiento sin antimicrobiano, y el pozo H12 es el control negativo de
crecimiento.
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Figura 10. Interpretaciéon de la CIM para Trimetoprim o Sulfonamidas
Ejemplo de reduccidén del 80% de crecimiento del problema contra el control: De
arriba abajo, los pozos A10 a F10 corresponden al rango entre 152/8 y 9.5/0.5
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ug/mL de Trimetroprim/Sulfametoxazol. La CIM correponde al pozo ET0,
sefalado por la flecha roja. El pozo G12 es el control positivo de crecimiento, y el
pozo H12 es el control negativo de crecimiento.

0.5pg/mL 1 pg/mL

. Figura 1. Saitos dé bozos en la determinacién de la CIM

Xl.  CONTROL DE CALIDAD

Consultar el apartado “Control de Calidad y Control de Proceso de los Procesos
Involucrados en las Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica de
Difusion de Discos y Concentracion Minima Inhibitoria” de la presente Guia.

XIl. INTERFERENCIAS

e Muestras tomadas después de la administracion de un antibiotico, o
transportadas en un medio de cultivo que contenga antibidticos.

e Muestra transportada en condiciones de medio de transporte, temperatura o
atmosfera inadecuada.

Xlll.  INTERVALO BIOLOGICO DE REFERENCIA
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No Aplica

XIV.  INTERVALO REPORTABLE

De acuerdo a las Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes.

XV.  VALORES DE ALERTA CRITICOS

De acuerdo a las Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes.

XVI.  INTERPRETACION POR EL LABORATORIO

Interpretey Reporte los valores de CIM obtenidosy los valores de corte de acuerdo
a las Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes.

Para la determinacion de los mecanismos de resistencia, en caso de existir, realice
la interpretacion de acuerdo a loindicado en las Tablas para Inferencia de Algunos
Mecanismos de Resistencia Frecuentes vigentes publicadas por el INDRE o segun
a lo indicado en las capacitaciones impartidas por el INDRE.

XVIl.  MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Seguir las reglas basicas de seguridad que corresponden al nivel |l.

Equipo de proteccién personal (EPP): cuando se trabaje en una cabina de bioseguridad
nivel ll, se requiere bata de laboratorio, calzado cerrado y guantes.

En ausencia de cabina de seguridad biolégica, adicionar al EPP anteriormente citado,
mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica del 95% o
mayor) o respirador (N95) y anteojos de seguridad.

Todos los microorganismos podran ser trabajados en areas comunes del laboratorio a
excepcion de Neisseria meningitidis que debera ser trabajada de preferencia en area
cerrada, dentro de un gabinete de bioseguridad tipo Il y con uso de respirador N95.

XVIIl.  FUENTES DE VARIABILIDAD

La ejecucion de la prueba por Método de Dilucion con cepas sin el tiempo minimo
de crecimiento, pueden ocasionar errores en los resultados obtenidos.

La conservacion o el manejo inadecuado de los antimicrobianos en sal, asi como
las dilucionesy placas de 96 pozos, pueden causar su degradacion impidiendo un
desempeno optimo.

El uso de medios de cultivo no temperados previamente a su uso, pueden
ocasionar la muerte de microorganismos delicados dando como resultado falso
sensible.
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La medicion no controlada de volumenes necesarios de diluciones de
antimicrobianos, asi como de indculo puede generar diferencias significativas en
la concentracion de antimicrobiano tedrica usada, dando como resultado falsos
resistentes o falsos sensibles.

El contenido no adecuado de cationes metalicos en los medios de cultivo, pueden
inhibir o potenciar el efecto de ciertos antibidticos.

Cuando se interpreta Trimetoprim y Sulfonamidas, algunos antagonistas en el
medio pueden ocasionar un ligero crecimiento, por lo tanto, tome como punto
de corte la concentracion mas baja de antimicrobiano donde exista una
reduccion del crecimiento del 80% o mas a comparacion del control.

Cuando se evalua cloramfenicol, clindamicina, eritromicina, linezolid, tedizolid y
tetraciclina en cocos Gram positivos, un crecimiento residual puede dificultar la
determinacion de la CIM. En estos casos, determine la CIM como la concentracion
mas baja donde comienza el crecimiento residual. Ignore pegquenos botones de
crecimiento.

Una atmosfera de incubacion no controlada (Aerobiosis, % de CO,, Humedad vy
Tiempo) pueden afectar significativamente el crecimiento de las bacterias.

Una demora importante en el tiempo de inoculacion de los medios, con las
suspensiones estandarizadas, origina el aumento de carga bacteriana y con ello
una lectura de falsa resistencia a los antimicrobianos.

Algunos microorganismos que presentan resistencia via plasmidos pueden
perder esta propiedad durante las resiembras.
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Verificacion de Ila Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos por la Técnica de Concentracién Minima
Inhibitoria

. PROPOSITO

Establecer la metodologia para la verificacion de la Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos por la Técnica de Concentracion Minima Inhibitoria para bacterias
Gram positivas, Gram negativas, Hongos levaduriformes y Hongos filamentosos de
interés epidemiologico incluidos en la presente guia.

ll.  ALCANCE

Este procedimiento aplica a todos los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR).

lll.  PROCEDIMIENTO
[11.1. Seleccién de Cepas Control

Seleccione las cepas control de acuerdo a la presente guia o a cada una de las Guias CLSI
M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 y de acuerdo a la bateria de antimicrobianos a
evaluar de rutina por el laboratorio. Ademas, las cepas deberan:

e Ser cepas nuevas o albergadas por criopreservacion provenientes de las
colecciones ATCC® y NCTC®.

e Contar con carta o certificado de analisis trazable a la coleccion ATCC® o a la
coleccion NCTC ®.

e Contar con resultados conocidos de acuerdo con las Guias CLSI M24S, M27M44S,
M38M5I1S, M45 o M100 vigentes.

e |os aislamientos deben ser el segundo pase de la cepa después de su
recuperacion a partir de la cepa congelada o liofilizada, y nunca un pase mayor al
guinto desde el material original.

[1l.2. Reactivacion de las cepas control.
[11.2.]. Recuperacién de las cepas a partir del vial provisto por el proveedor.

o Siga las instrucciones de la casa fabricante o el proveedor del material bioldgico.

. Es recomendable propagar el contenido del vial en por lo menos 5 placas con el
medio de cultivo adecuado para el material bioldgico y en las condiciones de
incubacion establecidas para cada microorganismo.

° A partir de las placas donde se hizo la propagacion inicial del meterial bioldgico,
recupere toda la biomasay conservela por un metodo a largo plazo (Por ejemplo,
criopreservacion o liofilizacion). Asegurese de identificar correctamente el
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meterial bioldgico, mantener un inventario y su resguardo que garantice su
bioseguridad y biocustodia.

[11.2.2. Recuperacion de las cepas a partir del criotubo ultracongelado.

Tome un indculo con asa (raspe el congelado rapidamente, no descongele el
criovial) y siembre en un medio no selectivo apropiado para cada
mMicroorganismo que se va a propagar por estria cruzada. Incube en las
condiciones adecuadas para cada microorganismo.

Después del tiempo de incuvacion, tome entre 3 — 5 colonias de la placa y
resiembre en un medio fresco e incuve en las condiciones adecuadas.

[11.2.3. Verificacion de la pureza del material biolégico.

A partir de la cepa recuperada, siembre nuevamente en el medio de cultivo
apropiado y, transcurrido el tiempo de incubacion verifiqgue de manera visual la
pureza de la cepa.

Realice una tincion de Gram para combrobar la pureza microscopica.

Si el material no muestra indicios de contaminacién, puede ocupar este pase
para la verificacion del método, asi como cepa control.

[11.3. Andlisis de las muestras

° Previo a la verificacion del método, el personal que ejecutara la prueba

debera ser capacitado en la metodologia.

e Antes de la verificacion de la metodologia, el personal capacitado debera

obtener resultados aceptables a partir de las cepas control establecidas en la

presente Guia o en las Guias CLSI. Lo anteior demuestra:

o Competencia durante el entrenamiento del personal.

o Que los medios de cultivo, antibioticos, cepas control y equipos o
materiales empleados en la metodologia funcionan correctamente.

. Si se obtienen rangos fuera de especificacion con las cepas control, el

personal entrenado debe revisar que las instrucciones hayan sido seguidas
de forma correcta o realizar una investigacion exaustiva hasta encontrar la
causay corregirla. El proceso de verificacion no debe comenzar hasta que se
obtengan resultados satisfactorios con las cepas de control de calidad.

. El laboratorio debe preparar un protocolo escrito de verificacion que defina,

ademas de lo establecido por los procedimientos institucionales:

o La prueba realizada.
o Criterios de aceptacion para el estudio.
o Los métodos que seran empleados para analizar los resultados.
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o Lista de los antimicrobianos a ser probados.

o Cepascontrol a ser evaluadas.

o Razones para la seleccion y uso de microorganismos a ser evaluados.

o Esquema de control de calidad durante la verificacion.

o Esquema para la evaluacion de parametros del nuevo sistema (Ej.
Exactitud, reproducibilidad [precision]).

o Informacion de como seran recolectados los datos (Se recomienda el uso

de formatos).
o Metodologia a seguir, también puede ser referenciadas los documentos
creados por el laboratorio donde se establezca la metodologia.

Determine la susceptibilidad antimicrobiana analizando las cepas como lo
describe el método de la Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por
la técnica de concentracion minima inhibitoria descrita previamente en esta
guia.

[1l.4.Precision (Reproducibilidad)

La precision (reproducibilidad) se define como la capacidad de medicion del
meétodo con la mayor cercania entre los resultados de medidas repetidas del
mismo analito, tomando la variacion normal establecida en los rangos de las
Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Cada repeticion debera procesarse como
una muestra individual, es decir, se debera realizar un ajuste independiente
de in6culo bacteriano para cada una de las réplicas.

Al menos 95% de las cepas de control de calidad, deben estar dentro de las
especificaciones de la cepa.

Para la determinacion de reproducibilidad, un analista diferente al que
realizo la prueba de precision debera repetir el procedimiento con las cepas
control seleccionadas, repartiendo cada replica en un dia diferente. Se
podran incluir cuantos analistas se deseen de acuerdo al numero de
personal que realizara la metodologia de rutina, segun la disponibilidad de
iNsuMos.

Al menos 95% de las cepas de control de calidad, deben estar dentro de las
especificaciones de la cepa.

[11.5. Repetibilidad

La repetibilidad se define como la proximidad entre los resultados de la
medida sucesiva del mismo mensurando realizado en las mismas
condiciones de la medida.
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Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Cada triplicado debera ser realizado con el
mismo indculo ajustado. Los valores obtenidos de esta prueba pueden ser
empleados en la prueba de Tolerancia.

El coeficiente de variacion entre las determinaciones debera ser < 10%.

[1.6. Tolerancia

La tolerancia se define como la reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos, por el analisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones
normales de operacion. Este parametro solo se evaluara cuando en el
laboratorio existan diferentes posibilidades de equipos o instrumentos a ser
empleados en la metodologia (Ejemplo: Diferentes turbidimetros, etc.) y no
exista otra evidencia que indigue que los resultados obtenidos son
equivalentes.

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, por triplicado. Si el ajuste de la densidad ¢ptica del indculo
bacteriano se realizara en la rutina con diferentes turbidimetros, se deberd
realizar el ajuste del indculo en cada uno de ellos de forma independiente, y
cada ajuste sera empleado por triplicado.

El coeficiente de variacion entre las determinaciones debera ser < 10%.

[11.7.Robustez

La robustez se define como la susceptibilidad de un método analitico a los
cambios de las condiciones experimentales, que pueden expresarse en
forma de lista de los materiales de la muestra, los analitos, las condiciones
de almacenamiento o las condiciones ambientales o de preparacion, en las
gue puede aplicarse el método tal cual o con determinadas modificaciones
menores. Este parametro solo se evaluara cuando en el laboratorio existan
diferentes posibilidades de materiales (Ejemplo: Antibidticos en diferentes
formas quimicas o sales, diferentes marcas de medios de cultivo, medios de
cultivo preparados por ingredientes, etc). En caso de que con el tiempo se
agreguen modificaciones que no existian durante el proceso de verificacion
inicial, ejecute esta prueva y genere un alcance al informe de verificacion
existente.

Un mismo analista, analizara las cepas control seleccionadas y la bateria de
antimicrobianos, variando cada una de las condiciones susceptibles a ser
modificadas usando el mismo indculo para todas las variaciones posibles.
Cada cepa control debera ser analizada una sola vez, sin embargo, en caso
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de discrepancias puede extender el analisis a un triplicado para descartar
errores aleatorios.
° El coeficiente de variacion entre las determinaciones deberd ser < 10%.

[11.8.Resumen de Pardmetros a Evaluar

En la Tabla 36 se describen los parametros que se van a determinar en la evaluacion y

se especifica la formula aplicable para cada uno de ellos.

Tabla 36. Pardmetros para la evaluacién del desempefio del método

PARAMETRO

DESCRIPCION

FORMULA

Precision
(Reproducibilidad)

Capacidad de medicion del método con la
mayor cercania entre los resultados de
medidas repetidas del mismo analito, tomando
la variacion normal establecida en los rangos
de las Guias CLSI M24S, M27M44S, M38M5IS,
M45 o M100 vigentes.

Todas las cepas se analizan por triplicado por el
mismo operador y equipo, evaluando todos los
equipos a emplearse en la rutina.

Para Reproducibilidad, se analizardn por
triplicado, variando analista y evaluando todos
los equipos a emplearse en la rutina.

QC = Ne 1 00u
Ny 0

Donde:
Nc: Resultados concordantes
N+: Total de resultados

Repetibilidad

Proximidad entre los resultados de la medida
sucesiva del mismo mensurando realizado en
las mismas condiciones de la medida.

Un mismo analista, analizara las cepas control
seleccionadas y la baterfa de antimicrobianos,
por triplicado. Cada triplicado debera ser
realizado con el mismo inéculo ajustado. Los
valores obtenidos de esta prueba pueden ser
empleados en la prueba de Tolerancia.

o
CV = §100%

Donde:
o  Desviacion
muestral
X : Media

estandar

Tolerancia

Reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos, por el analisis de la misma muestra
bajo diferentes condiciones normales de
operacion.

Un mismo analista, analizard las cepas control
seleccionadas y la bateria de antimicrobianos,
por triplicado. Si el ajuste de la densidad dptica
del indculo bacteriano se realizara en la rutina
con diferentes turbidimetros, se debera realizar
el ajuste del indculo en cada uno de ellos de
forma independiente, y cada ajuste sera
empleado por triplicado.

o
CV = ;100%

Donde:

o Desviacion
muestral

X : Media

estandar

Robustez

Susceptibilidad de un método analitico a los
cambios de las condiciones experimentales,
que pueden expresarse en forma de lista de los
materiales de la muestra, los analitos, las
condiciones de almacenamiento o las
condiciones ambientales o de preparacion, en
las que puede aplicarse el método tal cual o con
determinadas modificaciones menores.

o
CcV = §100%

Donde:
o Desviacion
muestral
X :Media

estandar
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Tabla 36. Pardmetros para la evaluacién del desempefio del método

PARAMETRO DESCRIPCION FORMULA
Un mismo analista, analizara las cepas control
seleccionadas y la baterfa de antimicrobianos,
variando cada una de las condiciones
susceptibles a ser modificadas usando el
mismo indculo para todas las variaciones
posibles. Cada cepa control deberd ser
analizada una sola vez.

Tabla 36. Pardmetros para la evaluacion del desempefio del método

IV.  CONTROL DE CALIDAD DURANTE LA VERIFICACION

El control de calidad debe ser realizado diariamente durante las pruebas de verificacion
del método. Emplee las cepas de control de calidad indicadas en las Guias CLSI M24S,
M27M44S, M38M51S, M45 o M100 vigentes.

V. CALCULOS

V.1. Precisiony Reproducibilidad
Los resultados se registran en la Tabla 37, 1a precision se calcula como el porcentaje del
numero de cepas de referencia dentro del rango indicado (Nc¢) por el total de cepas
referencia evaluadas. Esta tabla se llena por cada analista de tal forma que se pueda

realizar el calculo del resto de los parametros.

Tabla 37. Precisién (reproducibilidad) de antibiograma

CIM
Fecl')g qle Aislamiento Especie establecida por ClM Ne
Andlisis CLS| determinada

Tabla 37. Precision (reproducibilidad) de antibiograma

El calculo se realiza por antimicrobiano evaluado.

VI.  REPORTE DE RESULTADOS

Ademas de los requisitos institucionales, reporte:
e Datos crudos.
e Comparacion de la CIM obtenida contra la esperada.
e Cualquier resultado discrepante.
e NuUmero total de discrepancias por cada combinacion de
antimicrobiano/microorganismo.
e Calculode QCyCV
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e |dentificacion de los microorganismos que requieren ser probados nuevamente
por un método de referencia para solucionar discrepancias.

e Resolucion de las discrepancias.

e Resumen.

VII.  ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Analice los resultados de acuerdo con el numeral V. Los criterios de aceptacion para los
parametros se especifican en la tabla 38.

Tabla 38. Criterios de aceptacién
Pardmetro Valor de desemperio esperado
> 95% de las cepas control deben estar dentro de las
especificaciones para la cepa

Precision (Reproducibilidad)

Repetibilidad Coeficiente de variacion <10%
Tolerancia Coeficiente de variacion < 10%
Robustez Coeficiente de variacion < 10%

Tabla 38. Criterios de aceptacion
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Control de Calidad y Control de Proceso de los Procesos
Involucrados en las Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos por la Técnica de Difusion de Discos y
Concentracion Minima Inhibitoria

.  PROPOSITO

Establecer la metodologia para el control de calidad y control de procesos de la Prueba
de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica de Difusion de Discosy la Prueba
de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por la Técnica de Concentracion Minima
Inhibitoria en bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos levaduriformes y
hongos filamentosos de interés epidemioldgico.

II.  ALCANCE

Este apartado es un complemento a las metodologias de Prueba de Susceptibilidad a
los Antimicrobianos por la Técnica de Difusion de Discos y la Prueba de Susceptibilidad
a los Antimicrobianos por la Técnica de Concentracidn Minima Inhibitoria descritas
previamente en la presente Guia y aplica a todos los Laboratorios de microbiologia que
realicen dichas metodologias.

[ll.  PROCEDIMIENTO
[11.1. Control de Calidad de la Tincién de Gram

e Divida un portaobjetos en dos o maximo 4 partes e identifique las muestras a
probar.

e Con ayuda de un gotero o una pipeta, coloque una pequena gota de agua
destilada en la zona correspondiente del portaobjetos.

e Tome una asada pequeha de la cepa problema y suspéndala de forma
homogénea en la gota de agua.

e Destine una zona de una laminilla para el control de calidad de la tinciéon, para
ello, suspenda en la misma gota de agua una asada pequena de Staphylococcus
aureus ATCC® 25923 (Cocos Gram positivos) y una peqguena asada de
Escherichia coli ATCC® 25922 (Bacilos Gram negativos). Ambos cultivos deberan
ser frescos (18 a 24 h) y corresponder al segundo pase desde su recuperacion.

e Deje secar las laminillas a temperatura ambiente.

e Pase rapidamente, dos o tres veces, la laminilla sobre la flama de un mechero
bunsen para fijar la muestra.

e Sobre la tarja, o un recipiente destinado para ello, realice la tincion de Gram.
Puede apoyarse de un soporte de varillas de vidrio para colocar las
preparaciones.
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e Cubra cada muestra con solucion de Cristal Violeta para Gram y deje reposar
durante T minuto.
e Enjuague lalaminilla con abundante agua destilada, ayudandose de una piseta.
e Cubracada muestra con solucion de Lugol Gram y deje reposar durante 1 minuto.
e Enjuague lalaminilla con abundante agua destilada, ayudandose de una piseta.
e Decolore la laminilla con mezcla Alcohol-Acetona 1:1 para Gram. Cubra la laminilla
con la solucion y muévala constantemente durante 30 segundos.
e Enjuague lalaminilla con abundante agua destilada, ayudandose de una piseta.
e Cubra cada muestra con solucion de Safranina para Gram y deje reposar durante
T minuto.
e Enjuague la laminilla con abundante agua destilada, ayudandose de una piseta.
e Para validar la tincion de Gram, revise el control de calidad al microscopio. Se
deberan distinguir claramente los Cocos Gram positivos y los Bacilos Gram
negativos. De no ser el caso, se debera repetir la tincion, verificando cualquier
factor que pudiera haber causado el error del proceso.
Una vez validado el control de calidad de la tincion de Gram, revise las muestras.

[11.2. Control de Calidad de los Medios de Cultivo

e Pruebe la capacidad de crecimiento de los microorganismos en los medios de
cultivo cada que reciba un lote nuevo. Para ello, inocule los medios de cultivo con
las cepas control e incube en las condiciones indicadas en la Tabla 39, y verifique
el desarrollo de los microorganismos. Esta prueba puede ser desarrollada antes
de trabajar con las muestras problema.

Tabla 39. Cepas Control para Medios de Cultivo

Microorganismo Medio de cultivo Condiciones Tiempo Cepa Control
35°C +2°Cen Haemophilus

Agar chocolate atmosfera de 20-24h influenzae

CO2zal 5% ATCC® 1021
35°C+2°Cen Haemophilus

Agar Haemophilus

Haemophilus spp : atmaosfera de 16-18h influenzae
Test Medium (HTM) CO» al 5% ATCC® 10211
Caldo Haemophilus 35°C J_r/2 Cen ngmoph//us
Test Mediurm (HTM) atmosfera 20-24h influenzae
aerdbica ATCC® 1021
Base de agar
chocolate con 36°C +1°Cen Neisseria
Neisseria gonorrhoeae Suplemento de atmaosfera de 20-24h gonorrhoeae
crecimiento definido COzal 5% ATCC® 19424
al 1%
35°C +2°Cen Neisseria
Neisseria spp Agar chocolate atmodsfera de 20-24h miningitidis
CO2zal 5% ATCC® 35561
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Agar Mueller Hinton 36°C +1°Cen Neisseria
+ Sangre de carnero atmaosfera de 20-24h miningitidis
al 5% COz2al 5% a ATCC® 35561
Caldo Mueller Hinton 3e°C+1°Cen Neisseria
con Sangre Lisada de atmosfera de 20-24h miningitidis
Caballo del 2% al 5% COzal 5% ATCC® 35561
Agar sangre de BSOC,J: 2°Cen Streptococpus
carnero atmodsfera de 18-20h pneumoniae
COzal 5% ATCC® 49619
35°C+2°Cen
Agar Mueller Hinton atmosfera Streptococcus
+Sangre de carnero  aerdbica (Puede 20-24h pneumoniae
Streptococcus spp al 5% requerir de CO2 ATCC® 49619
al 5%)
35°C +2°Cen
Caldo Mueller Hinton atmosfera Streptococcus
con Sangre Lisadade aerdbica (Puede 20-24h pneumoniae
Caballo del 2% al 5% requerir de CO2 ATCC® 49619
al 5%)
Medio de cultivo no
selectivo. Ej. Agar
Sangsraer,wgBSesyeAc;ea rAgar 35°C t/ZOC en Enterococ;cus
NUtritivo, Agar Soya atm(?sfera 18-24h faecalis
T aerodbica ATCC® 29212
Enterobacteriaceae, Tr|pt|;a}se|na, Agar
Pseudomonas Infuaon/Cerebro
. Corazon, etc.
aeruginosay
Enterococcus spp 35°C+2°Cen 16-20h Enterococcus
Agar Mueller Hinton atmadsfera 24 h para faecalis
aerdbica Vancomicina ATCC® 29212
35°C £2°Cen 16-20h Enterococcus
Caldo Mueller Hinton atmosfera 24 h para faecalis
aerodbica Vancomicina ATCC® 29212

Medio de cultivo no
selectivo. Ej. Agar
Sangre, Base de Agar
Sangre, Agar

35°C+2°Cen

Acinetobacter

Nutritivo, Agar Soya atmodsfera 18-24h baumannii
Acinetobacter spp, Tripticaseina, Agar aerobica NCTC 13304
complejo Burkholderia Infusion Cerebro
cepacia, Corazoén, etc.
Stenotrophomonas 35°C +2°C en Acinetobacter
maltophila Agar Mueller Hinton atmosfera 16 - 24 h baumannii
aerdbica NCTC 13304
35°C +2°Cen Acinetobacter
Caldo Mueller Hinton atmosfera 16-24h baumannii
aerodbica NCTC 13304
Pseudomonas spp (no P. Medio de cultivo no
aeruginosa) y otras selectivo. Ej. Agar 250C + 2°C en Pseudomonas
bacterias bacilo Gram Sangre, Base de Agar atmiésfera 18-24h aeruginosa
negativas no fastidiosas, Sangre, Agar serébica ATCC® 27853

no fermentadoras de
glucosa

Nutritivo, Agar Soya
Tripticaseina, Agar
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Infusion Cerebro
Corazon, etc.

35°Cx2°Cen

Pseudomonas

Agar Mueller Hinton atmadsfera 16-20h aeruginosa
aerodbica ATCC® 27853
35°C+2°Cen Pseudomonas
Caldo Mueller Hinton atmosfera 16-20h aeruginosa
aerdbica ATCC® 27853
Medio de cultivo no
selectivo. Ej. Agar
Sangre, Base de Agar 35°C £ 2°Cen Staphylococcus
Sangre, Agar .
Nutritivo, Agar Soya atmgsfera 18-24h aureus
- ) aerdbica ATCC® 25923
Tripticaseina, Agar
Infusion Cerebro
Corazon, etc.
Aguar Mueller 35°C 1r/2°C en 16-20h Staphylococcus
Hinton atm(?sfera 24 h para aureus
aerodbica Vancomicina ATCC® 25923
Staphylococcus spp 35°C £ 2°Cen 16-20h Staphylococcus
Caldo Mueller Hinton atmadsfera 24 h para aureus
aerdbica Vancomicina ATCC® 25923
Staphylococcus
aureus
ATCC® 25923 y
Caldo Mueller Hinton 35°C +2°Cen Staphylococcus
+ NaCl al 2% (para atmosfera 24 h aureus
Oxacilina) aerdbica ATCC® 43300y
Staphylococcus
qureus
ATCC® 29213
Medio de cultivo no
selectivo. Ej. Agar
Sangre, Base de Agar
Sangre, Agar 35°C+2°Cen 18-24h Escherichia coli
Nutritivo, Agar Soya aerobiosis ATCC® 25922
Tripticaseina, Agar
Otros Infusion Cerebro
(No fastidiosos) Corazén, etc.
Aguar Mueller Bsatiniéifgrjn 16-20h Escherichia coli
Hinton L ATCC® 25922
aerdbica
Caldo Muell ) 35°C 1/2;(2 en h Escherichia coli
aldo Mueller Hinton atrm,)s.era 16 -20 ATCC® 25902
aerdbica

Tabla 39. Cepas Control para Medios de Cultivo

e Enelcasode las placas que seran empleadas para la metodologia de difusion en
disco o E-test, compruebe, usando un calibrador de Vernier y midiendo en el
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centroy cuatro cuadrantes de una placa, que el grosor de la placa sea uniforme a
4 mm+05mm.

Pruebe la concentracion adecuada de Timidina o Timina en el Agar Mueller
Hinton, la cual puede revertir el efecto inhibitorio de las sulfonamidas y el
trimetoprim, retando Enterococcus faecalis ATCC® 29212 o Enterococcus faecalis
ATCC® 33186 con un disco de Trimetoprim/Sulfametoxazol en el medio a probar.
Un medio satisfactorio genera zonas de inhibicion claras y distintivas de = 20mm.
Un medio inadecuado no genera zona de inhibicion o presenta crecimiento
dentro de la zona de inhibicion o la zona de inhibicion es < 20mm.

[11.3.Control de Calidad de los Medios de Cultivo y Antimicrobianos Individuales

Segun el microorganismo problema a evaluar, realice el control de calidad de los
medios de cultivo a empleary los antimicrobianos (discos o polvos) desarrollando
las metodologias respectivas y empleando como muestras problema las cepas
control indicadas en la Tabla 40. Realice esta evaluacion cada que cambie de lote
de antimicrobianos o cada dia que trabaje con muestras problema.

Dictamine la funcionalidad de los medios de cultivo y los antimicrobianos de
acuerdo con los valores de referencia para la aceptacion de las pruebas de las

guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100.

Tabla 40. Cepas Control para Antimicrobianos

Microorganismo

Cepa control

Cepa control CIM

Observaciones

Problema Difusién en disco
Escherichia coli Escherichia coli
ATCC® 25922 ATCC® 25922
Enterobacteriaceae Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa ATCC® geruginosa ATCC® Para Carbapenémicos
27853 27853
Peeudomonas Psegdomoncrs Psegdomonos
aeruginosa aeruginosa ATCC® aeruginosa ATCC®
27853 27853

Escherichia coli

Escherichia coli

Para Tetraciclinas y

ATCC® 25922 ATCC® 25922 Trimetoprim/Sulfametoxazol
Acinetobacter spp Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa ATCC® aeruginosa ATCC®
27853 27853
Staphylococcus Staphylococcus
Staphylococcus spp aureus ATCC® 25923  agureus ATCC® 29213
Staphylococcus Enterococcus
Enterococcus spp qureus ATCC® 25923 faecalis ATCC®
29212
Haemonbhilus Haemophilus Haemophilus
X P influenzae ATCC® influenzae ATCC®
influenzae y 49247 49247
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Haemophilus
parainfluenzae

Haemophilus
influenzae ATCC®
49766

Haemophilus
influenzae ATCC®
49766

Escherichia coli

Escherichia coli

Para Amoxicilina/Clavulanato

ATCC® 35218 ATCC® 35218
Neisseria Neisseria
Neisseria gonorrhoeae  gonorrhoeae ATCC® gonorrhoeae ATCC®
49226 49226
Streptococcus Streptococcus
pheumoniae ATCC® pneumoniae ATCC®
Streptococcus 49619 49619
presmentes Staphylococeus Para Oxacilina
aureus ATCC® 25923
Streptococcus spp B- Streptqcoccus Streptqcoccus
Hemollticos y Viridans pneumoniae ATCC® pneumoniae ATCC®
49619 49619
Streptococcus Streptococcus
pneumoniae ATCC® pneumoniae ATCC®
49619 49619

Neisseria meningitidis

Escherichia coli
ATCC® 25922

Escherichia coli
ATCC® 25922

Para Ciprofloxacino, Acido
Nalidixico, Minociclina y Sulfixazol
incubar en aerobiosis o en COz al

5%

Tabla 40. Cepas Control para Antimicrobianos

[1l.4.Control de Calidad de los Medios de Cultivo y Antimicrobianos Combinados y

Especiales

e Cuando el microorganismo problema requiera ser evaluado con una mezcla de
antimicrobianos o antimicrobianos especiales, realice el control de calidad de los
medios de cultivo a empleary los antimicrobianos (discos o polvos) desarrollando
las metodologias respectivas y empleando como muestras problema las cepas
control indicadas en la Tabla 41.. Realice esta evaluacion cada que cambie de lote
de antimicrobianos o cada dia que trabaje con muestras problema.

e Dictamine la funcionalidad de los medios de cultivo y los antimicrobianos de
acuerdo con los valores de referencia para la aceptacion de las pruebas de las
guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100.
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Tabla 41. Cepas Control para Antimicrobianos Combinados
N w2 @ @ @
= U)% " % 0w v 3 - ol G O Ol _o
Sq| 80| 80| 38 28| 8| 8| 2|2 Ol ©|80b
0| 5% 5% 8e| Se| 8| 0| 2Ly, | 2T{2Y 8z
Combinacion de Sg gg ggi SO 88 gg %g ‘%8 g@ ‘%8 '%8 8§
Antimicrobianos 68 gg gggéz E’< 88 58 ﬁg ﬁﬂ ﬁg Eg 8%
£21 858988 83| 85|55 %55 |*5{%E{s5
G| dgdg| 55|84 3| < 3| 8| <3
o o 2 3| c sl o s s
w w
Amoxicilina CIM
Amoxicilina- DD DD
clavulanato CIM DD R CIM i
- DD DD
Ampicilina CIM DD | CIM | CIM CIM CIM
Ampicilina- DD DD
Sulbactam CIM bD CIM v
DD DD DD
Aztreonam CIM DD | CIM cim | cim
Aztreonam- DD DD DD
Avibactam CIM DD e CIM | CIM
. DD DD DD
Cefepime CIM DD | CIM DD | CIM CIM CIM DD CIM
Cefepime- DD DD DD
Tazobactam CIM DD pe C° CIM | CIM
Cefepime- DD DD DD DD
Zidebactam CIM DD e CIM | CIM CIM
Zidebactam CIM CIM CIM CIM
Cefotaxime CDIIE\)/I DD | CIM | DD | CIM DD
. DD DD
Cefpodoxime CIM DD | CIM CIM CIM CIM
. DD
Ceftarolina CIM DD | CIM | CIM CIM
Ceftarolina- DD DD DD
Avibactam CIM oo DD CIM | CIM
. DD DD
Ceftazidima CIM DD | CIM | DD | CIM CIM
Ceftazidima- DD DD DD
Avibactam CIM DD B P CIM | CIM
Ceftalozano- DD DD DD
Tazobactam CIM DD e 0 CIM | CIM
Ceftriaxona 8',\3/' DD | CIM DD | CIM DD
. DD DD DD
Imipenem CIM CIM CIM | CIM CIM ciM | cIm
Imipenem- DD DD DD DD
Relebactam CIM DD il €l | el CIM CIM | CIM
DD DD DD
Meropenem CIM DD | CIM | DD | CIM | CIM | CIM ciM | cIm
Meropenem- CIM CIM CIM
Nacubactam
Nacubactam CIM CIM CIM CIM | CIM CIM | CIM
Meropenem- DD DD DD DD
Varbobactam CIM DD e 0 e CIM CIM | CIM
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Piperacilina 8,[\)4 DD | CIM CIM | CIM 8’3

?;Ef)facc”tigi ga DD | CIM | DD | CIM | M (E)IIE)/I CIM
Ticarcilina 8,[\)4 DD | CIM CIM | CIM EIIE\)/I CIM
(;'gjgfél'ngato ga DD | CIM | DD | CIM | M (E)IIE)/I CIM

Tabla 41. Cepas Control para Antimicrobianos Combinados

[11.5.Control de Calidad de las Pruebas Especiales

e Cuando el microorganismo problema requiera ser evaluado por una prueba
especial, realice el control de calidad de los medios de cultivo a emplear y los
antimicrobianos (discos o polvos) desarrollando las metodologias respectivas y
empleando como muestras problema las cepas control indicadas en la Tabla 42
Yy 43. Realice esta evaluacion cada que cambie de lote de antimicrobianos o cada
dia que trabaje con muestras problema.

e Dictamine la funcionalidad de los medios de cultivo y los antimicrobianos de
acuerdo con los valores de referencia para la aceptacion de las pruebas de las
guias CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o MT00.

Tabla 42. Cepas Control para Pruebas Especiales
Cepa control
Prueba Difusién en Disco CIM
B-Lactamasas de Espectro Escherichia coli ATCC® 25922 | Escherichia coli ATCC® 25922
extendido en K pneumoniae, Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
K. oxytoca, E. coliy P. mirabilis ATCC® 700603 ATCC® 700603
Staphylococcus aureus
Produccion de B-lactamasa ATCC® 25923
por Staphylococcus spp Staphylococcus aureus
ATCC® 29213
- . . Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Deteccion de Resistencia a la ¥ AToc® 25973 P Rrece 29013
Meticilina (Oxacilina) en
Staphylococeus spp Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
ATCC® 43300 ATCC® 43300
o - Enterococcus faecalis ATCC®
Tamizaje para Vancomicina 29212
para Staphylococcus aureusy Enterococcus faecalis ATCC®
Enterococcus spp £1299

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Deteccion de Resistencia ATCC® 25923 ATCC® 29213
inducible a la Clindamicina en Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus spp, ATCC® 49619 ATCC® 49619
Streptococcus pneumoniaey Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Streptococcus spp B- ATCC® BAA-976 ATCC® BAA-976
hemoliticos Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
ATCC® BAA-977 ATCC® BAA-977
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Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
. . . ATCC® 25923 ATCC® 29213
Detecciéon de Resistencia de
Alto Nivel a Mupirocina en Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC® BAA-1708
ATCC® BAA-1708 Enterococcus faecalis ATCC®
29212
Enterococcus faecalis ATCC®
Deteccién de Resistencia de Enterococcus faecalis ATCC® 29212
Alto Nivel a Aminoglucosidos 29212 Enterococcus faecalis ATCC®
51299

Tabla 42. Cepas Control para Pruebas Especiales

Tabla 43. Cepas Control para Pruebas Especiales Complementarias
Prueba Cepa Control
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705
CarbaNp Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1706
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1706
mCIMy eCIM Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-2146
Escherichia coli ATCC® 25922
Produccion de B-lactamasa por Staphylococcus aureus ATCC® 25923
Staphylococcus spp por disco de Nitrocefina Staphylococcus aureus ATCC® 29213

Tabla 43. Cepas Control para Pruebas Especiales Complementarias

IV.  INTERPRETACION POR EL LABORATORIO

Interprete y reporte los valores de CIM o Halos de inhibicion obtenidos y los valores de
corte de acuerdo a las Guias del CLSI M24S, M27M44S, M38M51S, M45 o M100 Vigentes,
como concordantes o no concordantes.

V.  MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Seguir las reglas basicas de seguridad que corresponden al nivel |l.

Equipo de proteccién personal (EPP): cuando se trabaje en una cabina de bioseguridad
nivel ll, se requiere bata de laboratorio, calzado cerrado y guantes.

En ausencia de cabina de seguridad biolégica, adicionar al EPP anteriormente citado,
mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica del 95% o
mayor) o respirador (N95) y anteojos de seguridad.
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VI.

Todos los microorganismos podran ser trabajados en areas comunes del laboratorio a
excepcion de Neisseria meningitidis que debera ser trabajada de preferencia en area
cerrada, dentro de un gabinete de bioseguridad tipo Il y con uso de respirador N95.

FUENTES DE VARIABILIDAD

La ejecucion de la prueba por Método de Dilucion con cepas sin el tiempo minimo
de crecimiento, pueden ocasionar errores en los resultados obtenidos.

La conservacion o el manejo inadecuado de los antimicrobianos en sal, asi como
las dilucionesy placas de 96 pozos, pueden causar su degradacion impidiendo un
desempeno 6ptimo.

El uso de medios de cultivo no temperados previamente a su uso, pueden
ocasionar la muerte de microorganismos delicados dando como resultado falsos
sensibles.

La medicion no controlada de volumenes necesarios de diluciones de
antimicrobianos, asi como de indculo puede generar diferencias significativas en
la concentracion de antimicrobiano tedrica usada, dando como resultado falsos
resistentes o falsos sensibles.

El contenido no adecuado de cationes metalicos en los medios de cultivo, pueden
inhibir o potenciar el efecto de ciertos antibioticos.

Cuando se interpreta Trimetoprim y Sulfonamidas, algunos antagonistas en el
medio pueden ocasionar un ligero crecimiento, por lo tanto, tome como punto
de corte la concentracion mas baja de antimicrobiano donde exista una
reduccion del crecimiento del 80% o mas a comparacion del control.

Cuando se evalua cloramfenicol, clindamicina, eritromicina, linezolid, tedizolid y
tetraciclina en cocos Gram positivos, un crecimiento residual puede dificultar la
determinacion de la CIM. En estos casos, determine la CIM como la concentracion
mas baja donde comienza el crecimiento residual. Ignore pequenos botones de
crecimiento.

Una atmosfera de incubacion no controlada (Aerobiosis, % de CO,, Humedad vy
Tiempo) pueden afectar significativamente el crecimiento de las bacterias.

Una demora importante en el tiempo de inoculacion de los medios, con las
suspensiones estandarizadas, origina el aumento de carga bacteriana y con ello
una lectura de falsa resistencia a los antimicrobianos.

Algunos microorganismos que presentan resistencia via plasmidos pueden
perder esta propiedad durante las resiembras
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Identificaciéon de genes de resistencia por métodos moleculares

.  PROPOSITO

Establecer la metodologia para la confirmacion de la presencia de genes asociados a la
resistencia a los antimicrobianos en bacterias Gram positivas y Gram negativas de
interés epidemiologico, por la metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa
convencional y tiempo real (PCRy gPCR).

ll.  PRINCIPIO DEL METODO

La resistencia a los antimicrobianos en bacterias tiene una relacion directa con el
material genético, aunque esta resistencia se puede atribuir a eventos de mutaciones
simples, la mayoria de los casos es debido a la adquisicion de genes especificos de
resistencia a los antibiodticos. La rapida diseminacion y evolucion de estos genes se debe
a su localizacion en plasmidos, los cuales acarrean informacion genética para la
resistencia a muchos antibidticos al mismo tiempo. Esta evolucion, ademas, se cataliza
por elementos genéticos maoviles llamados transposones que pueden acarrear una gran
variedad de genes de resistencia y son capaces de insertarse por si mismos dentro de
plasmidos, el cromosoma y otros transposones.

En los ultimos anos el desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido un conocimiento
mas profundo para la deteccidon de genes asociados a la resistencia antimicrobiana, con
el uso de la biologia molecular, como lo es la PCR (Polymerase Chain Reaction).

La PCR es una técnica de amplificacion de ADN in vitro propuesta por Panet y Khorana,
Mullis v sus colaboradores a principios de la década de 1980. Esta es una reaccion
enzimatica in vitro, que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia diana es copiada fielmente. Para
ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células a partir de iniciadores
(cebadores o primers), que marcan de manera especifica el inicio y el fin del gen de
interés, los desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y
guanina),

el ion magnesio (Mg++), una solucion amortiguadora o buffer y agua, también
componen la reaccion. Estos ciclos que conforman a la PCR estdan compuestos de tres
etapas principales: desnaturalizacion, alineacion y extension, cada una bajo condiciones
de tiempo y temperatura especificos. Esto genera que con cada ciclo que pasa, el
numero de amplicones del gen de interés se duplique de forma exponencial, de modo
que la cantidad de material genético obtenido en la reaccion sea detectable en un
proceso conocido como electroforesis en gel de agarosa, donde un agente como el
bromuro de etidio se intercala en el ADN y al ser exitado por una fuente de luz UV emite
una senal que es detectada en un fotodocumentador y se visualiza como la presencia
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V.

V.

VL.

de una banda de un determinado peso molecular. Existen variantes de la PCR que en
esencia se fundamentan de igual manera en la duplicacion exponencial de una
secuencia especifica de ADN, por ejemplo la PCR tiempo real (Real-time PCR o gPCR),
ésta se diferencia principalmente en que la deteccion de los amplicones, se hace en cada
ciclo de amplificacion de la PCR con la participacion de una sonda marcada con un
fluoréforo que emite fluorescencia a determinada longitud de onda la cual es detectada
en un termociclador y es visible en forma de un grafico de amplificacion.

Debe considerarse al realizar este tipo de analisis que la presencia de un gen no asegura
SuU expresion por esta razon el analisis de los genes por PCR debe complementarse con
las pruebas estandar como lo es la concentracion minima inhibitoria o la técnica de
difusion en disco para asi demostrar su expresion y poder determinar si el
microorganismo es 0 No resistente a cierto antibidtico.

Para estas pruebas moleculares deben tenerse en cuenta los factores que pueden
alterar o inhibir la PCR, como son la presencia de los iones de calcio, sales biliares, urea,
fenol, etanol, polisacaridos, dodecilsulfato de sodio (SDS), acidos humicos, acido tanico,
melanina asi como diferentes proteinas, como colageno, lactoferrina, mioglobina,
heparina, hemoglobina, inmunoglobulina G (IgG), DNasas y proteinasas, también es
importante la concentracion de ADN, detergentes , entre muchos otros compuestos
gue pueden o no estar relacionados con la toma de la muestra o el origen de la misma.

ALCANCE

Este método aplica a todos los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y
Laboratorios Institucionales de Referencia (LIR), asi como los Laboratorios de Apoyo a la
Vigilancia Epidemioldgicos (LAVE) u otro laboratorio que haya sido seleccionados por los
LESP, LIR o InDRE cuando haya demostrado su capacidad para ejecutar la presente
metodologia.

SISTEMA DE MUESTRA PRIMARIA

o Cepa Pura con identidad confirmada y sospecha de mecanismo de resistencia.

o Extracto de ADN obtenido por chogue térmico o extraccion por Estuche.

TIPO DE CONTENEDOR Y ADITIVOS

e Placas con Agar Sangre de Carnero.

e Placas con medio nutritivo no selectivo (Base de agar sangre, Agar Nutritivo, Agar
Soya Tripticaseina).

e Tubos con medio nutritivo no selectivo (Base de agar sangre, Agar Nutritivo, Agar
Soya Tripticaseina).

e Medio de transporte Amies con carbon

ESPECIFICACIONES DE DESEMPENO
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Cada laboratorio deberd verificar el método que emplee de rutina para la
determinacion de genes relacionados a la resistencia antimicrobiana declarando
los siguientes parametros de especificacion de desempeno que por o menos
deberan cumplir con lo establecido en los valores esperados en la Tabla 44.

VII.

VIII.

Tabla 44. Criterios de aceptacion
Pardmetro Valor de desemperio esperado
Sensibilidad > 95%
Especificidad > 95%

Tabla 44. Criterios de aceptacion

GLOBAL ANTIMICROBIAL RESISTANCE SURVEILLANCE SYSTEM (GLASS)

Ademas de los métodos moleculares descritos en la presente guia, los laboratorios
podran optar por cualguiera de los métodos moleculares(genes y proteinas) descritos
por la Global Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS) en el documento
Molecular methods for antimicrobial resistance (AMR) diagnostics to enhance the
Global Antimicrobial Resistance Surveillance System disponible en el portal de la World
Health Organization https;//www.who.int/publications/i/item/WHO-WSI-AMR-2019.]

EQUIPOS

e Agitador tipo vortex.

e Balanza analitica.

e Camara de electroforesis.

e Cabinas para PCR.

e Centrifuga refrigerada.

e Centrifuga para placas.

e Congelador de -15a -20°C.

e Computadora.

e Fuente de voltaje para electroforesis.

e Cabinetes de Bioseguridad.

e Horno de microondas.

e Incubador térmico/ Thermoblock.

e Microcentrifuga.

e Micropipetas automaticas de intervalos 0.5 a 10, 20 a 200 y 100 a 1000 uL
e Parrilla de calentamiento.

e Potenciometro.

e Refrigerador con rango de temperatura de 2 a 8°C.
e Termociclador punto final.

e Termociclador tiempo real.

e Transiluminador UV /Foto documentador.
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Ultracongelador.

MATERIALES

Asas bacterioldgicas desechables
Aplicador de pelicula para microplaca

Bata desechable

Bolsa para desecho de RPBI

Bolsa para desecho de cepasy cultivos
Bolsa para residuos quimicos

Caja de almacenamiento para microtubos
Charolas de pesado

Cinta testigo

Contenedor para desechos bioldgico-infecciosos (RPBI)
Contenedor para residuos quimicos
Contenedor para desechos punzocortantes
Espatulas

Frascos con tapdn de rosca

Gasas

GCradilla metalica

GCradillas de plastico para microtulbos
GCradilla para PCR con gel refrigerante
Guantes de nitrilo

Guantes resistentes al calor (asbesto, carnaza, etc)
Lentes de seguridad

Mascarilla N95

Marcador indeleble

Microplacas de 96 pozos de O.1ml para PCR
Microtubos de propileno de 02,05y 1.5 mL
Nivel de burbuja

Papel aluminio

Parafilm

Peine para geles

Piseta de plastico

Probeta graduada

Puntas con filtro para micropipeta de 0.5a 10, 20 a 200 y 100 a 1000 plL

Tapas Opticas en tira
Tubos opticosde 0.1 ml en tiras
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X. REACTIVOS Y MATERIALES BIOLOGICOS

X1 REACTIVOS

Acido borico

Alcohol etilico al 96°

Agarosa grado bioclogia molecular

Agua bidestilada

Agua grado biologia molecular

Bromuro de etidio

Cloruro de magnesio (Mg2Cl)

EDTA Sal disédica dihidratada

HCI

Marcador de peso molecular de 1Kb (Marcador Ladder 100 pb)

Naranja G

NaOH

Sacarosa

Soluciones acuosas de dATP, dTTP, dCTP y dGTP

Sondas e iniciadores

Tag DNA Polimerasa recombinante 500 U (5 U/uL), cat 10342-020, Invitrogen
TagMan® Gene Expression Master Mix (2X), cat 4369016, Applied Biosystems
TBE (0.5x Tris-Borato-EDTA)

TBE (0.5x Tris-Borato-EDTA)

Trizma base

X2 CEPAS CONTROL

Bacterias de coleccion, con presencia de genes participantes en los mecanismos de
resistencia. Estos controles de ADN pueden ser solicitados al Laboratorio Nacional de
Referencia previo establecimiento de un acuerdo de transferencia de material biologico.

X3 INICIADORES Y SONDAS

Tabla 45. Secuencias de iniciadores

Nombre del
iniciador / Secuencia 57»3" GCen Tipo
sonda
agKPC-F GCGHGGAATACAGCTCGCTTA
gKPC-R GCCGCCCAACTCCTTCA Carb kpc 2,3,4,57,8 9,10
gKPC-P (FAM) | TGATAACGCCGCCGCCAATTTGT
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gNDM-F GACCGCCCAGATCCTCAA
gNDM-R CGCGCACCGGCAGGTT MBL ndm 1,25
gNDM-P (HEX) | TGGATCAAGCAGGCACAT
qOXA-F TGCTCACTTTACTGAACA
gOXA-R GCCCGTTTAAGATTATTGG OXA-carb oxa 48,181,162, 163
gOXA-P (FAM) | TCATTCCACAGCACAACTACGC
qGES-F GAGAGCATTACGCTGTAGC 1,2,3,4,5 7,9,
qGES-R CAGCGCATGAGTTGTGTAATAAC BLEE ges 11,112,113, 14,15, 17
gGES-p (HEX) | CAGAGGCAACTAATTCCGTCACGT
qVIM-F GATCGTGTTTGGTCGCATA 1,2, 3,4 14,11, 14,
qVIM-R CCACGCTGTATCAATCAA MBL Vim 1,14, 15,17,19, 20,
qVIM-p (Cy5) AACTCATCACCATCACCGCACAATG 23,24, 25,27,28
alMP-F GTTTATGTTCATACWTCGTTYG ' IMP variantes menos 9
IS 'mp 16,18,22y 15
glMP-R ACTASGTTATCTKGAGTGTG 18,22y
16S rRNA-F TCGGCAGCCATGTGGTTTAATTCGA
16S rRNA-R TGCGGGCACTTAACCCAACA Gen control 165 165 rRNA
W(E\S(Sr)liz N CACGAGCTCACGCACARCCATGCA
clR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
Colistina mcr-1 1
clR5-R CTTGGCTCGGTCTGTAGGG
ctx-MUI1 ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT CTX-M-1a 30, bla
BLEE ctx-m TOHO-1a 3, FEC-1,
ctx-MU2 TGCGC GTR AAR TAR GTS ACC AGA UOE-1y 2
van-A- F GGG AAA ACG ACA ATT GC
Vancomicina vanA Van A
van-A- R GTA CAATGCC GGC CCTTA
mec-A- F TGG CTATCG TGT CAC AAT CG
Meticilina mecA Mec A
mec-A- R CTGC GAACTT GTT GAG CAG AG
OXA-23-F CCTCAGCCTCTGCTGGTTATTCA
OXA-23-R CTCCAATCCCATCAGCGGCAT OXA-Carb oxa-23 oxa-23
E?;A’\‘/_l)zz_p CCGCGCAAATACAGAATATCTGCCAGCC
OXA-24-F GCACAAAGCAACTAAAGCCGCGGGTTA
OXA-Carb oxa-24 oxa-24
OXA-24-R AGCCTAATCCGGTTATCGTCGCAAGGT
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OXA-24-P
(HEX)

AGCTCGCATAA GGTTAGTTGGCCCCC

OXA-58-F GTTGTATCGTAGCAGCGCAGCAGG
OXA-58-R ACCCACATACCAACCCACTTG OXA-Carb oxa-58 oxa-58
EI);EJA%)S&D TGCGGCTGCCCGCAATCGCTGTAGCGACCCG
Tabla 45. Secuencias de iniciadores
XI. HIDRATACION DE INICIADORES Y SONDAS

Los iniciadores y sondas se reciben liofilizados con su respectiva hoja de sintesis donde
se indica su concentracion; antes de su uso deben hidratarse con agua grado biologia
molecular o buffer TE.

Hidratacién del stock

La hoja de sintesis puede tener el volumen de diluyente a adicionar para tener
una concentracion de 100 uM; si solo indica la concentracion en nanomoles

obtenga el volumen con la siguiente formula

Solucién stock a 100 pmol/uL o 100 uM
nmol X 10 = volumen de disolvente que se va a
adicionar para reconstituir
Ejemplo: 56 nmol X 10 = 560 pL de disolvente

(si la concentracidn esta dada en picomoles se
hace la conversion a nanomoles)

Sielvolumen del disolvente supera la capacidad del vial, utiliza una concentracion

mayor para su preparacion, por ejemplo 500 uM.

Adicione alvial original el agua, deje reposar por lo menos 30 min en refrigeracion,
después homogenice y finalmente almacene a -20°C en alicuotas de 200 a 500

L si el uso no es frecuente.

Diluciones de trabajo
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e Prepare las diluciones de acuerdo con lo indicado en el formato de cada PCR o
gPCR, a partir de los reactivos stock, utilice la siguiente formula:

Dilucién de trabajo
CixVvVi=C2xV2

C1: Concentracion del stock
V1: Volumen de la sol. stock
C2: Concentracién de la dilucién de trabajo
V2: Volumen de la dilucién de trabajo

V2 representa la cantidad de Stock a tomar con la
cantidad de diluyente necesario para obtener la
concentracion final.

V "diluyente"= V2 - V1

e Adicione a un tubo el volumen correspondiente de agua y reactivo, homogenice
la mezclay haga alicuotas de 100 - 200 plL en tubos de 0.5 mL.

e Proteja las sondas de la luz cubriendo con aluminio los microtubos o usando
microtubos color ambar.

e Almacene los tubos de 2 a 8°C en alicuotas de 100 a 200 uL para su uso continuo.

XII. PRUEBAS MOLECULARES

Para el desarrollo de estas técnicas y evitar la contaminacidn cruzada es importante que
considere lo siguiente:

-  Mantenga separadas las areas de trabajo: area de preparacion de mezclas, area
de adicion de templados, area de adicion de controles, area amplificacion y
deteccion. Cada una de estas debera contar con su propio material y equipos,

- Conserve siempre un flujo de trabajo unidireccional.

Area de
amplificacion y
deteccion

Area de

preparacion de
mezclas

Electroforesis
Termocicladores

- Descontamine las areas de trabajo antes y después de su uso con Etanol 70%, si
sospecha de contaminacion, limpie las superficies con una solucion de 0,5- 1,0 %
de hipoclorito de sodio, que luego debe ser removido con agua y etanol 70%.

- Encienda el o los termocicladores al inicio.

- Utilice una bata desechable y guantes de nitrilo en cada area.
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XIII.

- Todo el material utilizado debe estar libre de DNAsas

- Utilice solo puntas con filtro en todas las areas para evitar la contaminacion de las
micropipetas por formacion de aerosoles.

- Mantenga las muestras y los reactivos en refrigeracion hasta su uso y evite
manipularlos sin guantes.

- Asegure gue los tubos y tapas estan bien sellados antes de colocarlos en el
termociclador.

DESARROLLO DE LA PCR /gPCR

XI11.1 Area de preparacién de mezclas

e [En esta area, coldquese el equipo de proteccion personal, prepare el material
necesario, rotule los tubos y/o placas necesarias para la reaccién y homogenice
los reactivos.

e Seleccione el formato de reaccion (PCR o gPCR) de acuerdo con el gen de interés,
realice los calculos considerando el nUmero de controles para cada areay prepare
la mezcla de reactivos, homogenice y finalmente adicione el volumen de la
mezcla indicado en el formato a cada tubo o pozo de la placa segun corresponda.
Para el control de reactivos en esta area adicione agua. (NTC, reactivos).

e Silareaccion esde gPCR proteja de la luz.

Xl11.2 Area de adicién de templados

e En esta area adicione de 2 a 4 uL del ADN de cada muestra en el tubo
correspondiente y tapelo inmediatamente. Adicione el mismo volumen de agua
al tubo del control de templados, (NTC templados).

XI11.3 Area de adicién de controles

e En esta area adicione de 2 a 4 uL del ADN que contiene el o los genes de
resistencia buscados como control positivo (PTC). Adicione el mismo volumen de
agua al tubo del control de esta area (NTC controles).

Xll1.4 Area de amplificacién y deteccion

e Para PCR: Coloque los tubos bien cerrados en el termociclador de punto final,
seleccione el protocolo térmico y de inicio a la corrida.
e Altermino saque los tubosy dirijase al area de electroforesis.
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Con el recipiente para el gel ya nivelado, prepare entonces un gel de agarosa al 1.5
- 2% segun sea el caso con 0.5 ul. bromuro de etidio y deje solidificar.

Prepare la cdamara de electroforesis con todos sus componentesy llénela con TBE
X.

Mezcle con micropipeta 5 uL de cada amplicon con 2 ul de naranja G y deposite
en el pozo del gel correspondiente, adicione 3 uL del marcador de peso molecular
en los extremos del gel e inicie el corrimiento electroforético en buffer TBE 1X
durante 90 - 120 volts, durante 30 - 60 minutos

Al término visualice los productos de amplificacion obtenidos con ayuda de un
fotodocumentador y guarde la imagen digitalizada para su interpretacion.

Nota importante: El bromuro de etidio es un agente mutagénico por lo que siempre
debe trabajarse usando guantes o sustituir este agente de revelado por otro mas
seguro.

Para gPCR: en el area de instrumentacion coloque los tubos o placa bien cerrados
en el termociclador de tiempo real, seleccione el protocolo térmico, los canales
adecuados para detectar la fluorescencia emitida y de inicio a la corrida.

Al finalizar si se validan los controles de la reaccion, analice en el software los
graficos de amplificacion obtenidos.

XIV. Protocolos térmicos para confirmacidén de mecanismos de resistencia por métodos
moleculares.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR) para la deteccién de los genes kpc,

ndm y 16S
Reactivo Volumen
TagMan® Gene Expression 125
Master Mix 2X

KPC-F 10uM 05

KPC-R 10uM 05

KPC-P 2.5uM (FAM) 1.0
NDM-F 10uM 05
NDM-R 10uM 05
NDM-P 2.5uM (HEX) 3.0
16S-F 10uM 05

16S-R 10uM 05

165-P 2.5uM (Cy5) 10

H>O 25

DNA 2

Volumen final 25

| Ciclado | |
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR) para la deteccién de los genes oxa

Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR) para la deteccién del gen imp

1cCiclo 50°C 2 min
95°C 10 min

. 94°C 15s

40 Ciclos G0°C G0

y ges
Reactivo Volumen
TagMan® Gene Expression 125
Master Mix 2X
OXA-F10uM 1.0
OXA-R 10puM 1.0
OXA-P 2.5uM (FAM) 10
GES-F10uM 1.0
GES-R10pM 1.0
GES-P 2.5uM (HEX) 0.5
H>O 50
DNA 2
Volumen final 25
Ciclado
1Ciclo 50°C 2 min
1Ciclo 95°C 10 min
) 94°C 15s
40 Ciclos c0°CF 0o

Reactivo Volumen
TagMan® Gene Expression 125
Master Mix 2X
qlMP-F [10uM] 1.0
qlMP-R [10uM] 1.0
H>O 35
ADN 2
Volumen final 25
Ciclado Pb 130
1Ciclo 50°C 2 min
1Ciclo 95°C 10 min
) 94°C 15s
40 Ciclos 60°C 60
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Reactivo Volumen
Tag DNA Polimerasa 01
recombinante (5U/uL) )
H.O 13.65
Buffer [10X] 25
MgClz [50mM] 0.75
dNTPs [10mMM] 1.0
CTX-MUT [10uM] 15
CTX-MU2[10uM] 15
DNA 2
Volumen final 25
Ciclado Pb 593
1Ciclo 94°C 3Imin
94°C 30s
35 Ciclos 52°C 30s
72°C 30s
1Ciclo 72°C 5min

Reaccién en Cadena de la Polimerasa Punto Final (PCR) para la deteccién del gen mecA

Reactivo Volumen
Tag DNA Polimerasa 0]
recombinante (5U/ul) )
H20 16.65
Buffer [10X] 25
MgCl [50mM] 0.75
dNTPs [10mM] 10
mec A - F [TOuM] 1.0
mecA - R [10uM] 1.0
ADN 2
Volumen final 25
Ciclado Pb 214
1Ciclo 94°C 3Imin
94°C 30s
35 Ciclos 54°C 30s
72°C 60 s
1Ciclo 72°C 5min
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa Punto Final (PCR) para la deteccién del gen vanA

Reactivo Volumen
Tag DNA Polimerasa 01
recombinante (5U/uL) )
H20 17.6
Buffer [10X] 25
MgCls [50mM] 0.75
dNTPs [10mMM] 05
van A - F [10uM] 0.5
Van A-R [10uM] 1.0
ADN 2
Volumen final 25
Ciclado Pb 214
1Ciclo 94°C 3Imin
94°C 30s
35 Ciclos 54°C 30s
72°C 30s
1Ciclo 72°C 5min

Reaccién en Cadena de la Polimerasa Punto Final (PCR) para la deteccién del gen mcrl

Reactivo Volumen
Taq DNA Polimerasa 01
recombinante (5U/ulL) )
H20 17.65
Buffer [10X] 2.5
MgCl, [50mM] 0.75
dNTPs [10mM] 1.0
CLR5-R [10uM] 0.5
CLR5-F [10uM] 0.5
DNA 2.0
Volumen final 25
Ciclado Pb 399
1Ciclo 94°C 3Imin
94°C 30s
35 Ciclos 54°C 30s
72°C 45s
1Ciclo 72°C 7 min
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa Tiempo Real (QPCR) para la deteccién de los genes OXA en

Acinetobacter spp
Reactivo Volumen
TagMan® Gene Expression 125
Master Mix 2X
OXA - 23-F 25 uM 0.25
OXA-23-R 25 uM 0.25
OXA-23-P 10 uM (FAM) 0.25
OXA -24-F 25uM 0.25
OXA-24-R 25 puM 0.25
OXA-24-P 10 uM (HEX) 1
OXA-58-F 25uM 0.25
OXA-58-R 25uM 0.25
OXA-58-P 7.5 uM (ROX) 0.58
16S-F 10 uM 0.5
16S-R 10 uM 0.5
16S-P 2.5 uM (Cy5) 1
H20 5.17
DNA 2.0
Total 25.0
Ciclado Pb 399
. 50°C 2min
1 Ciclo 95°C 10 min
. 95°C 15s
40 Ciclos c0°C 75 <

XV. INTERFERENCIAS

Eltalco presente en algunos tipos de guantes puede inhibir la reaccion de PCR
El no utilizar material estéril

Manipular reactivos y muestras sin el uso de guantes

Altas concentraciones de material genético

Muestras transportadas en medios de cultivo inadecuados como los que
contienen antibidticos

o O O O O

XVI. CONTROL DE CALIDAD

Para validar los resultados de las reacciones, es importante incorporar uno o mas de los
siguientes controles, los cuales deben trabajarse igual que todos los tubos o placas
durante el desarrollo de la PCR o gPCR.
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XVI.1 Control de reactivos (NTC reactivos)

Garantiza que los reactivos no estan contaminados, a este tubo o pozo se le adiciona
agua y se mantiene cerrado durante todo el proceso, para validar este control en la
PCR no deben haber amplicones en el gel y en la g PCR ninguna curva de
amplificacion.

XVI1.2 Control de templados (NTC templados)

Asegura que al manipular las muestras no hubo contaminacion entre ellas, a este tubo
0 pozo se le adiciona agua durante el proceso, para validar este control en la PCR no
deben haber amplicones en el gely en la g PCR ninguna curva de amplificacion.

XVI1.3 Control positivo (PTC)

Confirma que la reaccion es capaz de detectar el gen de interés, en este tubo o pozo se
adiciona el DNA control correspondiente a cada gen buscado. Para validar este control
en la PCR debemos observar la aparicion de uno o mas amplicones con peso
molecular igual al del gen buscadoy en la gPCR aparecera una o mas curvas de
amplificacion en el canal de fluorescencia indicado.

XVII. RESULTADOS

XVII.1 PCR

o Positivo: Presencia de un amplicon o mas en el gel de agarosa.
o Negativo: Ausencia de amplicones.

XVII.2 PCRTIEMPO REAL

o Positivo: Presencia de una o mas curvas de amplificacion. (Ya que en todos los
casos se parte de un extracto bacteriano, las curvas representativas son esperadas
antes del ciclo 30)

o Negativo: Ausencia de curvas de amplificacion.

XVIII. INTERPRETACION POR EL LABORATORIO

XVIILL PCR

Interprete segun el peso molecular del amplicon obtenido

o Positivo al gen de resistencia X: presencia de DNA del o los genes buscados.
o Negativo al gen de resistencia X: ausencia de DNA del o los genes buscados.
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Los resultados son validos si:

o En el control positivo de reaccion (PTC) estan presentes el o los amplicones
correspondientes a los genes buscados.
o Siel NTC no tiene presencia de amplicones

XVIIL2.  gPCR

En el PTC ajuste el umbral (Threshold) en la fase exponencial de la curva en el modo
lineal.

o Positivo al gen de resistencia X: si la muestra presenta una o0 mMmas curvas de
amplificacion con un Ct menor o igual a 40. Al ser las muestras extractos
bacterianos esperamos valores de Ct tempranos.

o Negativo al gen de resistencia X: si la muestra no presenta ninguna curva de
amplificacion o tiene un Ct mayor a 40

Los resultados son validos si:

o En el control positivo de reaccion (PTC) se observan uno o mas graficos de
amplificacion correspondientes a los genes buscados.
o Siel NTC no tiene graficos de aplicacion.

De no cumplirse con los criterios de validacion mencionados deberan repetirse la o las
reacciones.

XIX.  VALORES DE ALERTA CRITICOS

Confirmado algun mecanismo de resistencia antimicrobiano debe notificase a la
brevedad.

XX, MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Las muestras, cultivos y productos inoculados en contacto con material bioldgico deben
ser considerados como potencialmente infecciosos y ser manipulados en un laboratorio
con nivel de bioseguridad 2.

Todos los microorganismos podran ser trabajados en areas comunes de laboratorio a
excepcion de Naisseria meningitidis que debera ser trabajada de preferencia en area
cerrada, dentro de un gabinete de bioseguridad tipo Il y con uso de respirador N95.
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Equipo de proteccion personal (EPP): cuando se trabaje en una cabina de bioseguridad
nivel I, se requiere bata de laboratorio, calzado cerrado y guantes.

En ausencia de cabina de seguridad bioldgica, adicionar al EPP anteriormente citado,
mascarilla (protector respirador con eficiencia de filtracion microbioldgica del 95% o
mayor) o respirador (N95) y anteojos de seguridad.

Limpieza de superficies, hipoclorito de sodio 1100 o etanol al 70%, antes de iniciar la
jornada de trabajoy al finalizarla. Limpiar durante el dia las veces que sea necesario.

Material utilizado durante los procesos de area, tales como asas desechables, pipetas,
etc. colocarlas en un recipiente con hipoclorito de sodio al 5%.

0O O O O O

FUENTES DE VARIABILIDAD

Uso de material no estéril

Uso de la misma bata en las diferentes areas para la realizacion de la PCR

El uso de controles positivos muy concentrados puede contaminar la reaccion
La prueba se realizara en el laboratorio entre 18-25°C

Las diferentes areas deberdan estar separadas fisicamente y selladas para evitar el
paso de aire con polvoy evitar asi la contaminacion entre ellas con especial énfasis
en el area de electroforesis

En cuanto a los reactivos, su preparacion incorrecta o la contaminacion, asi como
el almacenamiento inadecuado pueden influir en el resultado del PCR
Utilizacion de equipos no calibrados

El termociclador debe encontrarse conectado a la linea de emergencia
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Estandares de Servicio

Los métodos para la determinacion de la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana se
aplican en diferentes momentos del analisis de muestras dependiendo a la naturaleza
de las mismas, asi como a las necesidades del usuario. Mientras que una muestra
sensible a todos los antimicrobianos requerira de las metodologias rapidas
automatizadas Unicamente, un aislamiento con un perfil atipico de resistencia podra
requerir analisis moleculares masavanzados como la secuenciacion de genoma
completo. Por otro lado, las metodologias enumeradas en el presente documento
pueden ser intercambiadas de orden de acuerdo a las necesidades del usuario y de la
muestra por lo que el tiempo de analisis de una muestra puede ser variado, pero debera
cumplir con lo que se muestra en la siguiente tabla. El tiempo total del estandar de
servicio correspondera a la sumatoria de tiempos maximos establecidos para cada
metodologia.

Tabla 46. Estandares de servicio pormetodologia

Metodologia Estandar de Servicio
Métodos automatizados 5 dias habiles
Método de Difusion de Discos 5 dias habiles

Método de Concentracion Minima
Inhibitoria (Macrodilucion,
Microdilucion, Elusion de Discos o
Epsilometria)

Método de Concentracion Minima
Inhibitoria (Dilucion en agar)
Identificacion de genes por métodos
moleculares

Secuenciacion capilar 20 dias habiles
Secuenciacion de Genoma Completo 30 dias habiles

5 dias habiles

10 dias habiles

10 dias habiles

Tabla 46. Estandares de servicio pormetodologia
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Algoritmo de diagnéstico

Bacteria, Hongo o Levadura
diagnosticada por cultivo

¢Microorganismo
sujeto a vigilancia
por tipo de muestra?.

Obtener Cultivo fresco
v
Antibiograma
automatizado

éMarcador
fenotipicode
resistencia?

Informe de
Resultado

Si

NO

Rechazo de

muestra

Antibiegrama
por Difusién de |«
Disco

v
Antibiograma
por CMI

Informe de NO éMecanismo
Resultado implicado
detectado?

Deteccidn defmecanismos
de resistenciafrecuentes
por PCRy gPCR

Deteccidn de mecanismo de resistencia
poco frecuentes (Fenotipico y Genotipico)

Informe de ¢{Mecanismo
Resultado implicado
. detectado?
Informe de . Deteccién de mecanismo de resistencia
Resultada atipico por Biologia Molecular
J |

l

Notificacién de mecanismo emergente
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Ampliacion del Marco Analitico de los Laboratorios participantes
en la RNL-RAM (LESP, LIRy LAVE)

En la Tabla 47 se describe el procedimiento para la ampliacion del marco analitico de
los laboratorios participantes en la RNL-RAM con contacto directo con el INDRE (LESP,

LIRy LAVE).
Tabla 47.. Procedimiento para la Ampliacidén del Marco Analitico
ETAPA ACTIVIDAD RESPONSABLE
Solicitud para El laboratorio interesado en implementar nuevos | Titular del LESP,
ampliar el marco procedimientos de examen o métodos envia oficio de | LIRo LAVE

analitico

solicitud de implementacion dirigido a la Direccion de
Diagnodstico  y  Referencia (DDYR) con atencion  al
Departamento de Bacteriologia.

Verificacion de
las condiciones
del LESP, LIR o
LAVE para la
implementacion

La DDYR envia respuesta a la solicitud y anexa la lista
especifica para la Transferencia de método o procedimiento
de examen, que incluye, entre otros aspectos: (1) Nombre del
procedimiento de examen o método, (2) Areas, (3) Equipos,
(4) Materiales o consumibles, (5) Reactivos, (6) Personal.

El  laboratorio interesado en implementar nuevos
procedimientos de examen o métodos envia oficio dirigido a
la Direccion de Diagnostico y Referencia (DDYR) con
atencion al Departamento de Bacteriologia donde confirma
que cuenta con todo lo necesario para la transferencia y
anexa la lista especifica para la Transferencia de método o
procedimiento de examen en hoja membretada y firmada.

El coordinador de la red de diagnostico revisa la informacion
proporcionada por el laboratorio y mantiene comunicacion
con el LESP, LIR o LAVE para resolver dudas.

Titular de la
DDYR

Titular de BACT
Coordinador de
la red de
diagnostico

Titular del LESP,
LIR o LAVE

Coordinador de
la red de
diagndstico

Capacitacion en
servicio

La DDYR envia una invitacion al laboratorio para que el
personal participe en la capacitacion en servicio especifica
para el método que se va a transferir.

El personal del laboratorio participa en la capacitacion en
servicio (criterio de aprobacion: >= 80%)

Titular de la
DDYR

Titular de BACT
Coordinador de
lared de
diagnostico

Elaboracion de la
informacion
documentada

El personal del laboratorio realiza lo siguiente bajo la
supervision del coordinador de la red de diagnostico: (1)
Método o procedimiento de examen, (2) Protocolo de
verificacion del procedimiento de examen, (3) Hoja de datos
de seguridad bioldgica del patégeno en estudio, (4)
Evaluacion e informe de la evaluacion del riesgo bioldgico del
proceso, (5) Matriz de riesgos del proceso (dentro del
intervalo de tiempo indicado por el coordinador de la red)..

Personal del
LESP, LIR o LAVE
Coordinador de
la red de
diagnostico

Desarrollo de
habilidades
técnicas

El personal del laboratorio analiza controles positivos,
controles negativos, muestras de campo, muestras
proporcionadas por el INDRE o una combinacion de estas
alternativas conforme al método o procedimiento de
examen escrito para desarrollar habilidades in situ dentro del
intervalo de tiempo indicado por el coordinador de la red y
cumpliendo los requisitos especificados para cada
diagnostico.

Coordinador de
la red de
diagnostico
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Tabla 47.. Procedimiento para la Ampliacién del Marco Analitico

ETAPA

ACTIVIDAD

RESPONSABLE

e El coordinador de la red de diagnostico ofrece asesoria a
distancia para resolver las dudas del personal del laboratorio.

Verificacion del
meétodo

e El personal del laboratorio verifica el procedimiento de
examen y concentra la informacién en la Carpeta de la
verificacion del procedimiento de examen.

e El personal del laboratorio envia la carpeta de verificacion al
coordinador de la red de diagndstico para su revision.

e Elcoordinador de la red de diagndstico revisa la informacion
proporcionaday mantiene comunicacion con el personal del
laboratorio para atender dudas o comentarios.

Personal del
LESP, LIR o LAVE
Coordinador de
la red de
diagnostico

Resultados de la
implementacion

e ElCoordinador de la red de diagndstico evalua al laboratorio
a través de una ronda de ensayo de aptitud (criterio de
aprobacion >=90%).

e La DDYR emite el “Resultado de la implementacion..”,
especificando el método o procedimiento de examen.

NOTA 1: En caso de obtener un resultado < 90%, el laboratorio
realiza un andlisis de causa raiz para solventar las desviaciones,
bajo la supervisién o asesoria del coordinador.

NOTA 2: El personal del laboratorio hace los ajustes necesarios y
envia las evidencias para que las revise el coordinador de red.

Personal del
LESP, LIR o LAVE
Coordinador de
la red de
diagndstico

Conclusion de la
transferencia del
meétodo o
procedimiento
de examen

e FEl INDRE emite la Autorizacion de la transferencia del
meétodo o procedimiento de examen especificando las
obligaciones o responsabilidades que adquiere el
laboratorio.

Titular de la
DDYR

Titular de BACT
Coordinador de
la red de
diagnostico

Alta en el Marco
Analitico del
LESP, LIR o LAVE

e El laboratorio solicita a la Direccion de Servicios y Apoyo
Técnico (DSAT) el alta del procedimiento de examen o
meétodo en el Marco Analitico del laboratorio.

e La DSAT notifica al LESP o LAVE la resolucion de su solicitud.

Titular de la
DSAT

Vigilancia de la
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Disposiciones para la organizacién y el control
Organizacion

Los integrantes de la RNL-RAM deben contar con un Manual de organizacion
actualizado que contenga como minimo los siguientes apartados:

e Indice

e Introduccion

e Objeto social, en su caso, mision y vision
e Estructura organica

e Organigrama

e Objetivo del manual

e Descripcion de puestos y funciones.

Personal

Los laboratorios deberan tener acceso a un numero suficiente de personas competentes
para realizar las actividades descritas en la presente guia.

Perfil y descripciéon de puestos

e La institucion, en mutuo acuerdo con el laboratorio, debe especificar y
documentar el perfil del trabajador que influye en los resultados de las actividades
del laboratorio. El perfil debe estar establecido de tal forma que cualquier persona
gue cumpla con los requisitos, pueda aspirar al puesto en caso de estar vacante.

e Se debe contar con personal profesional del area de laboratorio clinico con titulo
expedido por institucion de ensefanza superior reconocida oficialmente vy
registrado por la autoridad educativa competente y, en caso de que labore
personal técnico, este debe contar con diploma legalmente expedidoy registrado
por las autoridades educativas competentes.

e El perfil debe incluir por lo menos:

o Nombre del puesto (El puesto en el laboratorio, no necesariamente debe
coincidir con el puesto con el que esta contratado en la institucion).
o ldentificacion del puesto inmediato superior.
o l|dentificacion de los puestos dependientes.
o Requisitos de competencia para cada funcion.
s formacion académica
m calificacion
m  entrenamientoy reentrenamiento
m conocimiento técnico
m habilidadesy
= experiencia.
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O O O O

Actividades a desempenar.
Responsabilidades.
Alcances de su Autoridad.
Suplencias.

m  Sustituye a
m Essustituido por

Tabla 48. Ejemplo de documentacion del perfil del trabajador para un puesto especifico

INFORMACION GENERAL

Nombre del puesto:

Quimico

Puesto inmediato superior:

Jefe(a) de laboratorio

Puestos dependientes:

Auxiliar de laboratorio

Horario laboral:

Lunes a Viernes de 07:00 a 15:00 h

Actividades:

1. Recibir muestras, material biolégico o soporte
documental

2. Preparar material biolégico para su analisis

3. Apoyar en tareas administrativas de laboratorio que le
sean solicitadas

4. Elaborar documentos en los que describa sus actividades
y registrarlos en el sistema de gestion

Responsabilidades:

Responsabilidad total sobre el cumplimiento y seguimiento de
las operaciones técnicas y administrativas del area

Autoridad Sobre todas las actividades técnicas-administrativas que se
realizan en el laboratorio, asi como en la toma de decisiones
inherentes al laboratorio

Sustituye a: Jefe(a) de laboratorio

Sustituido por:

Jefe(a) de laboratorio
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PERFIL DEL PUESTO

Educacion: Titulo y Cédula profesional de: Quimico Bacteridlogo Parasitélogo,
Quimico Farmacéutico Bidlogo, ... expedido por institucion oficial.

Formacion: Contar con alguno de los siguientes cursos

Habilidades: Contar con algunas de las siguientes habilidades

Experiencia: Deseable ... afios de experiencia en el laboratorio

Tabla 48. Ejemplo de documentacién del perfil del trabajador para un puesto especifico

Cuando una persona se postule a un puesto en el laboratorio, la institucion y el
laboratorio deben asegurar que el personal cumple con el perfil establecido y es
competente para efectuar las actividades del laboratorio de las cuales es
responsable antes de asignar el cargo.

El personal debe estar adecuadamente preparado para desempefar sus
funciones de manera eficiente y segura, actuar con imparcialidad, de forma ética,
ser competente y trabajar de acuerdo con el sistema de gestion del laboratorio.
El laboratorio debe documentar que el personal conoce y acepta su perfil de
puesto, actividades, responsabilidades, autoridad y suplencias. Para ello se
pueden emplear, por ejemplo, listas de asistencia a reuniones especificas, listas
de difusion de informacion o documentos, evaluaciones de la comprension del
contenido del perfil del trabajador ya sea tipo prueba escrita o cédula de
entrevista del personal, firma de carta de responsabilidades, entre otros que
pueda establecer el laboratorio o la institucion.

Tabla 49. Ejemplo de Carta de Responsabilidad

NOMBRE: Nombre de la persona que ocupa el puesto

Nombre del puesto: Quimico
Horario laboral: Lunes a Viernes de 07:00 a 15:00 h
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DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

Describa de forma especifica las actividades que desarrolla el trabajador de manera precisa

e Aliniciar las actividades inspeccionar que el drea esté limpia y despejada
e Almacenary asegurar que los insumos se encuentren identificados de forma adecuada

AUTORIZACIONES

Mencione el equipo que utiliza el trabajador (debe ser trazable a los documentos internos del
laboratorio)

Se autoriza el uso del siguiente equipo de laboratorio:

DESCRIPCION MARCA MODELO

Agitador Vortex Genie Scientific Industries G560

RESPONSABILIDAD

Responsabilidades: Responsabilidad total sobre el cumplimiento y seguimiento de
las operaciones técnicas y administrativas del area

AUTORIDAD

Autoridad: Sobre todas las actividades técnicas-administrativas que se
realizan en el laboratorio, asi como en la toma de decisiones
inherentes al laboratorio

SUPLENCIAS
Sustituye a: Nombre de las personas a las que sustituye
Sustituido por: Nombre de las personas que la sustituyen
Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 178 de 264

2024



Nombre y firma del trabajador Nombre y firma del jefe inmediato

Fecha: dd/mm/aaa Fecha: dd/mm/aaaa

Tabla 49. Ejemplo de Carta de Responsabilidad

Competencia del personal

Es necesario que el laboratorio defina un proceso para gestionar la competencia del
personal en el que se especifique lo siguiente:

Requisitos de competencia para cada funcion que influye en los resultados de las
actividades del laboratorio, incluidos los requisitos de formacion académica, la
calificacion, el entrenamiento y el reentrenamiento, el conocimiento técnico, las
habilidadesy la experiencia.

Requisitos para la frecuencia de la evaluacion de la competencia y la informacion
documentada que evidencie la competencia del personal.

Para el personal de nuevo ingreso en la institucion o que ha cambiado de area
laboral hacia el laboratorio de bacteriologia, el laboratorio debe disponer de un
programa de induccion del personal en la organizacion, asi como en el
departamento o drea en la que trabajara la persona, dando a conocer los términos
de las condiciones de empleo, las instalaciones del personal, los requisitos de
salud y seguridad, y los servicios de salud laboral. Este proceso deberd quedar
evidenciado y para ello se pueden emplear, por ejemplo, listas de asistencia a
reuniones especificas, listas de difusion, evaluaciones de la comprension del
contenido de la induccion ya sea tipo prueba escrita o cédula de entrevista del
personal, entre otros que pueda establecer el laboratorio o la institucion.

La institucion, y preferiblemente el laboratorio, debe disponer de informacion
documentada que demuestre la competencia de su personal, esto incluye copia
de documentos probatorios de la educacion (Diploma, Titulo, Cédula, etc.), copia
de documentos probatorios de la formacion (Constancias de cursos, congresos,
simposios, capacitaciones técnicas y uso de equipos, etc), examenes de
evaluacion de los procesos de capacitacion, entre otros. De acuerdo a los
estatutos institucionales, esta documentacion se podrd mantener en formato
fisico o digital.
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El laboratorio debe evidenciar que ha comunicado al personal del laboratorio |la

importancia de cumplir las necesidades y los requisitos de los usuarios, asi como

los requisitos de la presente guia.

El laboratorio debe tener procedimientos y conservar registros para:

Asegurar la imparcialidad.

Asegurar la confidencialidad de la informacion.

Determinar los requisitos de competencia especificados.

Evaluar la competencia del personal y su seguimiento.

Entrenamiento y reentrenamiento.

Autorizar al personal para realizar las actividades especificas del

laboratorio, incluidas, pero no limitadas a las siguientes: (a) seleccionar,

desarrollar, modificar, validar y verificar métodos; (b) revisar, liberar e

informar los resultados; (c) usar los sistemas de informacion del laboratorio,

en particular: el acceso a los datos e informacion del paciente, el ingreso de

los datos del paciente y de los resultados de analisis, la modificacion de los

datos del paciente o de los resultados del analisis; (d) evaluar las muestras

recibidas.

o Participacion del personal en actividades de formacion continua y de
desarrollo profesional, u otras actividades profesionales relacionadas.

o O O O O O

Educacién continua

El laboratorio debe disponer de un proceso para gestionar la competencia de su
personal, que incluya los requisitos para la frecuencia de la evaluacion de la
competencia. La evidencia generada de este proceso complementara los
documentos probatorios de la formacion del personal. La competencia puede ser
evaluada por la combinacion de cualquiera de los siguientes mecanismos, Mmas
otros contemplados en la presente guia.

o Observacion directa del desempefno en una actividad
Seguimiento de registros e informe de los resultados de analisis
Revision de los registros de trabajo
Evaluacion de las habilidades en resolucion de problemas
Programas de Evaluacion de Desempeno o Programas de Control de
Calidad

o Otros
El laboratorio debe mantener disponible un programa de formacion continua
para el personal que participa en los procesos de gestion y técnicos. Todo el
personal debe participar, segun su alcancey responsabilidades, en actividades de
formacion continua y de desarrollo profesional, u otras actividades profesionales
relacionadas.
Se debe revisar de forma periddica la idoneidad de los programas y actividades.

O O O O
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Las actividades de formacion pueden ser provistas por la propia institucion o por
un proveedor externo de capacitacion. Ver apartado de responsabilidades.
También se podran tomar en cuenta los eventos de capacitacion gestionados por
el propio personal cuando se relacionen con la actividad realizada en el
laboratorio.
Entre la formacion minima a la que debe tener acceso el personal que trabaje, en
el laboratorio de bacteriologia, las actividades establecidas en la presente guia se
encuentra:

o Toma, manejoy envio de muestras para laboratorio

o Aislamiento e identificacion de microorganismos

o l|dentificaciony pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos por métodos

automatizados

o Manejo de equipos para identificacion y pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos
Resistencia Antimicrobiana
Antibiograma interpretado
Mecanismo de accion de los antimicrobianos
Manejo y conservacion de cepas microbioldgicas

o O O O

Imparcialidad y confidencialidad

Todo el personal del laboratorio, ya sea interno o externo, que pueda influir en las
actividades del laboratorio debe actuar con imparcialidad y de forma ética. Ya que los
valores éticos pueden ser entendidos de diferente forma por cada persona resulta Util
gue el laboratorio establezca y cuente con un codigo de ética, asi como un acuerdo de
confidencialidad documentadosy firmados de conocimiento y aceptacion por cada uno
de los trabajadores del laboratorio.

Control de las instalaciones

Se deben implementar, registrar, monitorear y revisar periddicamente los controles de
la instalacion, y ello debe incluir:

El control de acceso.

La prevencion de la contaminacion, interferencias, o influencias adversas sobre
las actividades del laboratorio que pueden surgir de fuentes de energia,
iluminacion, ventilacion, ruido, agua y disposicion de residuos.

La prevencion de la contaminacion cruzada, cuando los procedimientos
analiticos impliguen un riesgo, o cuando el trabajo pueda resultar afectado o
influido por ausencia de separacion.

La provision de instalaciones y dispositivos de seguridad, cuando corresponda, y
la verificacion de su funcionamiento de manera regular.
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e Elmantenimiento de las instalaciones del laboratorio en condiciones funcionales
y confiables.

e Contar con espacios de almacenamiento, con condiciones que aseguren la
integridad permanente de las muestras, equipamiento, reactivos, materiales
consumibles, documentos y registros.

e Elpersonaltengaacceso adecuado a lasinstalaciones sanitariasy a un suministro
de agua potable, asi como a instalaciones para la guarda de indumentaria y
equipo de proteccion personal.

Equipos e Instrumentos

El equipamiento de un laboratorio es fundamental para realizar analisis oportunos y
confiables de fluidos y tejidos corporales que permitan diagnosticar y tratar
enfermedades de manera apropiada para contribuir a la vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos.

Cada unidad del equipamiento que pueda influir sobre las actividades del laboratorio
debe cumplir con lo siguiente:

e [Estar etiquetada, marcada o de algun modo identificada de forma univoca y
conservar el registro correspondiente.

e Estar incluida en el Programa de mantenimiento preventivo y calibracion de
instrumentos de medicion y del equipo utilizado en el laboratorio.

e Contar con las instrucciones de uso del eqguipamiento, incluyendo aquellas
proporcionadas por el fabricante. Las instrucciones deben estar facilmente
disponibles.

e Utilizar la unidad en la forma especificada por el fabricante, a menos que, si se
opera de otra manera, el cambio se haya validado por el laboratorio.

e Ser utilizada por personal capacitado, autorizado y competente.

e Encasode que el equipoemplee puntos de corte, deberan estar actualizados de
forma periddica y actualizada.

Asimismo, el equipamiento que sea defectuoso o que esté fuera de los requisitos
especificados, se debe retirar del servicio. Se debe etiquetar o marcar de forma clara
mostrando que esta fuera de servicio, hasta que se haya verificado que funciona
correctamente. El laboratorio debe examinar el efecto del defecto o de la desviacion
respecto de los requisitos especificados y debe iniciar acciones cuando ocurra un trabajo
no conforme.

Cada unidad del equipamiento se debe descontaminar antes de su puesta en servicio,
reparacion o desmantelamiento.
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Los registros del equipo e instrumentos se deben conservar y estar facilmente
disponibles durante el periodo de vida Util del equipamiento o una duracién mayor; los
registros incluyen lo siguiente:

e Informacion del fabricante y proveedor, e informacion suficiente para identificar
de forma univoca cada unidad del equipamiento, incluyendo software vy
hardware.

e Fechas de recepcion, de los ensayos de aceptacion y de su entrada en servicio.

e FEvidencia de que el equipamiento cumple los criterios de aceptacion
especificados.

e Ubicacion actual.

e Condicion en que se hallaba cuando se recibio (por ejemplo, nuevo, utilizado o
reacondicionado).

e Instrucciones del fabricante.

e Programa de mantenimiento preventivo.

e Cualquier actividad de mantenimiento efectuada por el laboratorio o proveedor
del servicio externo aprobado.

e Dano, funcionamiento defectuoso, modificacion, o reparacion.

e Desempefio del equipamiento, como informes o certificados de calibraciones o
verificaciones, 0 ambos, incluidas las fechas, las horas y los resultados.

e FEstado del equipamiento, tal como activo o en servicio, fuera de servicio, en
cuarentena, retirado u obsoleto.

e Trazabilidad metrologica de las mediciones al nivel mas alto de trazabilidad y al
Sistema Internacional de Unidades (SI, por sus siglas en inglés International
System).

Reactivos y materiales

La gestion eficaz de los materiales y reactivos es esencial para el buen funcionamiento
de los laboratorios, garantizando la seguridad, la calidad y la eficiencia de sus actividades.

El laboratorio debe disponer de procesos para la seleccion, la obtencion, la recepcion, el
almacenamiento, los ensayos de aceptaciony la gestion del inventario de los reactivos y
materiales.

Respecto al almacenamiento de los reactivos, se debe considerar su compatibilidad
quimica y asegurar que estén etiquetados conforme al sistema globalmente
armonizado.

En el contexto de la seguridad del laboratorio, es esencial cumplir con estrictas medidas
de seguridad al manipular materiales de laboratorio para prevenir accidentes y
garantizar un entorno seguro.

Los registros se deben conservar y estar facilmente disponibles. Los registros de los
reactivos y materiales incluyen lo siguiente:

e Inventario actualizado de los reactivos y materiales.
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e Certificado de calidad o certificado de analisis.

e Instrucciones de uso proporcionadas por el fabricante.

e Hojasde datos de seguridad que brinden informacion sobre los riesgos asociados
con cada reactivo, instrucciones de manipulacion, precauciones necesarias en
caso de accidentes y procedimientos de eliminacion adecuados.

e Resultado de los ensayos de aceptacion.

e Registro del almacenamiento de los reactivos cuando la temperatura sea critica
para su estabilidad.

Bioseguridad y Bioproteccién (biocustodia)

La bioseguridad y bioproteccion son fundamentales para garantizar la seguridad en la
RNL-RAM: implica la adopcion de medidas y practicas para prevenir la exposicion
accidental o la liberacion no intencional de agentes bioldgicos, asi como evitar su uso
indebido o malintencionado.

Los integrantes de la RNL-RAM deben abordar la bioseguridad y la bioproteccion con
un enfogue integral que incluya lo siguiente:

o Politica de gestion del riesgo biologico

e Manual de bioseguridad

e Capacitacion del personal en temas relacionados con la bioseguridad y la
biocustodia o bioproteccion que les permita comprender la importancia de
proteger las muestras, patdogenos, toxinas, bienes del laboratorio, etc.

e Programas de bioseguridady bioproteccion especificos que consideren el tipo de
actividades que realizan y sus condiciones individuales o locales.

e Inventario actualizado del material bioldgico (agentes patdgenos, toxinas, acidos
nucleicos, entre otros).

e Informacion documentada respecto al almacenamiento, personal con acceso
autorizado, uso, transferencia y eliminacion del material bioldgico.

e [Evaluacion continua y rigurosa de riesgos de cada proceso utilizando
metodologias aprobadas por organizaciones nacionales o internacionales como
la OMS, OPS o los CDC, con el objetivo de prevenir accidentes y el uso indebido
del material bioldgico (incluye contar con las hojas de datos de seguridad
bioldgicay el informe de la evaluacion de riesgos).

Evaluacién de Riesgos

Los beneficios de la evaluacion de riesgos en el laboratorio van mas alla de la reduccion

Yy mitigacion de riesgos, también pueden ayudar a proporcionar lo siguiente:
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e Asignacion efectiva de recursos para mitigar riesgos

e |dentificacion de necesidades de capacitacion y supervision

e Planificacion anticipada de la renovacion

e Evaluacion de cambios de procedimiento

e Cumplimiento de regulaciones gubernamentales

e Justificacion de necesidades de espacio y equipo

e Evaluacion de planes de emergencia

e Planificacion del mantenimiento preventivo.

e Evaluacion de intercambios vy flujo de trabajo con otros laboratorios o unidades.

Esrecomendable que la evaluacion del riesgo la realice un grupo multidisciplinario, pero
se debe asegurar que el personal del area técnica asignado para contribuir en la
evaluacion de riesgos este completamente familiarizado con las actividades laborales
del laboratorio y sus existencias de materiales biologicos, procedimientos, equipos vy

personal.

La evaluacion de riesgos se debe realizar y revisar periodicamente, al menos una vez al
ano, pero se podria considerar realizar la reevaluacion de riesgos con mayor frecuencia
segun lo justifiguen las circunstancias, por ejemplo, después de la aparicion de

problemas o si cambian las practicas de laboratorio.

Idealmente, se deberia realizar una evaluacion de riesgos inicial antes de comenzar

cualquier trabajo y cada vez que se produzca un cambio.

Los siguientes son ejemplos de actividades o eventos que cambian el riesgo vy justifican

una reevaluacion:

e Nuevos agentes infecciosos, toxinas, reactivos u otras sustancias peligrosas
nuevas.

e Especiesanimales, modelo o via de administracion de agentes bioldgicos nuevos.

e Cambios en los procedimientos y practicas.

e Equipo de laboratorio nuevo.

e Cambio de personal.

e Avancesen la comprension cientifica y la tecnologia.

e Reubicacion o renovacion de las instalaciones.

e Unaccidente reciente o "casi accidente", una infeccion adquirida en el laboratorio
(IAL), un robo o una violacion de seguridad.

e Cambios nacionales o regionales en el estatus de la enfermedad (endemia de la
enfermedad o erradicacion de la enfermedad).
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e Regulaciones locales o nacionales.
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Recoleccién, manejo y envio de muestras

La toma, manejo y el envio de las muestras para la vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos es fundamental para abordar esta creciente preocupacion de salud
publica. Al implementar sistemas de vigilancia y monitorear los patrones de resistencia,
las autoridades sanitarias pueden comprender, rastrear y responder mejor a la
resistencia a los antimicrobianos y, en ultima instancia, salvaguardar la eficacia de los

tratamientos antimicrobianos y proteger la salud publica.

Con la finalidad de tener resultados confiables, las muestras bioldgicas deben ser
obtenidas previo al tratamiento antimicrobiano del paciente y con adherencia a las
buenas practicas y procedimientos microbioldgicos (BPPM) descritos en la Ultima
edicion del Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la OMS para proteger al
personal del laboratorio y a la comunidad de las infecciones, evitar la contaminacion del

entornoy proteger los materiales de trabajo que se utilizan.

Recoleccidn de muestras clinicas

Al momento de obtener muestras clinicas para los analisis microbioldgicos, se deben

considerar varios aspectos:

e | a muestra debe ser representativa del proceso que se va a estudiar y tomarla
antes de iniciar el tratamiento, si no es posible, entonces se debe informar al
laboratorio sobre los antimicrobianos que esta recibiendo el paciente.

e Tomar la muestra en el estadio de la enfermedad mas adecuado y en cantidad
suficiente para asegurar un examen completo y adecuado.

e Tomar la muestra del lugar en el que sea mas probable hallar los
mMicroorganismos sospechosos y asegurar la minima contaminacion externa
utilizando recipientes estériles y un correcto proceso de limpieza de la zona de

toma.

La toma de muestra la debe realizar personal competente y especializado dependiendo
del tipo de muestra y del sitio de obtencion de esta, tomando las precauciones

necesarias para evitar contaminaciones.
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Para asegurar la toma de la muestra y el almacenamiento antes de su analisis de forma
segura, precisa y clinicamente apropiada, el laboratorio debe tener disponible un
Manual para la toma, identificacion, manejo, conservacion y transporte de muestras que
al menos debera incluir: (1) Indice, (2) Introduccion, (3) Relacion de estudios de
laboratorio que se efectuaran, (4) Tipo de muestra que se requiere, (5) Instrucciones y
precauciones especiales para la toma y conservacion de cada tipo de muestra que
incluya la verificacion del paciente del cual se obtuvo la muestra, el etiquetado de la
muestra de forma que proporcione un vinculo inequivoco con el paciente a quien
corresponde, descripcion de los contenedores primarios, identidad de la personal que
toma la muestra, la fecha y la hora en que la tomo, condiciones de almacenamiento de
la muestra antes del analisis considerando las caracteristicas del microorganismo que
se sospechay (6) condiciones de almacenamiento de las muestras e instrucciones para

el transporte interno y externo de estas o de material bioldgico relacionado.

Manejo de Muestras

Las muestras deben ser inoculadas en los medios de cultivo apropiados de manera
inmediata, pero si no es posible, se recomienda el uso de medios de transporte que se
seleccionan con base en el microorganismo gque se sospecha como causante de la
enfermedad, excepto para los hemocultivos y fluidos corporales normalmente estériles

como el liquido cefalorraquideo.

De manera general, las muestras se mantienen en red fria (4 a 6 °C) para evitar un
crecimiento excesivo de microbiota acompafnante y mantener viables los posibles
patdgenos, sin embargo, las muestras normalmente estériles como la sangre o el LCR
se mantienen a temperatura ambiente debido a que en estas localizaciones no existe
microbiota normal, se presume que los posibles microorganismos que puedan contener
seran agentes patdgenos, asi que lo que se intenta es favorecer su crecimiento. Ademas,
algunos microorganismos aislados de este tipo de muestras pueden resultar muy
sensibles a las bajas temperaturas perdiendo viabilidad rapidamente por ejemplo

Neisseria spp, Haemophilus spp y Streptococcus spp.
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Envio de muesras

El envio de las muestras clinicas al laboratorio debe ser de manera inmediata con las
medidas necesarias para evitar su contaminacion, gue no se produzca una proliferacion
excesiva de microbiota y que los posibles microorganismos patdégenos presentes en la

muestra permanezcan viables.

Para la vigilancia de la resistencia antimicrobiana, una vez que los lalbboratorios de la RNL-
RAM han procesado las muestras primarias, aislado e identificado el agente patdgeno
relacionado con la infeccion, informa el resultado y de manera paralela revisa si el
patogeno forma parte de los microorganismos bajo vigilancia (Tabla 1) y, en caso de que
asi sea, promueve su crecimiento en medio de cultivo apropiado bajo las condiciones de

incubacion adecuadas (Tabla 50).

] Agar ch | n .
Haemoph//us SPP, gar chocolate co o 36°C +1°C en atmosfera de
Neisseria gonorrhoeae, Suplemento de crecimiento o 20-24h
; . - CO2zal 5%
Neisseria spp definido al 1%

35°C + 2°C en atmosfera
Streptococcus spp Agar sangre de carnero de CO, al 5% 18-20h

Medio de cultivo no selectivo.

Enterobacterias y otros Ej. Agar Sangre, Base de Agar
microorganismos nNo Sangre, Agar Nutritivo, Agar 35°C + 2°C en aerobiosis 18-24h
fastidiosos Soya Tripticaseina, Agar

Infusion Cerebro Corazon, etc.

Hongos Agar Sabouraud Dextrosa 35°C + 2°C en aerobiosis 26-96 h

Tabla 50. Condiciones de promocidén de crecimiento de microorganismos

Los laboratorios de la RNL-RAM cosechan el crecimiento y lo acondiciona para referirlo
o derivarlo al siguiente nivel para completar su caracterizacion con pruebas de mayor

complejidad (Tabla 5]).
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Nota importante: Durante la propagacién de microorganismos para analisis o derivacién,
siempre resiembre entre 3y 5 colonias con idéntica morfologia colonial. Lo anterior evita

la seleccion de una clona que pueda no representar a la poblacién por una probable

pérdida de la resistencia antimicrobiana.

Tabla 51. Medios y condiciones para derivacién o referencia de cepas

Caracteristicas

Microorganismo

Medio para transporte

Condiciones de envio

Bacilos Gram
negativos no
fermentadores de
la lactosa

Acinetobacter
baumannii
Pseudomonas
aeruginosa

Tubo de 13X100 mm
herméticamente cerrado (tapodn de
rosca y sellado con parafilm) con
Base de Agar Sangre (BAB)
inclinado u otro medio sin azucares

Temperatura
ambiente

(no mayor a 30°C) en
un plazo no mayora s
dias

Escherichia coli
Klebsiella spp.

Bacilos Gram Serratia s Tubo de 13X100 mm Temperatura
neqativos Droteus s PP herméticamente cerrado (tapdén de | ambiente
fermengcadores de Enterobogfér rosca y sellado con parafilm) con (no mayor a 30°C) en
la alucosa cloacae complex Base de Agar Sangre (BAB) un plazo no mayoras
g p inclinado u otro medio sin azucares | dias
Salmonella spp
Shigella spp
Streptococcus
pneumoniae
Staphylococcus Medio de transporte AMIES con ;(renrrg)ﬁ)eenrfgura
Cocos Gram qureus carbdn (preferentemente) o caja (no mayor a 30°C) en
positivos Enterococcus Petri desechable con Agar Sangre un Iazsc/> N6 mavor a 3
faecium de Carnero dfas Y
Enterococcus
faecalis
Placa Petri o Tubo de 16X150 mm Temperatura
con tapdn de rosca, cerrado con ambiente
Nejsseria agar inclinado Gelosa Chocolate (no mayor a 30°C), en
onorrhoege con polienriquecimiento atmosfera de CO» al
g (preferentemente) o Thayer-Martin | 5% de ser posible, en
Otros o Medio de transporte AMIES con un plazo no mayor a2
carboén dias
Hoemoph//us Medio de transporte AMIES con Temperatura
influenzae ) . ambiente
carbon (preferentemente) o caja o
. . : (no mayor a 30°C) en
Neisseria Petri desechable con Agar
. ) un plazo no mayor a 3
meningitidis Chocolate sellada con parafilm. dias
Tubo de 13X100 mm Temperatura
herméticamente cerrado (tapdn de | ambiente
Hongos Todos rosca y sellado con parafilm) con (no mayor a 30°C) en

Agar Sabouraud Dextrosa sin
inclinar

un plazo no mayor a 5
dias

Tabla 51. Medios y condiciones para derivacién o referencia de cepas

Los aislamientos se envian al nivel superior empleando el sistema de triple embalaje
(figura 12). Si la temperatura ambiente de donde se envia la muestra supera la

temperatura de envio especificada, puede favorecer un ambiente fresco colocando un
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refrigerante dentro de una hielera de unicel con las muestras, evitando que estas
dltimas entren en contacto directo con el frio, esto se puede realizar construyendo una
barrera fisica entre las muestras y el refrigerante con una pared gruesa de papel
arrugado u otro material de embalaje como plastico burbuja, espuma de poliestireno,
etc.

El oficio de solicitud y formatos debidamente requisitados se colocan en el interior del
contenedor terciario (pegado en el interior de la tapa superior).

Muestra
En tubo con medio de
cultivo inclinado

’

af

o
En medio de transporte ,

|

) a‘r'
Etiquetar ! &
muestras I 3 .

Captura de datos en ‘
el Formato REMU-F- F —|
12 Formato (nico £

para el envio de | E - N
muestras biolégicas

* REMU-F-12
* Historia clinica
Conservar a 30°C * Reporte de
Temperatura Antibiograma
Ambiente / 2o CORMATOS de Sistema
Fresca Automatizado

Para el envio,
colocar dentro del
envase secundario

Para el envio,
®  colocar dentro del
envase terciario

Figura.12. Envio al Laboratorio de muestra clinicas para diagndstico.

Criterios de Aceptacién y Rechazo de Muestras

El laboratorio gue forme parte de la RNL-RAM debe disponer de un procedimiento para
la recepcion de la muestra que incluya:

e La trazabilidad inequivoca de las muestras, por solicitud y etiquetado, a un paciente
identificado de forma univoca y, cuando corresponda, al lugar anatomico.
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e Loscriterios de aceptaciony rechazo de las muestras y la evaluacion de las muestras
recibidas para asegurar el cumplimiento de los criterios establecidos para los analisis
solicitados.

e El registro de la fecha y hora de recepcion de la muestra y de la identidad de la
persona que recibe la muestra.

e |as instrucciones para las muestras especificamente identificadas como urgentes,
que incluyan la informacion para el etiquetado especial, el transporte, cualquier
meétodo de procesamiento rapido, los tiempos de respuesta, y los criterios de
notificacion especiales a seguir.

Criterios de aceptacién para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en el
INDRE

e Cepas puras de microorganismos obtenidos a partir de las muestras para
diagnostico mencionados en la tabla 1.

e Muestras que cumplan con las especificaciones de la tabla 1.

e Cepas que cumplan con las especificaciones de la tabla 3.

e Muestras y cepas acompanadas del soporte documental (oficio, formatos, historia
clinica, resultados obtenidos para la identificacion o antibiograma, entre otros).

e Muestras identificadas y trazables con el soporte documental.

Criterios de rechazo para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en el INDRE

e Muestras o cepas que no cumplan con alguno de los criterios de aceptacion.
e Muestras derramadas.
e Muestras no etiquetadas/Identificadas.

Excepciones para la aceptacidn de la muestra (muestras de alto valor)

Se considera muestra concesionada a aquella muestra o cepa que se recibe en el
laboratorio y que no cumple con alguno de los criterios de aceptacion, pero que por las
caracteristicas de evolucion del paciente se considera una muestra de alto valor
epidemiologico.

Una potencial excepcion es cuando se acepta una muestra clinicamente critica o
irremplazable, después de considerar el riesgo para la seguridad del paciente.

También se podrian hacer excepciones para la aceptacion de las muestras considerando
los mayores beneficios para el cuidado del paciente cuando una muestra ha resultado
comprometida debido a:

e Error en la trazabilidad documental de la identificacion del paciente o la
identificacion de la muestra.
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e Inestabilidad de la muestra debido a retraso en el transporte.
e Almacenamiento o traslado en la temperatura incorrecta.

e Contenedor primario inapropiado.

e Volumen insuficiente de la muestra.

Otra excepcion seran las muestras no incluidas en la tabla 1 siempre que el laboratorio
institucional de referencia o el INDRE lo considere necesario de acuerdo con el valor
clinico/epidemioldgico del aislamiento, pero se debe incluir la justificacion como parte

del soporte documental enviado.

Siempre qgue el laboratorio analice muestras concesionadas, se asegura que en el
informe de resultados se indique la naturaleza del problema y se especifiqgue que se

requiere precaucion cuando se interprete el resultado.
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Programa de Evaluacién Externa del Desempeno

Los laboratorios integrantes de la RNLSP en Bacteriologia deben participar en el
programa de evaluacion externa del desempeno coordinado por el LNR, y
participar en el Programa de Control de Calidad con base al cronograma enviado
por la Coordinacion de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica.

EL PCC contemplado en la presente guia incluye el componente de
identificacion de microorganismos y resistencia a los antimicrobianos del
departamento de Bacteriologia, sin embargo, cada laboratorio respondera a los
componentes del PEED de acuerdo con las metodologias implementadas y sera
evaluado tomando en cuentas las mismas consideraciones.

Los LESP, LIRy LAVE son responsables de conducir programas de evaluacion del
desempeno dirigidos a los laboratorios que integran su red estatal para los
diagnosticos establecidos en la presente guia.

Objetivo

Evaluar el desempeno diagnostico de los laboratorios de la red e identificar a
aquellos con areas de oportunidad por fallas técnicas u operativas para colaborar
en su mejora continua.

Procedimiento

e EIINDRE enviaalos LESP, LIRy LAVE, bajo solicitud, un panel de eficiencia
con una serie de muestras (generalmente 10), por lo menos cada 12 meses,
el cual es procesado con la metodologia y estandares establecidos en el
laboratorio, por ultimo, este remite los resultados obtenidos al LNR.

e Los LESP, LIRYy LAVE deberan conservar por un método de largo plazo las
cepas enviadas en el PCC ya que estas seran las muestras que deberan
replicar con su red local y en algunas ocasiones corresponderan a cepas
control para algunas metodologias.

e El LNR analiza los informes de resultados de los LESP, LIR y LAVE en su
componente de identificacion y RAM vy elaborara un informe con el
resultado global y particular de los participantes.

e Con base en los resultados obtenidos, se evalla el desempeno de cada uno
y se definen las acciones a seguir. Estas pueden ser desde reconocer el
esfuerzo realizado y hasta, de ser necesario, establecer un plan de acciones
correctivas o preventivas y evaluar si se requiere capacitacion o si amerita
una visita de supervision.

e Unavezqueel LESP, LIRY LAVE reciben la retroalimentacion del PCC, estos
a su vez replican el panel a los laboratorios pertenecientes a su red con las
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mismas muestras con las que fue evaluado, pero ajustando los objetivos al
lacance de los laboratorios dependientes. Los laboratorios remiten los
resultados a los LESP, LIRy LAVE.

Los LESP, LIRy LAVE analizan los informes de resultados de lared en  su
componente de identificacion y RAM vy elaboraran un informe con el
resultado global y particular de los participantes.

Con base en los resultados obtenidos, se evalla el desempefno de cada uno
y se definen las acciones a seguir. Estas pueden ser desde reconocer el
esfuerzo realizado y hasta, de ser necesario, establecer un plan de acciones
correctivas o preventivas y evaluar si se requiere capacitacion o si amerita
una visita de supervision.

El informe general de los laboratorios, a su vez es remitido al LNR para el
analisis del estus Nacional.

Anilisis detd”.
informacign. Informe 13 Evaluacién
genegal y particular 7
y. G / .'\..
/
.// \
//‘l
//"v \
/ Participacion Andlisis de la
22 Braliacén Y informacién. Informe
: ’ de la RNLSP A general y particular
4 X
£ Y
Capa‘wksewﬁaf e Envio de plan de
(previa invitaciono : acciones (<90%)
solicitud) Z 7 /

Figura 13. Ciclo PEED en los componentes de Bacteriologia. Actividades para realizar durante el

ciclo anual del Programa de Evaluacién Externa del Desempefo.
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Presentacion y Analisis de Datos Acumulados de Susceptibilidad Antimicrobiana

Ademas de la derivacion de muestras de vigilancia en Resistencia
Antimicrobiana, parte fundamental de la RNL-RAM es la derivacion de
informacion obtenida por el laboratorio sobre susceptibilidad antimicrobiana de
todos los aislamientos evaluados (el 100% de los aislamientos evaluados
incluyendo sensibles y resistentes). Debido a lo anterior y a la gran cantidad de
informacion que se puede originar del proceso, en este apartado se describen los
requisitos minimos a cumplir durante la captura y transferencia de informacion
por nivel de especialidad de forma homologada.

Nota: La derivacidn de esta informacién por la ia establecida por la presente guia,
no exime de su reporte en otros programas obligatorios (Ej. RHoVE) cuyos
objetivos pueden ser diferentes o mas especificos y que son analizados de una
forma alternativa. Toda la informacién sobre RAM registrada a nivel nacional
dentro de los mecanismos oficiales, serd analizada por el LNR.

Construccién de la base de datos

Atendiendo a la diversidad de instituciones existentes en el Sistema de Salud
Mexicano y los requisitos documentales que cada uno pueda establecer se
sugiere el uso de la plataforma de uso libre WHONET.

WHONET es una aplicacion de escritorio gratuita de Windows para la gestion y
analisis de datos de laboratorio de microbiologia con un enfoque particular en la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos desarrollada y respaldada por el
Centro Colaborador de la OMS para la Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos en el Hospital Brigham and Women's de Boston,
Massachusetts. WHONET almacena la informacion introducida en el mismo
equipo informatico y no requiere el uso de internet ni libera los datos a ningun
tipo de servidor informatico externo por lo que cada laboratorio puede mantener
el control por completo de la informacion.

En caso de gue la institucion no opte por el uso de esta plataforma, podra
construir su base de datos en Excel generando una columna para cada uno de
los datos establecidos en los siguientes apartados y empleando las claves
WHONET.

Generacién de “Nuevo Laboratorio”

Abra la plataforma WHONET y en la ventana emergente de clic sobre el recuadro
“Nuevo laboratorio”

nou

Requisite los rubros de “Pais”, “Nombre del Laboratorio”y “Codigo de laboratorio”.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 196 de 264
2024



El cédigo de laboratorio debera ser asignado por el LIR a través de un
procedimiento documentado y mantener registro de los codigos asignados.

Posteriormente seleccione la opcion de “Humano”

"]

Pais México v| MEX

Nombre del laboratorio |Lab0ratori0 de Microbiologia X

Cddigo de laboratorio Archivo de configuracidn:

Maximao 10 letras

(® Humano

() Humano, Animal, Alimento, Ambiente

Antibidticos Requerido: Ingresar los antibidticos probados en su laboratorio
Localizaciones Opcional: Indicar las localizaciones, semvicios, e instituciones.
Campos de datos Opcional: Seleccionar los campos aincluir en sus archivos de datos.
Alertas Opcional: Definirreglas de alerta

Guardar Cancelar

Seleccién de Antibidticos evaluados

En el rubro de “Antimicrobianos”, seleccione en el rubro de “Normas” las
correspondientes al CLSIy en “Metodologia” seleccione “CIM".

"]

9. Indicar los antibidticos que se prueban en su laboratorio
Indicar las normas, la metodologia, v el nombre del antibidtico

2. Imprimiry revisar los puntos de corte.

3. Definirlos paneles de antibidticos (para la entrada de datos) y los perfiles (para el andlisis de datos).

Lista de antibidticos de WHONET Lista local de antibidticos

Normas CLSI 2022 (Estados Unidos) ~ Mover Arriba Mover Abajo
BRI E O Disco @ cin O Etest Cédigo Nombre del antibidtica
Acetilmidecamicina -

Acetilspiramicina

Acido clavulanico (CLSI)

Acido fusidico (AFA,SRGA-50ug)
Acido fusidico (EUCAST-10ug)

Acido fusidico (NEO-100pg)

Acido nalidixico (CLSILEUCAST-30ug)
Acido nalidixico (NEQ-130ua)

Acido oxolinico (10ug)

it inicn (1 @1 90n hd

Mimero de antibidticos = 0

Buscar |

Puntos de Corte Reglas de expertos Paneles Perfiles Imprimir Aceptar

Posteriormente elija, por lo menos, los antimicrobianos a reportar de acuerdo a
lo establecido en la Tabla de antimicrobianos a evaluar de la presente Guia y al
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panel automatizado empleado en el laboratorio. Si el antimicrobiano presenta
mas de una opcion en la lista, elija siempre aquellos identificados como CLSI.

Para seleccionar el antimicrobiano, elija con el cursor la opcion que se iluminara
de azuly posteriormente oprima la flecha hacia la derecha para agregar a la lista

el antimicrobiano.

o Configuracién de antibidticos

4. Indicarlos antibidticos que se prueban en su laboratorio.
Indicar las normas, |la metodologia, y el nombre del antibidtico.

2. Imprimir y revisar los puntos de corte

Lista de antibidticos de WHONET

Mormas CLSI 2022 (Estados Unidos) ~
@® CIm

Acetilmidecamicina -~
Acatilspiramicina

Metodologia O Disco O Etest

Acido clavulanico (CLSI)
Acido fusidico (AFA,SRGA-50ug)

Acido fusidico (EUCAST-10ug)

Acido fusidico (WECQ-100ug)

Acido nalidixico (CLSIEUCAST-30ua)
Acido nalidixico (MNEO-130ug)

Acido oxolinico (10ug)

Aricd

=TI WP

Buscar |

Puntos de Corte Reglas de expertos Paneles

3. Definirlos paneles de antibidticos (para |a entrada de dates)y los perfiles (para el andlisis de datos)

Lista local de antibidticos
Mover Arriba Wover Abajo

Cddigo Mombre del antibidtico

Numero de antibidticos = 0

Perfiles Imprimir Aceptar

Si por error ha cargado un antimicrobiano a la lista o el antimicrobiano ha dejado
de ser evaluado en el laboratorio, puede retirarlo de la lista seleccionando la
opcidn a retirar y oprimiendo la flecha hacia la izquierda.

Q Configuracién de antibidticos

4. Indicar los antibidticos que se prueban en su laboratorio.
Indicar las normas, la metodologia, y el nombre del antibidtica

2. Imprimir y revisar los puntos de corte.

3 Definir los paneles de antibidticos (para la entrada de datos) y los perfiles (para el analisis de datos)

Lista de antibidticos de WHONET

Normas CL8I 2022 (Estados Unidos) -

® cim

Acetilmidecamicina =
Acetilspiramicina

Acido clavulanico (CLSI)

Acido fusidico (AFA SRGA-50ug)

Acido fusidico (EUCAST-10pg)

Acido fusidico (NEQ-100pg)

Acido nalidixico (CLSI,EUCAST-30p0)

Acido nalidixico (NEQ-130pg)

Acido oxolinico (10pg)

Ak

Metodologia O Disco O Etest

T R=TELTIT=AY

Buscar |

Puntos de Corte Reglas de expertos Paneles

Lista local de antibidticos
Mover Arriba Wover Abajo

Codigo Mombre del antibidtico

CLA_NM Acido clavuldnico

Nimero de antibidticos = 1
Acido clavuldnico_CLSI_MIC
Perfiles

Imprimir Aceptar

Continle de la forma previamente descrita hasta cargar la lista completa de
antimicrobianos a evaluar. Al terminar oprima la opcion “Paneles” y seleccione

las casillas de los microorganismos en
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antimicrobiano. Cuando termine oprima el botdon “Aceptar” y posteriormente
oprima nuevamente “Aceptar” para guardar la configuracion de
antimicrobianos.

. Paneles de antibidticos *

Indicar los antibidticos que se prueban en la rutina por cada grupo de microorganismo.

Gram negativos
urinarios

Staph: 1 1 Str 1 Str I Enterococcus  Orina con gram

sp. sp. pneumeniae viridans sp. positivas Gram negativo

] ] ]

‘ Secuencia de los antibidticos | | Informes selectivos ‘ | Aceptar | ‘ Cancelar ‘

En el casode los LESP, LIR y LAVE, ademas de configurar los antimicrobianos de
la forma anteriormente descrita para “CIM" deberd repetir el proceso con la
opcion de “Metodologia” de “Disco” y “E-test” segun aplique.

Seleccién de Localizaciones

En el apartado de “Localizaciones” de WHONET se deberan dejar los servicios de
donde se realizara la toma de muestra y la obtencion del aislamiento analizado,
asi como la naturaleza del establecimiento donde se encuentra el servicio.
Oprima el botdn “Edicion” para eliminar las opciones que no sean de utilidad
seleccionandola y oprimiendo el botdn “Delete”. Una vez finalizada la edicion,
oprima el boton “Aceptar”

Se entiendo por:

e Medicina: A los servicios generales de medicina y atencion médica que no
estan englobados en los otros servicios listados en el presente apartado.

e Cirugia: A todos los servicios que realicen procedimientos quirdrgicos y
gue no correspondan a otros servicios listados en el presente apartado.

e Servicios de trasplante.

e Traumatologia: Traumatologia y Ortopedia.
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e Unidad de Cuidados Intensivos para Adultos.

e Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos.

e Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal.

e Quemados: Unidad o Area de quemados.

e Obstetricia/Ginecologia.

e Pediatria.

¢ Neonatologia.

e Infectologia.

e Hematologia/Oncologia.

e Urgencias.

e Laboratorio: Servicio de Epidemiologia.

e Mixto u Otro: Otros servicios no incluidos en la lista, pero identificados por
la institucion.

En el mismo apartado, ademas se debera colocar el estatus del paciente dentro
del servicio, que puede ser:

e Ambulatorio
e [nternado

Selecciéon de Datos demograficos a capturar

Este tipo de informacion se debera configurar en el boton “Campos de datos” y
los campos minimos a capturar han sido alineados con el sistema GLASS (Global
Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System). Cada institucion podra
decidir si capturan una mayor cantidad de datos segun los objetivos particulares.

De las categorias disponibles en el rubro “Categoria de datos” (Estandar o GLASS)
de WHONET seleccione, por lo menos, las siguientes:

e NuUmero de identificacion: Corresponderd a un identificador dnico que
pueda trazar la muestra al paciente, este nUmero puede variar segun cada
institucion pudiéndose emplear entre otros el CURP, Numero de
seguridad social, clave de expediente, etc.

e Nombre: Correspondera a el Nombre o Nombres completos del paciente.
No se permiten abreviaciones.

o Apellido: Correspondera al Apellido o Apellidos completos del paciente. No
se permiten abreviaciones.

e Sexo: Estard dado en forma de Femenino, Masculino u Otro

e Fecha de nacimiento: Estara dada en formato dia-mes-ano (Ej. 15-ene.-
2024). El ajuste al formato lo puede realizar WHONET de forma automatica
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siemprey cuando se introduzca la fecha en el orden previamente indicado
(Ej. 15-01-2024)

e Edad: WHONET realiza el calculo de la edad de forma automatica a partir
de la fecha de nacimiento.

e Fecha de ingreso del paciente.

e Tipo de muestra.

e Fecha de muestra.

e Microorganismo.

e Paijs.
e Laboratorio.
e Origen.

e | ocalizacion.
e |nstitucion.

e Servicio.
e Tipo de localizacion.
e Motivo.

Ademas, seleccione los siguientes rubros desde “Categoria de datos”
(Informacion del paciente):

e Ciudad.
e Municipio.

Si el laboratorio cuenta con pruebas para los siguientes rubros, estos también se
deberan seleccionar en la opcion de “Categoria de datos” (Microbiologia).
(Principalmente para LESP, LIR o LAVE)

e Serotipo.

e Beta-lactamasa.
e BLEE.

e GCram.

e Resistencia a carbapenémicos.
e Prueba de Hodge (modificada).
e MRSA.

e Resistencia inducible a CLI

e PCR para mecA.

e PCR paravanA.

e Aglutinacion de latex PBP2a.

e VRE.

e Produccion de AmpC
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e Comentario: En este apartado se describiran los genes confirmados por
metodologias moleculares.

Complemente la categoria anterior con los siguientes rubros en la opcion de
‘Categoria de datos” (WHONET-Argentina):

e MLS
e Metalo-betalactamasa.
e Serin-carbapenemasa.

Posteriormente seleccione en “Categoria de datos” la opcion denominada
‘Control de infeccion”y elija los siguientes rubros segun aplique en su institucion:

e [nfeccion nosocomial.

e Bacteriemia.

e Catéeter central.

e Orina catéter.

e Respirador.

e Catéter periférico.

e Neumonia.

e Sitio de infeccion quirdrgica.
e [nfeccion Urinaria.

Si el laboratorio procesa muestras provenientes de Infecciones de Transmision
Sexual, seleccione los siguientes rubros a partir de la opcion “Categoria de datos”
(EGASP):

e |dentidad de género.
e Secrecion — uretra.

e Secrecion vaginal.

e Secrecion —ano.

e Alta - Garganta.

Configuraciéon de Alertas

Este tipo de informacion se debera configurar en el boton “Alertas”. En este rubro
debera asegurarse de que todas las alertas estén habilitadas, esto se observa
viendo que la casilla “Regla habilitada” esté palomeada.

Para finalizar la configuracion del laboratorio, oprima el botén “Guardar”, se
cerrara la ventana de trabajo y aparecera una pantalla gris a partir de la cual se
puede comenzar con el trabajo del laboratorio.

Registro de datos
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Para comenzar con la captura de datos oprima en la pestana superior de la
ventana la opcion “Entrada de datos”. Se desplegara un menu donde debera
elegir “Abrir archivo de datos”.

Se abrird una ventana que le mostrara un archivo nombrado de la siguiente
forma:

MEX-clave del laboratorio-ano

Elija el archivo y oprima la opcion “Abrir”. Se abrira automaticamente la ventana
para cargar los datos necesarios de forma manual. Al concluir oprima la opcion
“‘Guardar aislamiento” seguido por la opcion “Guardar el aislamiento”.

Cuando haya terminado de cargar todos los datos necesarios, oprima la opcion
“Salir” o directamente cierre la ventana del programa.

Carga de datos a partir de resultados obtenidos de los equipos automatizados
(Tomado de la Guia Institucional para el Analisis de Sensibilidad y Resistencia
Antibidtica de IMSS, 2023)

A continuacion, se describe el proceso de extraccion de datos a partir de los
equipos automatizados mas frecuentes en Meéxico, para cualquier equipo
diferente a los aqui descritos, consulte el proveedor o al area de informatica de
su institucion.

Extraccién de datos a partir del equipo Vitek 2

Dentro del escritorio del equipo de computo podra acceder a la informacion
mediante el sistema VITEK 2 Systemes.

Acceda a la pantalla principal y visualice el icono de caja de herramientas donde
debera elegir la opcion de Export Inactive Isolates.
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‘ Main YView

VITEK 2
— technology

Search Aucke Trad

Search Long-Term Data Storage

2 technology

Se desplegara una segunda ventana donde debera seleccionar el periodo de
fechas de interés para extraer los datos. Elija las opciones MIC e Interpretation.
Finalmente elija el icono en la parte superior de la pantalla del CD v la flecha.
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‘ Export Inactive Isolates

Exporting Inactive Isolates

“ Isoltes T QC Isoletes

Lot Numbes | Organisms  [p conm detectva j
|Achromobacter dentritcans
%Mrmmnsﬂa rylozoxians
Testing Dates ﬁ:ﬂm v| To }im'm == | IAcinetotscler beumannd
' E [Acinstotecter beumerre complex
Icitobecter colcoaceticus
chetobacier genospecies 3
Iacinstobacter genospecies TU1 3
jAcintotecter heemoViicus
[7 Card Detail [~ Phenotype ’?\a.dnm:s johnzori
intobacier juni
cinetobacier ot
}MMDM! rackor esistens

Isolste Date To Bxport v M v terpretetion

QC Isolate Data To Export “ entiNcstion Card
tlv.vaow.‘.p sp 10sp 11
Susceptibility Card Acinstobacter spp

Acinstobecter ursing
AGtinchacEus rees
WAYOes [Srael
IActinomyoes meyeri
:ulcmum’ce‘_ nasthnst

[ |

Other Options [ Inciude Export Options i Export File Header

Exvpot Progress

VITEK 2 technology

Del lado derecho de la pantalla, se observara una ventana con los aislamientos
identificados en el lapso de tiempo elegido. Seleccione Yes para confirmar la
exportacion de datos.
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QC Isolate Data To

Other Options

ot}

Export Progress

VITEK 2 technology

Finalmente elija la carpeta donde se guardara el archivo plano extraido y
convertido con el nombre deseado y oprima la opcidon Export Inactive Isolates.
Corroborar que el archivo sea guardado en formato .txt.
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Testing Dates To r
[ ( Look in ) Lab Files _v_] [g] g =
Isolate Date To Export (=
rq
QC Isolate Data To Export O
Y roreme  [wit0oeg Expor! nactva lsolss
Fles of typer ;:c;m- I:_c;u_c E::nT-:r—:m' —'] Carcel
Other Options: f o e |
|
|
| =
Export Progress
Expont Progress

VITEK 2 technology

Al finalizar de clic en Cerrar y asi se podra utilizar la interfaz creada, con lo que se

puede acceder a ella a través de la opcion Tratamiento de datos de la pantalla
principal de observa.

Extraccién de datos a partir del equipo Phoenix BD

Este sistema vy su plataforma contienen un software EpiCenter, con un filtro de
tratamiento de datos preconfigurado que se aplica para el analisisen WHONET.

En la barra de herramientas de EpiCenter, seleccione el icono Ver Datos.

EpiCenter” QQEJEIHE!_-IZJ_JEBJ Y QI wBD

Estado

LIS Lista de Sallr Ayuda
Archivo Requiere

de registro  atencion

del sistema

Informes

Reglstro de
muestras

Instrumentos

del sistema hseouiae

Inicio/
terminacion Busqueda/ Ver

de la sesion Informe datos
del usuario de Grifico Configuracin

En la pantalla encontrara la opcion Filtros definidos en la cual hay dos secciones:
Filtros Personalizados y Filtros Predefinidos. Seleccione el reporte WHONET.
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[T] Obtencién de datos - seleccién de filtro o=

— Filtro seleccionado
Momkre

|Personalizadn'\.Wl‘nnet Final

Comentarios

Este filtro ¢ utiliza para crear el conjunto de datos para el informe de distiibucién de walores de CMI. -«

Filtras definidos
By Personalizado
g
.50 WHONET-TEST DE HODGE
© [ Filtros de sistema
#-_] Predefinidos

Huevo Editar Informe | Ejecutar I Cermar Ayuda

Se desplegara una ventana donde debera seleccionar el lapso de tiempo del cual
desea exportar los datos. Seleccione en la primera casilla la fecha inicial y en la
segunda casilla la fecha final. Finalmente seleccione la opcion Ejecutar.
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] Whonet Final &

N*de | Opcidn Valor/Da A
2 Intraduct e cliente de la muestia <Todos>
3 Introduce &l nombre del departamento < Todos>
*La opcon requiers un valor. Fredefinido
~ N* de opcién de campa 1

Introduck |a fecha de incio de la recogida

[2lv] I S6lo generar valores vacios.

5770172076 1200.00 am.

Intraduci la fecha final de la recogida

[30/09/201611:53:53 p.m. =1~

Finalmente se desplegara una tabla donde se muestran los registros que seran
exportados. Elija la opcion Vista previa.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 209 de 264

2024



rive  Fitro
Ragiztrc de tabla 1/1222
Fechashora da reccoica ombre del paciente 10 del Sewodsl | Edad dal Fechace | D delclier= cela <Depatananto: Tipo de muesha Sevicio 18 Jombe Haﬂ:d
de lamesra pacerte | pecients | pacents | naciviert mussita N* de acceso hozpical
Jedpaisic

| Z020TE 06.49.37 pan Sini mzpiliven ATCC-Z0922-20°6 | Sin wapendica S eouiiva Esubimict ia wudi
__| 2V09/201E 06:4%37 pm. Sin espeifica ATCC-25922:20 6 | Sin Sin especficar Ezcheichia coli

2909201E 064337 pm. Sinezpacificar ATCC-B5922.20°6 | Sn espechcar S espechcar Ezcheichia coli
— i 2 ATCL.BI22M6 | Sn espechear
| 29°097201E 06:4% 37 prn. ATCC-5922-20° Sin evpechicar
| 29709/201E 06:49:37 pn. ATCC 25922 20 Ein Fcar
| ZHM0A20TE 06,4337 i, ATCC-25922-207 St eolica Esudizivtia v
| SN E U5 4% pm sin Al LAY AT tn hcar Escheachia coll

290Y20ME 064337 pm. Sin epecificar ATCC-5922.20 S espechcar Ezcheachia coli
__| 29/09/201€ 06:45%:37 pm. Sin if ATCC.5922.20°6 S i Escheichia coli
| 29°09F201E 06:4% 37 p . Sin espacificar Sin especificar ATCC-35922.20° Sin evpechicar
| 29°09/201E D6:4%:37 prn Sin Sin ATCC a0 Ein Fcar
| 2970V 201E 06:43 37 pm. in espesificat Sin especificat ATCC-25922-207 Sin espechica
[ AU DA pm. Sin 3n AlLL-SY22-A7 L escechcar
| 29097201E 06:43:37 pm. Sin tfican 3in thcar ATCC-5H922.20° £ espechcar
__| 2909/201E 06:43:37 pm. Sin 3in if ATCC-5922.20° Er fic
_ 06433 pm. i i Si ATCL-5822.20° Ein scpechs
| 20/097207C 06:42:27 pn. Sin Jin CC-35022-20° Iin ficar
| 2370 201E 06:43 37 p . Sin espesiicat Sin epecilicat ATCC-25922-207 Sin espechica Escheickis coli
| Z09/207E 06:43:37 pm. Sin 3in ATCC-5922-20° £ espechcar Escheichia coli
| 29097201 06:43:37 pm. Sin tfican 3in thicar ATCC-5922.20° £ espechcar Escheichia coli
| PAMNE N 4% 36 pm Si iti i iti ATCL A4 La Salmnnella bk
—190720E 10421 am Sin aepaciticar Zin spacificar B21.1 Lo sepechicar S aimoneda tphi
__|19207/2090 174271 am. Sin Sin D241 tn ficar Selmaneds typhi
| 19/07:200 Sin especificat Sin especifical B24.1 Sin espechics Saimonelds yphi
_ Sin 3in B2a, Ein espechca Samonels tphi
__|1907/201E | Si ificar i if B24. 5 ic. i esgechica § almonefds bohi
_[19NTOMF 114310 Am Si iti i i R S i La Fa Fnr FFda
19 0W201E 1142 am Sin copaificar | 3in capacifioar B4, Sincapochoor | S ospooficor | CDC gupo EF 4b
__|12/04/201E 11.28.25 3 Sin il i il A B8 | S & it s e U

23/0F201E043 (19pm. Sin especifical Sin egpecilical GWF-501-2016 | Sin especiicy Sin espechica DigariEnng s idertficar
| E0a5201E 061 Sin 3in GMF-SA000R0TE | Sin i £ Samonels
| 2909 20ME 61T Sin espexificat Sin esecificar GWF-S1000:2016 | S espechicar Sin estechcar Samonels 0.
_ | :0anme oe | in Zin | GMF-510002016 [5n Ein espechoar S aimonels 2.
__|2a0ame Sin copocificar Sin cifioar GMF 510302016 | S o ar £ oapochoar S almanclla aop.
__|Z303/20E 06 Sin il 3in e GMF-510002016 | Sr & Sethnuned:
] SHUSATE Uk ] al il LS TN | S espechcar S esfechca Samonels s,
| E035201E 061 Sinespecifical 3in especilical GMF-SA000R016 | Sin i & Samonels
__| Z9:097207E DB: Sin especificat Sin especificat GMF-51000:2016 | S esoechicar i estechcs 5 almoneds 530,
| 29:09/201E 01T [in Sin | GMF-510002016 [ Sn Sin espechics Salmonells s3p.
| 29.09/201E 08 Sin capacificar sin cifioar GMF £ 10002016 | Sin capochaar £in ospooficar Salmonclla axp.
__| Z0320E 06 Sin 3in GWF-510002016 | Sin Ein espechica Samaneda sp.
| susrant e a 5 LvE-5LUIUUIE | 56 espechcar i esfechca Samonels p.
d Z?;WZD‘IEIRH:S" om Sinesperilicar Sin especificar GYF-S10002016 | Sin i & i Salmonels . ’:I

detudien |

A continuacion, seleccione el boton con el sobre para exportar el informe a un
archivo y guarde el archivo en la carpeta correspondiente para su posterior
analisis.

Heaistro
11228

2012006 O9:44:07

SMEDADMMIMN-PCLEpRICenterd s FEGASUSYWFILTERSWOUS T OMY W honet Final. fle

E ste fillro se utiliza para crear el conjunto de datos para sl informe de distribucion de valores de )

10 del
pacisrbe

Sexo del
pacicnte

Edad del
paciente

Fechadhora de recogida

de la mue<tra MMombre del pacients

29/034°207 6 0G:439: 37
29/09/2016 05:49:27
29092016 O 45: 37

=N
=N N
=Rl

2a/09/2016
29/09/.201
29092016
29-0342016
2a/0942016
290392016
29,/09/.20016
2a/09/.20106
29092016
29-034.2016
290942016
29032016

0G:49: 37
0. 439. 27
06:49: 3237
O6:439: 3537
O5:-49: 37
O5:49: 3237
06:49: 37
OS5 4937
OG5:49: 37
O6:439: 3537
06:49:37
0s:43: 27

[N N

..
=S
P
P
[=N8
[N
[N R
P
P
(=N N
(=08

yOODDODOOODODOOOODO

I I = r I Vista previa I Cerrar I Agiada I
Extraccién de datos a partir del equipo MicroScan
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Con el uso del equipo MicroScany el software LabPro se puede crear una interfaz
entre el software del sistema automatizado y un reporte en texto plano o
formatos .txt o Xls para descargar la informacion periodicamente.

Ingrese al centro de comandos de LabPro.
EIlabPro (o B & & < & & & ¥ ® H

Dé clic en el icono de Utilidades y a continuacion dé doble clic en la opcion
Interfaz.

I Utitidades =Jo/&d

H £ Pezonalzaciin
=3 Conhguiacidn

v 53 adaSCAN-4

= wlaltuweay

H E3 Sigtema

Configuracion de s inkerfaz

En la opcion Configurar dispositivos de comunicacién puede crear la nueva
interfaz, la cual dirigira datos de exportacion a una carpeta en el disco duro del
equipo.
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3 Configurar dispositivos de comunicacidn oOJES |
Dispositivo 1

us L [ E=tade | Hora del sigenerte arvio Hora de La siguserts sobe | Condciones de amor

Configure el nuevo dispositivo de comunicacion. Para ello de clic en Dispositivo,
después Agregar dispositivo o el icono +y en LIS.

En la pantalla de configuracion del dispositivo se observaran las siguientes
opciones:

¢ Nombre Configuracion: nombre la configuracion de la interfaz como
WHONET.

e Physical: cambiar la opcidon Serial a la opcion File.

e Data Link: LabPro automaticamente cambiara a Null.

e Message: LabPro elegir esta pcion en MicroScan.

Haga clic en la opcion Physical y luego en Configurar. En Propiedades de nuevo
dispositivo se observara Importar Nombre de Archivo y Exportar Nombre de
Archivo los cuales indican desde y hacia que ubicacion se exportaran los datos.

El archivo EXPORT EXP se encuentra en la carpeta Microscan, contenido en la
carpeta LabPro en el disco local D de forma predeterminada donde se ubicara el
archivo generado.
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Configueacsie de srchivo |
Importar nombee de aichvo
|0 \MicroS cantLabPro\lmpor & el

£ xportar noinbie de achevo

[T \whormtS\D stahE port EXP (]

Acept | Conceler | Apkea |

Para generar el archivo con la base de datos del periodo elegido, seleccione el
icono Monitor de Interfaz, donde se encontrara la nueva interfaz creada. Haga clic
en Dispositivo y seleccione Transmitir datos del paciente.

“Dispositivo_ Registro
Comunicacion automatica
%i Hara del siguiente envio Hora de la siquiente salic... | Condicianes de emor
Mot dtos prsonaaas
B sclicitar datos
‘er cola

Detener la transmisidn

Activar monitorizacion automatica Al

5 Imprirnir configuracidn 4
Wista preliminar
'—:l Cerrar
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Seleccione el periodo de fechas a extraer o la secuencia de folios internos de
interés. Posteriormente haga clic en el icono de Transmisidbn nuevamente y
debera aparecer la pantalla del monitor y el estado enviado.

Espere hasta que quede el estado inactivo nuevamente. Si se han transmitido
datos previamente, active la casilla retransmitir datos previamente enviados para
enviar nuevamente toda la seleccion.

R Whonet5 - Transmisidn manual
Datos

N =

Tipo de blsqueda |

Fecha de estado de la muestra

Fecha de muestra Fecha de muestra

Fecha estado de aislamiento Dias antes fecha de transmisidn

Grupo Pruebas Estado Fecha — =2

ID del pacients |° |

Muestras individuales con aiglamienta

M® de admisidn

N2 de muestra Seleccionado Fecha de muestra Intervalo: 04/02/2008 - 04/08/2008
& i

v \H etransmitir datn.smé’nviados previamente

Cuando haya finalizado toda la transmision de datos, el sistema lo indicara.
Busque el archivo Export.exp en la ubicacion generada previamente. Finalmente,
el archivo generado estara listo para transformar los datos a formato WHONET.

Extraccién de las bases de datos de los equipos a través de interfaces.
Extraccidén por REAL

El software REAL para el equipo VITEK permite exportar los datos de manera
sistematizada para sus analisis e interpretacion.

ldentifiqgue el equipo de computo asociado al equipo Vitek y localice en el
escritorio el acceso directo a REAL.
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Abra el programa e introduzca su usuario y contrasena.

Bienvenido a R.EA.L

Sistema Integrado para Laboratorios de

Por favor ingrese sus datos para acceder al

Micro

Microbiologia

sistema

a

% This connection is not secure. Logins entered here

could be compromised. Learn More

nern

nternational LLC, 2015-2022
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Aparecera una ventana emergente donde en el lado izquierdo color azul oscuro
se encontrara la opcion Reportes el cual deberd seleccionar. Se desplegara
automaticamente un menu.

— C ® ® 192.168.0.120
& Bookmarks v X
[%] Bookmarks Toolbar '
E} Bookmarks Menu
{3 Other Bookmarks Sistema de gestion para el

diagnéstico de
enfermedades infecciosas

En el menu de reportes encontrara dos opciones; Reportes y Paneles de control.
Elija Reportes.
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+* REAL X

< c @ @ 192.168.0.120
W Bookmarks v X
’ Search bookmarks I BIOMERIEUX
[%] Bookmarks Toolbar '
Bookmarks Menu
£ Other Bookmarks Sistema de gestion para el

diagnéstico de
enfermedades infecciosas

En el mismo listado se desplegara un nuevo menu con las siguientes opciones;
Reportes estadisticos y listados avanzados, Antecedentes del paciente. Seleccione
la opcion Reportes estadisticos y listados avanzados.
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% " REAL

<

< c @ @ 192.168.0.120
# Bookmarks v x
Search bookmarks I BIOMERIEUX
[*] Bookmarks Toolbar '

Bookmarks Menu

£ Other Bookmarks Sistema de gestién para el

diagnéstico de
enfermedades infecciosas

[ Reportes

Reportes

Reportes estadisticos
y Listados avanzados

Aparecera en el campo gris una sesion con encabezado que dice:

Reportes/Reportes/Rerportes estadisticos y Listados avanzados. Identifique la

leyenda en negritas que dice Reporte y contiene un listado. Presione el listado
desplegable.
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D 192.168.0.120/ReporteAsignado

E Reportes / Reportes / Reportes estadisticos y Listados avanzados
BIOMERIEUX

Reportes estadisticos y Listados avanzados

Sistema de gestion para el Reportes estadisticos y Listados avanzados
diagnéstico de
enfermedades infecciosas Reporte

Cantidad de botellas de Hemocultivo finalizados por tipo de v

Informacion de la orden
Fecha de la orden

03/09/2023 04/09/2023

[® Reportes

Tipo de episodio @ Todos (O Filtro
Reportes .

o' Subfamilia de Localizaciones de paciente @ Todos (O Filtro
Reportes estadisticos

4 Localizacion del paciente @ Todos (O Filtro
y Listados avanzados

Informacién de la muestra
Subfamilia de Estudios @ Todos () Filtro

Estudio @ Todos O Filtro

Modo de renderizacion

En la parte inferior de la lista en la sesion que dice Listados elija Exportacidén a
Whonet.
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U 192,168.0.120/Re - 90
E Reportes / Reportes / Reportes estadisticos y Listados avanzados

Reportes estadisticos y Listados avanzados

Bistema de gestlén para el Reportes estadisticos y Listados avanzados

diagnéstico de
enfermedades infecciosas Reporte

Productividad

[® Reportes

Reportes '

Reportes estadisticos
y Listados avanzados

Listados
Operativos

Exportacidn a Whanet

M

[ o e

Indique el rango temporal de datos a exportar en el campo denominado
Informacién de la orden Fecha de la orden. Para el rango inferior seleccione una
fecha lo suficientemente lejana para no perder ningun archivo.
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chpcndde magr = _

« L&~ D 192.168.0.120

& S2ockmarks v » n - 17 ROPOrTes eSTAMITICOn y LISTAA0S avaniados
Reportes estadisticos y Listados avanzados
(#] Bookmants Toolter

TE Bockmaens Meny

2\ Other Bockmarks Sistema de gestion para el Repartmy et ading Ly Lintados avanzados
diagnostico de
enfermedades Infecclosas Reporte

& Flujo de Trabajo

A Meportes

MO0 Oe renceriIacon

Elija el rango superior para construir la base de datos en el campo Informaciéon
de la orden Fecha de la orden. Es recomendable que estos intervalos sean
anuales.
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v - REAL - Reportas sitsdabe

- C @ D 1921680120

& Sockmarks v x u ' Moportes estadisticon y | iatados avanrados
Reportes estadisticos y Listados avanzados
8] Bochmana Tocioer
(0 Bocamarks Menu
4 Othes Bookmanks Sistema de gestion para el Reportes estadisticos y Listados ava
diagnéstico de
enfermedades infecciosas Heporte

Inf ' ndel for
- < tept [ >
. L ]
-
Informacion de la muestra
-
-
-
-
T 1 nsibilidad t rot
£l
Preferencias de porte
Modo te renderisacion
S

ldentifique el campo Preferencias de Reporte en donde se desplegara el listado
Inclusidn ID/AST, Aislamientos con AST, Todos los aislamientos. Seleccione
Aislamientos con AST.
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Sistema de gestion para el Reportes estadisticos y Listados avanzados
diagnoéstico de
enfermedades infecciosas Reporte

Exportacién a Whonet =

Informacion de la orden
Fecha de la orden

01/01/2018 31/08/2023

[ Reportes

Localizacién del paciente @ Todos () Filtro

Reportes
e Subfamilia de Localizaciones de paciente @ Todos () Filtro

Reportes estadisticos

g Tipo de episodio @ Todos (O Filtro
y Listados avanzados

Informacion de la muestra

Estudio @ Todos Q) Filtro

Subfamilia de Estudios @ Todos QO Filtro
Tipo de muestra @ Todos () Filtro

Subfamilia de Tipos de Muestra @ Todos () Filtro

Test de sensibilidad antimicrobiana

Método antibiograma @ Todos () Fiitro

Preferencias de reporte

Aislamientos con AST

r
‘ Inclusién ID/AST

s los asslameentos

D Kern International LLC, 2015-2022 via

En la opcion Modo de renderizacidn seleccione PDF. Debajo observara
recuadro que dice Exportar. Seleccione XLSX.
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@ 192.168.0.120/ReporteAsignado

Sistema de gestion para el Exportacién a Whonet ¥
diagnostico de
enfermedades infecciosas
Informacion de la orden
Fecha de la orden
01/01/2018 31/08/2023
Localizacion del paciente @ Todos () Filtro
Subfamilia de Localizaciones de paciente @ Todos () Filtro
[ Reportes Tipo de episodic @& Todos () Filtro
Reportes
Reportes estadisticos Informacion de la muestra
y Listados avanzados .
Estudio @ Todos () Filtro
Subfamilia de Estudios @ Todos Q) Filtro
Tipo de muestra @ Todos O Filtro
Subfamilia de Tipos de Muestra @ Todos (O Filtro
Test de sensibilidad antimicrobiana
Método antibiograma @ Todos (O Filtre
Preferencias de reporte
Aislamientos con AST ~
Modo de renderizacién
PDF 1
& Exporta
Q BUSCAR csv
PDF
D Kern International LLC, 2015-2022 =T
XLSX

192.168.0.120/ReporteAsignado=

En la ventana emergente Opening Reporte en el apartado What should Firefox
do with this file? Seleccione la opcion Save file para guarder el archive y

posteriormente elija OK.
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Opening Reporte 2023-09-04T175725.xdsx

You have chosen to open:
| Reporte 2023-09-04T175725.xlsx

which is; xlsx File (4.7 MB)
from: http://192.168.0.120

What should Firefox do with this file?

Do this automatically for files like this from now on

oK Cancel

Finalmente aparecera el explorador de Windows donde debera nombrar

archivo.

REAL - Reportes estadisticor X

€ (]

D 192,168.0.120,

2ookmarks ¥ x
T Bookmads Sistema de gestion para el epor d ados
diagnéstico de
enfermedades Infecciosas
nforma de la orden
®
.
Enter name of file to save 1o X
nformacién de a muestr|
P - =
®
wganze v Newfolde ®
® Tod &
@& Todos (
o
Test de sensibilidad antin
@
referencias de reporte

= Gemboe 2023 (7
Laiedne v

File e | Beport

-
Seveastype xiax Fie (*sbo)
o
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Al concluir lo anterior, regrese al rectangulo Exportar y seleccionar la extension
Ixt. Finalmente aparecera el explorador Windows donde bedera nombrar el
archivo.

Excel tiene un numero maximo de 1,048,576 filas por hoja, en caso de que la base
fuera muy extensa, este segundo archivo permitird recuperar esos datos.

SRIAL - Eyrate St *

« c @ D 192.168.0.120/F

8ookmarks v X . -
W Backinw Sistema de gestion para el Reportes estadisticos y Listados avanzados

diagnéstico de
enfermedades infecciosas Reporte
[#] Bookmarks Toolbar

E Hackrads b _ Eposacens Whonet

£ Other Bookmarks

Informacién de la orden

[® Reportes

Reportes subfamilla de Localizaciones de paciente | Opening Reporte 2023-09-04T180022.6¢ X

Reportes estadisticos

. @ Todos (O Filtro You have chosen to open:
y Listados avanzados

Reporte 2023-09-04T180022.txt

which is: Text Document (12.4 ME)
from: http://192.168.0.120

o @ Todos Q) Filtr Vhat should Firefox do with this file?
s @ Todos O Fif (O Qpenwith Notepad (default) v
@ Tod @)Save File
® 1 k
Test de sensibilidad antimicrobiarg Cancel
Método antiblograma @ Todos (O Fiitro

Preferencias de reporte

tos con AST

Modo de renderizacion

Homologacién de informacién mediante BaclLink

BaclLink es un programa que ayuda en la conversion y estandarizacion de datos
microbioldgicos generados por los diferentes equipos automatizados existentes,
para su uso en WHONET, para lo que se requerira seguir los siguientes pasos.

Creacidén de un archivo compatible con WHONET

A partir del archivo tipo .txt generado anteriormente segun fue descrito sera
necesario hacer una exploracion en Excel para conocer el orden de los datos.
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Abra Excely enla barra de herramientas elija Archivo, luego Abrir, luego Examinar
y busque en la carpeta creada donde se guardo el archivo deseado.

En la parte inferior de la ventana elija Todos los archivos para visualizar los
archivos con extension .txt.

< v 4 » Este equipo » Escritorio » Baclink
Organizar « MNueva carpeta

Gura RAM

Potencia Antimi
Microsoft Excel

[ Este equipe

‘ Descargas

=| Documentos
B Escritorio

| Imagenes

J’\ Muisica

J Objetos 3D
B videos

‘i Disco local (C:)

- Disco local (D:)

¥ Red

Ll

v

<

Nombre

=| vitek_2018 final Salmonella
=| vitek_2018 final Sigella

[ vitek_2018 final

B Vitek_BAR 2019 02062020

Selecc

v | O Buscar en Baclink ye

ione el archivo del que desea obtener la vista previa.

MNombre de archivo:

~| | Todos los archivos ~

Herramientas Abrir |v Cancelar

Seleccione el archivo deseado y presione Abrir. Se desplegara una pantalla en la
gue debera ubicar el apartado Elegir el tipo de archivo que describa los datos con
mMayor precision, elija Delimitados — Caracteres con comas o tabulaciones separan

campos.

En el campo Comenzar a importar en la fila seleccione 1.

En el campo Origen del archivo seleccione Windows (ANSI). Finalmente
seleccione Siguiente.
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El asistente estima que sus datos son Delimitados.
5i esto es correcto, elija Siguiente, o bien elija el tipo de datos que mejor los describa.
Tipo de los datos originales

Elija el tipo de archivo que describa los datos con mayor precision:
@ Delimitados - Caracteres como comas o tabulaciones separan campos.

(::I De ancho fijo - Los campos estdn alineados en columnas con espacios entre uno y otro.

Comenzar a importar en la fila: |1 %| Origen del archivo: Windows [ANSI) ~

|:| Mis datos tienen encabezados.

Vista previa del archivo D:\Users\javier.pinon\Desktop'\Baclink'\witek_2018 final Salmonella.txt.

ab idnumgenercespecieampicilina (am)Interp.amikacina (an)Interp.aztrecnam (atm) 4]
R 2082085almonellaBgona<=25<=2<=1"<=0,  25"5<=1<=4"<=0 5"<=1325<=1
B 36€3€6€5almonellalRgona<=25<=2<=1"«<=0,6 25" 5<=1<=4"<=0, 5"<=1325<=1
B 3223825almonellalfgona<=25<=32<=1"«<=0, 6 25" 5<=1=<=4"«=0, §"<=105<=1
B 8288285almonellafgona<=25<=32<=1"<=0, 25"5<=1<=4"«=0 §"<=105<=1 W

Cancelar Siguiente » Finalizar

Posteriormente aparecera una nueva ventana donde debera seleccionar en el
area de Separadores aquel con el que esta disenado el archivo. El separador
indicado del archivo serda aguel que al ser seleccionado muestre los datos en la
ventana inferior en forma de columnas.

Separador correcto muestra los campos en forma de columnas
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Esta pantalla le permite establecer los separadores contenidos en los datos, Se puede ver como cambia el texto en la vista previa,

Separadores
Tabulacidn
[] Punto y coma ] considerar separadores consecutivos como una solo
|:| Coma
[] Espacio

|:| Otro:

Calificador de texto: |~ e

Vista previa de los datos

ab_id m ENErD specie pmpicilina (am) [[nterp. pmikacina (an) [[nterp. ~
R 208 poa almonella Pgona <=1 <=2
R 3E6€ PBec almonella Pgona
B 382 [@BEz almonella Bgona
B 828 [BIg almonella RBgona W
L4 >

Cancelar < Atras Finalizar

Separador incorrecto no muestra los campos en forma de columnas

Esta pantalla le permite establecer los separadores contenidos en los datos. Se puede ver como cambia el texto en la vista previa,
Separadores
[] Tabulacién

Punto y coma [] Considerar separadores consecutivos como uno solo

[J coma
|:| Espacio

|:| DOtro:

Calificador de texta: | ° e

Vista previa de los datos

ab idnumgenercespecieampicilina
B 2022085almonellakgona<=215
B 3ge3cEeSalmonellatgona
B 3823825almonellafgona
B 3288285almonellakgona

{am) Interp.amikacina {(an)Interp.aztreonam (atm)In Ll

=105<=1"<
=105<=1"< v

Cancelar < Atras Finalizar
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En algunos casos un tipo de separador puede dar la impresion de generar las
columnas de cada campo, pero debera verificar en la ventana que la informacion
mostrada tenga sentido, de no ser asi elija el otro separador que si define los
campos de forma Iogica. Finalmente seleccione Siguiente. Aparecera una tercera
pantalla donde debera seleccionar Finalizar.

Una vez realizado lo anterior, se abrira un formato Excel donde debe observar
coOmo aparecen los campos (de manera horizontal o vertical), si la lista de
muestras se despliega en forma vertical, con los resultados de cada muestra en
forma horizontal, se denominara a este formato Mas de una filay en caso que los
nombres de los pacientes o microorganismos aparezcan de manera horizontal y
sus resultados de forma vertical, a este formato se le denominard Una sola fila.
Una vez reconocido esto, podra cerrar el documento.

Conversidn con BaclLink

Abra el programa BaclLink, debera aparecer la siguiente ventana.

Archivo  Seleccionaridioma  Ayuda
Seleccionar el nombre y el formato del archivo de datos original

Ingresar un nombre y un formato para el nuevo archive de datos. Haga click en ‘Comenzar conversion’.
Si el formato de su archive no aparece en la lista, seleccione ‘Nuevo formato”.

Formato del archive
MNuevo formato

MNombre ‘ | Examinar

MNombre de la tabla ‘ v| Fechas

Nuevo archivo de datos

MNombre ‘ | Examinar

Para archivos de Access solamente

Formato del archivo WHOMET (SQLite) b

3alir

Si el programa no esta predeterminado en espanol, oprima Select language vy
seleccione Spanish y después Aceptar.
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]
Archivo  Seleccionar idioma  Ayuda
Seleccionar el nombri [+

Ingresar un nombre y
Si el formato de su ar)

Formato del archivo Mensajes Spanish ~ | Espafiol | Nuevo formate

Tipo de muestra Spanish - Espafiol

Antibidticos Spanish .. Espafial

Campos de datos Spanish | Espafiol
Nombre | Examinar
MNombre de la tabla Paises Spanish ~ | Espafiol | Fechas
Nuevo archivo de daf ~ Microorganismos Spanish - Espafiol
Mombre | Examinar
Formata del archivo YIS T GOLIE il |

Salir

Seleccione la opcion Nuevo formato, lo cual abrira una nueva ventana. Complete
los campos solicitados.

@
Pais México ~ [ MEX
Mombre del laboratorio |Laborat0rio de Microbiologia X |

Ciadigo de laboratorio |

Maximo 10 letras

Estructura del archivo Describir la estructura de sus archivos de datos.
. - ) |
Codigos yfechas Ingresar los codigos y los formatos de las fechas en sus archivos de datos. |
Mueva archivo de datos Indicar el nombre y el formato del nueva archivo de datos.

Indicar los aislamientos para incluir en el nuevo archivo de datos.

Guardar como Guardar Salir
|

De clic en la opcion Estructura del archivo y en la ventana emergente marque los
campos como se indica a continuacion:

e Estructura del archivo: Texto (Delimitado)
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e Delimitador de campos. De acuerdo a lo detectado en la revision
previamente realizada.

e Carpeta del archivo: No modificar la carpeta preestablecida.

e Nombre: *.txt

e Archivo de origen: Windows (ANSI)

e Conjunto de caracteres: Europeo occidental (Windows)

e /La primera fila del archivo de datos contiene los nombres de los campos

de datos?: Si
@
Estructura del archivo Texto (Delimitada) w
Delimitador de campos Tab L
Carpeta del archivo | C:WHONET\Datal | Examinar
Nombre * it | Examinar
Origen del archiva Windows (ANSI) W
Conjunto de caracteres Europeo occidental (Windows) ~
Antibidticos Ingresar informacién acerca de los antibidticos en su archivo de datos.
Mormas Sin respuesta
Mumero de filas para cada aislamiento Sin respuesta
Secuencia de antibidticos Sin respuesta
Métodos Sin respuesta
Mimero de métodos en una fila de datos Sin respuesta

ilLa primera fila del archivo de datos contiene los nombres de los campos de datos?

® g i) Mo

Campos de datos Definir la relacidn entre sus campos de datos v los campos de datos de

Aceptar
Seleccione la opcion Antibidticos, se debera abrir una nueva ventana emergente
en la que debera seleccionar los siguientes datos:

e ;Suarchivo incluye resultados para los antibiéticos?: Si
e Normas: CLSI
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e ;Cuantas filas de datos son necesarios para los antibiéticos de un
aislamiento?: Seleccione la opcidon de acuerdo a la inspeccion realizada

previamente en Excel.

e ;Enqué secuencia aparecen los antibiéticos?: Secuencia fija de antibioticos
e ;Cudles métodos incluye el archivo de datos?: CIM

Finalmente oprima Aceptar.

Formato del archivo

| £5u archivo incluye resultados para los antibidticos?

@ si

MNormas CLSI

& Cuantas filas de datos son necesarios para los antibidcos de un
aislamiento?

4En qué secuencia aparecen los antibidticos ?

;Cudles métodos incluye el archivo de datos ?

TEXT (DELIMITED)

Aceptar
) Mo
Cancelar
S
() Una solafila

(® Mas de unafila

(") Secuencia fija de antibidticos
(® Secuencia de antibioticos variable

Difusidn por disco O
I =
Etast O

Se cerrara la ventana, y en la ventana que aparece activa, en la parte inferior elija
Campos de datos. Se abrira una nueva ventana emergente.

Oprima la opcion Seleccionar un archivo de datos ejemplo y seleccione la carpeta

y el archivo de interés.
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o

« v 4 » Este equipo » Escritorio » Baclink
Organizar v Mueva carpeta
~
=/ Imagenes A Nombre
Baclink 5] vitek_2012 final Salmonella
Data |=| vitek_2018 final Sigella
Gura RAM

Potencia Antimi

[ Este equipo
# Descargas
|=| Documentos
B Escritoric
| Imagenes
J’! Musica
J Objetos 3D
m Videos
i Disco local ()

Disen lncal D ¥ €

>

Nombre: | vitek_2012 final Salmonella

Automaticamente aparecera en el lado derecho de la ventana los rubros
contenidos en el archivo y que deberan ser empatados con los rubros marcados
del lado izquierdo seleccionando ambas opciones y oprimiendo el botdn con el

simbolo “=". Seleccione primero un campo de WHONET de la izquierda y después

Buscar en BacLink 2
H== * I} o
Tlab_id num  genero especie ampicilina (am) Interp. ~
amikacina (an) Interp. aztreonam (atm) Interp.
ciprofloxacina (cip) Interp. ceftriaxona (cro) Interp.
cefazolin (cz) Interp. ertapenem (etp) Interp.
cefepime (fep) Interp. nitrofurantoina (ft) Interp.
gentamicina (g];m) Interp. meropenem (mem) Interp.
ampicilina/suTbactam (sam)
trimetoprim/sulfametoxazol (sxt) Interp. tigeciclina
(tgc) Interp. tobramicina ™ rp.
piperaciclina/tazobactam (tzp) Interp.
BAR 208 208 salmonella Agona <=2 s <=2 <=1
"«=0,25" 5 <=1 "«=0,5" <=1
32 5 <=1 <=2 <=
20 s "«=0,5" <=1
BAR 366 366 salmonella Agona <=2 <=1
"e=0,25" s <=1 "e=0,5" <=1
32 5 <=1 <=2 <=
20 s 1 <=1
BAR 382 382 salmonella agona <=2 <=1
"e=0,25" 5 <=1 "<=0,5" <=1
0 5 <=1 <=2 <=
20 s "<=0,5" <=1
BAR 828 828 salmonella Agona <=2 <=1
"«=0,25" 5 <=1 "«=0,5" <=1
0 5 <=1 <=2 <=
20 5 "<=0,5" <=1
BAR 828 828 salmonella Agona 8 <=1 v
"e=n 25" = =1 = "e=n " =1
Archivos de datos (*.txt) w
Abrir |v Cancelar

su correspondiente a la derecha.

Si en las opciones no aparece algun campo preconfigurado en el laboratorio,
reingrese a la ventana Campos de datos y asegurese de que de que las opciones

Exportar al nuevo archivo y Mostrar en la lista de campos estan palomeadas.
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"

Sus campos aparecen abajo.
pos ap ! Aceptar
Realice todos los cambios necesarios.

Si quiere agregar o sacar campos, haga click en "Modificar 1a list.

Semicio

E::Jsoratorio A Modificar I3 lista Descripcion Senvicio
Origen MNombre DEPARTMEMNT
Mumero de identificacidn Tipo Texto
Apellido )
Nombre Longitud 15
Nombre completo
Sexo

Fecha de nacimiento
Edad

Categoria de edad

Localizacion Mover Abajo
Institucion

Tipo de localizacidn

Admission date

Mumero de muestra .
Fecha de muestra Exportar al nuevo archivo
Tipo de muestra

Cadigo de muestra local

Tipo de muestra (Numérico )

Motivo

MNamero de aislamiento
Microarganismao

Cddigo de microorganismo local v

Mover Arriba
Minguno

Minguno

Mostrar en |a lista de campos

Para eliminar algun rubro mal relacionado, elija Ninguno de los siguientes mas el

w_mn

rubro identificado incorrectamente y presione el boton “=".
Configuracién de antimicrobianos

En la ventana de Campo de datos, de forma predeterminada aparecera en el
menu del lado izquierdo una opcidon de antimicrobiano denominado Resultado
de antibidtico 1 (no definido). Debera agregar una opcion similar para cada uno
de los antibidticos detectados en el archivo original para lo cual debera oprimir
la opcidon agregar cuantas veces sea necesario. Posteriormente relacione una
opcion del menu de la izquierda con cada uno de los antimicrobianos del menu
de la derecha.
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Qo

Haga click en un campo de datos de WHOMET y en el campo correspondiente de su archivo de datos.

Haga click en =" para hacer la correspondencia entre dos campos.

Campos de datos en el nuevo archivo

Mimero de identificacidn = Patient ID
Apellido = <Ninguno=

Mombre = <MNinguno=

Mombre completo = <MNinguno=

Sexo = <Ninguno=

Fecha de nacimiento (D/MY) = =Ninguno=
Edad = =Ninguno=

Localizacidn = <Minguno=

Senvicio = =Ninguno=

MNimero de muestra = Lab ID

Fecha de muestra (D/MY) = =Ninguno=
Tipo de muestra = <MNingunos=

Mimera de aislamiento = <MNinguno=
Microorganismo = FIELD 4

Comentario = =Ninguno=

Resultado de antibidtico 1 (Mo definido) = =Mingu...

Modificar |a lista de campos de datos.

Antibidticos
Agregar Eliminar
Definir Ingertar

Aceptar

Salmonella 2019 bd

Family -FURANDS - 2 = SALVAJE ~
Family -POLIFEPTIDDS - 1 =

Family -QUINOLONAS - 1 = PARCIALMENTE RESISTENTE
Family -QUINOLONAS - 2 =

Family -QUINOLONAS - 3 =

Family -QUINOLONAS - 4 =

Family -TETRACICLINAS - 1 = RESISTENTE

Family -TETRACICLINAS - 2 =

Family -TRIMETOPRIMAMSULFAMETOXAZOL - 1 = RESISTEN
Family -TRIMETOPRIMA'SULFAMETOXAZOL - 2 =

Family -TRIMETOPRIMAMSULFAMETOXAZOL - 3 =
AM-Ampicilina = ==32

Interp. =R

AMC-Amoxicilinacido clavuldjnico = 8

Interp. = 8

AM-Amicacina =

Interp. =

CAZ-Ceftazidima = ==1

Interp. =3

CF-Cefaloting = ==2

Interp. =

CIP-Ciprofloxacino = <=0,25 v

valor fijo

Formato de la fecha

Siguiente Cerrar

Una vez terminado este proceso, deberd definir a qué antimicrobiano
corresponde cada una de las opciones cargadas, para lo cual debera elegir la
opcidn del menu de la izquierda y oprimir la opcidn Definir.
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@

Haga click en un campo de datos de WHONET y en el campo correspondiente de su archivo de datos. Aceptar

Haga click en =" para hacer |a correspondencia entre dos campos.

Campos de datos en el nueva archivo Salmonella 2019.td
Tipo de muestra = =MNinguno= ~ GM-Gentamicina = ==1 )
Nimero de aislamiento = <Minguno= Interp. = 3
_ . IPM-Imipenem =
Microorganismo = FIELD 4 Interp. =
Comentario = =Ninguno= LEV-Levofloxacino =1
Resultado de antibidtico 1 (Mo definido) = AM-Am._.. Interp. =1
Resultado de antibidtico 2 (No definido) = AMC-A. I'”rlg“r‘:“fmpe”em -
Resultado de antibidtico 3 (Mo definido) =AN-AMI... NOR-Norfloxacing =
Resultado de antibidtico 4 (Mo definido) = CAZ-C... - Interp. = o
Resultado de antibitico 5 (No definido) = CF-Cef... ﬁi‘t‘g::"rfp'c"'”afsu'baﬁam =
Resultado de antibidtico 6 (Mo definida) = CIP-Ci... SXT-TrimetoprimalSulfametoxazal = ==320
Resultado de antibidtico 7 (Mo definido) = CPD-C_. Interp. =R
Resultado de antibidtico & (Mo definido) = CRO-C... TE-Tetraciclina = »=16
ibidti ida) = Interp. =R
Resultado de antibiotico 9 (Mo definido) = C5-Col...
L ( ) ) TGC-Tigeciclina =
Resultado de antibidtico 10 (Mo definido) = CTHX-.. Interp. =
Resultado de antibidtica 11 (No definido) = CHM-_. TW-Tobramicina = ==1
Resultadoe de antibidtico 12 (No definido) = CXMA... Interp. =
Resultado de antibidtico 13 (No definido) = CZ-C... ¥ TZERiperacilinaliazobactam = =24
Interp. = 5 b
Modificar |a lista de campos de datos.
. Valor fijo
Antibioticos
Formato de la fecha
Agregar Eliminar
Definir Insertar Siguiente Cerrar

Se abrira una nueva ventana la cual proporcionara una sugerencia del
antimicrobiano evaluado, si la opcion no aparece, en el campo de Buscar, escriba
el nombre del antimicrobiano evaluado. Seleccione siempre la opcidn marcada
como CLSI y presione aceptar. Repita el proceso con todos los antimicrobianos
evaluados.
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@ sntibistico — O ®

Seleccionar el cadigo WHOMET mas parecido a su cddigo.
La potencia del disco es importante solo en el caso que su archivo incluya datos de difusidn por disco.

. Cddigo

Cadigo local WHONET Mombre
AM-Ampicilina AMP10 Ampicilina (CLSILEUCAST(Enterob...
Método Disco CIM Etest
Buscar Ampicilina

Cddigo WHOMNET Mombre -
AMPZ25 Ampicilina (BSAC-25pg)
AMP2Z Ampicilina (EUCAST(Other bacteriaj-2ug)
AMPZ25 Ampicilina (NEO-2.5ug)
AMP33 Ampicilina (NED-32pg)
SAMAO Ampicilina/Sulbactam (CLSI EUCAST-10M10ug)
SAMZ20 Ampicilina’/Sulbactam (DIN-20/10ug)
SAM30 Ampicilina’Sulbactam (MEO-30/30pa0)

| Antibidtico definido por el usuario | | Aceptar | | Cancelar |

Una vez definidos todos los antimicrobianos, seleccione la opcion Aceptar en la
parte superior derecha de la ventana y posteriormente nuevamente Aceptar.

Finalmente oprima la opcion Guardar, se generara un archivo en formato .cfg de
forma automatica, el cual debera guardar en una carpeta creada para tal
proposito y asignarle un nombre, posteriormente oprima la opcion Salir.
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o

T+ » Esteequipo » Discolocal (O¢) » Usuarios » javierpinon » Escritorio » Baclink v O Buscar en Baclink

4
® o

Organizar = MNueva carpeta

Data L Mombre Fecha de modificacion Tipo Tamafio
Guia RAM
MNingun elemento coincide con el criterio de bisqueda.
Potencia Antimi
[ Este equipo
; Descargas
|| Documentos
[ Escritoric
| Imagenes
J’i Musica
J Objetos 3D
B videos
s Disco local (C2)

- Disco local (2] w

MNombre: | Laberatorio de Microbiclogia X-TEXT.cfg w

Tipo: | Config files (*.cfg) ~

~ Ocultar carpetas Guardar Cancelar

En este momento estaremos listos para realizar la conversion de los archivos a
un formato adecuado para WHONET, para lo cual debera seleccionar en el
apartado Formato del archivo » Nombre la opcion Examinar. Dirijase a la carpeta
donde se encuentra el archivo .txt y seleccionelo, posteriormente seleccione
Abrir.

« v 4 » Este equipo » Escritorio » Baclink v O Buscar en Baclink 2 i
Organizar = MNueva carpeta EEE S I | e
~
X N R Lab ID GENERO "
= Imagenes Mombre Fecha de modificacion Tipo 1 ESPECTIE
i Patient ID Testin
zEants |=| Salmonella 2019 08/06/2024 03:29 p. m. Documento de te.. Date oOrganism Name g
Data Family -
AMINOGLUCGSIDOS - 1
Guia RAM Family -
. o AMINOGLUCOSIDOS - 2
Potencia Antimi Family -
AMINOGLUC(I)SIIIJS -3
[ Este equipo Family —
aup AMINOGLUCOSIDOS - 4
; Descargas Family -
AMINOGLUCOSIDOS - 5
|Z] Documentos Family -
] AMINOGLUCOSIDOS - 6
B Escritoric Family -BETA-
3 LACTAMICOS - 1 Family -
=/ Imagenes BETA-LACTAMICOS - 2
J’! Muisi Family -BETA-
usica LACTAMICOS - 3 Family -
: BETA-LACTAMICOS - 4
Bl Objetos 3D Family —BETA-
B Videos LACTAMICOS - 5 Family -
BETA-LACTAMICOS - 6
i, Disco local (C3) Family -FOSFOMICINA
= - 1 Family -FOSFOMICINA
Niseo Incal (M Y -2 Eamilw —FlRANNS - 1
Nombre: | Salmonella 2019 ~| | Archivos de datos (*.txt) w
Abrir ‘v Cancelar

En el apartado Nuevo archivo de datos » Nombre elija Examinar y dirijase a la
carpeta donde desea guardar el archivo y asignele un nombre, y asegurese de
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que el formato predeterminado del archivo es *sqlite, posteriormente elija
Guardar.

"

« v 4 » Esteequipo » Escritoric » Baclink v O Buscar en Baclink el

Organizar = MNueva carpeta

B Escritoric A Mombre Fecha de medificacién Tipo Tamafio

" Descargas . o L .
Mingun elemento coincide con el criterio de blsqueda.
=| Documentos

= Imagenes
Baclink
Data
Gura RAM

Potencia Antimi

[ Este equipo
; Descargas
|=| Documentos
B Escritoric

&=/ Imagenes W

MNombre: | WHOMET

Tipo: | Archivos de datos (*.sqlite)

~ Ocultar carpetas Guardar Cancelar

Finalmente oprima la opcion Comenzar conversidén. Se abriran tres pantallas
emergentes, una después de otra al oprimir la opcion Siguiente, donde podra
verificar que los parametros estan correctamente asignados. Enseguida,
comenzara la transformacion del resto de los registros.
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Nombre del campo Valor local Valor WHONET 2
Nimero de identificacién BAR SALM2019 BAR SALM2019
Apellido

MNombre

Nombre completo

Sexo

Fecha de nacimiento
Edad

Localizacion

Servicio

Nimero de muestra 3 3

Fecha de muestra

Tipo de muestra

Cadigo de muestra local

Niamero de aislamiento

Microorganismao Salmonella Newport sne
Cddigo de microorganismo local Salmonella Newport Salmonella Newport
. W
AMP_MM = =16 AMC_MM =38 CAZ_NM = ==1
CEP_MNM===2 CIP_NM = ==0.25 CPD_MM===0.25
CRO_MNM ===1 CHM_MNM =4 CHA_MNM =4
CZ0O_NM===4 FEP_MM = ==1 FOX_NM ===4
MNIT_MNM = ==18 GEN_MM = ==1 LWH_NM =1
Siguiente | | Cancelar
@ Baclink 2022 - a *

Archivo  Seleccionaridioma  Ayuda

onar el nombre y
sar un nombre y un formato para el nuevo arcl
formato de su archivo no aparece en la lista, se

en 'Comenzar conversion”.

Formato del archivo - n 5 z
Laboratorio de Microbiologia X Muevo formato

Dr\Usersyavierpinon\Desktap

‘BacLinki o La conversion ha finalizado. > Editar formato
#E?(?rrsft;m de Microbiologia X- La conversidn ha finalizado. 16:06 Eliminar formato
’ Tiempo transcurrido 00:01:53
MNiamero de aislamientos = 638
Nombre D: Examinar

| Continuar | | Revisar base de datos

Muevo archivo de datos

Nombre D\Users\avier pinon\Desktop\BacLinktWHOMNET salite Examinar
Nombre de la tabla Para archivos de Access solamente
Formato del archivo WHONET (SQLite) e

COMEenzar conversion Salir

Oprima la opcion Continuar, después de lo que emergerd una pantalla con la
leyenda ¢ Quiere revisar los nuevos cédigos? Elija Si.
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@ Baclink 2022 - O

*

Archivo  Seleccionaridioma  Ayuda

Seleccionar el nombre y el formato del archivo de datos original.
Ingresar un nombre y un formate para el nuevo archivo de datos. Haga click en "Comenzar conversion”.
Si el formato de su archivo no aparece en la lista, seleccione Nuevo formato’.

F to del archi
ormato del archivo Mueva formato

DiUsers\javier pinon\Desktop

\BacLinkl Editar farmato
Laboratorio de Microbiologia X- Eliminar formato
TEXT.cfg

Definir cadigos

Nombre Baclink no pudo comprender todos los cddigos en su archivo de datos. - Examinar

Quiere revisar los nuevos cddigos?

Muewvo archivo de datos

LI

Nombre s | | No Examinar

Nombre de latabla T

Formato del archivo WHONET (5QLite) b |

Salir

| Comenzar conversion |

Se abrira una pantalla donde se resumen los campos desconocidos por BacLink
y que requeriran de una definicion manual seleccionando la opcion Definir
cdédigos.

@ Baclink 2022 — O 4

Archivo  Seleccionaridioma  Ayuda

Selecciona :
Ingresar ul @ Cédigos desconacidos — O *
Si el format

BacLink no pudo comprender los siguientes cddigos.

FEMED Para definir los cddigos, seleccione un campo de datos y haga click en "Definir codigos”.

Doz ers)yj
\BacLinkl Campo de datos Cddigos Mimera

Laboratori
TEXT.cfg

Mdamero de
aislamientos

Mombre

Muevo arg

Mombre ‘ |

Definir cadigos Mostrar archivo de mensajes | ‘ Continuar ‘
Mombre d

Formato delarchivo

| Comenzar conversidn | | Salir |

Aparecera una pantalla donde se desplegaran todos los rubros que habra que
definir de forma manual.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 242 de 264
2024



@ Definir cadigos — O s

BacLink no pudo comprender los siguientes codigos.

Seleccione uno o mas cddigos, luego presione el botdn "Definir codigos’.

Organism | Definir cadigo |
Search
. Nimero de o Revisar la lista de cddigos
e aislamientos

Salmonella B | Revisar el diccionarie de cddigos

SalmonellaD

Salmonella Istanbul

Salmonella E4

Salmonella C1

| Agregar todos los cddigos al diccionario |

Salmonella Sinstorf

Salmonella B monofasica | Guardar la lista |

Salmonella Albany

| Olvidate de los cddigos |

Salmonella E1

Salmonella E1 monofasica

Salmonella Adelaide

Milw| W |~ Dt D3O

£

| Imprimir |

De doble clic sobre cada uno de los rubros a codificar y del catalogo seleccione la
opcion que defina mejor al rubro. Finalmente seleccione Aceptar, después
nuevamente Aceptar y Continuar.

@ Microorganisma — O *

Cadigo de microorganismao local Cadigo WHOMNET Nombre

Salmonella B arb Salmonella Group B (0:4)

Buscar Salmonella B

Cadigo WHONET MNombre s
sbm Salmonella Bovismorbificans

sbr Salmonella Braenderup

sbn Salmonella Brandenburg

brd Salmonella Bredeney

sgp Salmonella Gallinarum biovar Pullorum

Salmonella Group B (O:4)

Salmonella Paratyphi B

MRSA - Resistencia inducible a la v
VER . Carbapenemase
Beta-lactamasa w H. influenza BLMNAR 2
ESBL ~ Produccidon AmpC ~

| Aceptar | | Cancelar |
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Nuevamente seleccionar Comenzar conversion para actualizar los codigos
definidos, al finalizar seleccione Salir.
Generacién de reportes

Abra el programa WHONET y en la pantalla emergente, seleccione de la lista el
laboratorio creado de acuerdo a la presente guiay elija la opcion Abrir laboratorio.

[}
- - Cadigo de . Muevo |aboratorio
Cadigo del pais |aboratario Mombre Mombre del laboratorio
JOOOCO000N LABMEX XCOCCCCCC0O0 Laboratorio de Microbiologia X
MEX LRAM-INDRE LABMEX.LRAM-IND... LRAM-INDRE
Abrir laboratario
WHO T8T LABWHO.TST WHO Test Laboratory

Modificar laboratorio

Copiar laboratorio

Eliminar laboratario

Idioma y fechas

Seleccionar fuentes

Cancelar

Examinar CAWHONETY

Inmediatamente quedara una pantalla en gris, en cuya parte superior debera
seleccionar Analisis de datos » Analisis de datos lo cual abrira una nueva ventana.
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o

| Tipo de Analisis Opciones Uno por paciente
Microorganismos Aislamientos
Archivos de datos Destino Pantalla ~
Macros Comenzar Andlisis Salir

Tipo de Anélisis

WHONET es capaz de crear diferentes analisis a partir de la informacion
proporcionada. Durante el establecimiento de la RNL-RAM seran de interés la
opcion de Listado de aislamientosy resumen y %RIS y medidas de las pruebas.

Listado de aislamientos y resumen

De clic sobre |la pestana superior que marca este tipo de analisis.
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@

| Listado de aislamientos y resumen  %RIS y medidas de las pruebas | Scatterplot| Perfiles de resistencia | Alertas para los aislamientos | Alertas para los clusters

Formato para los informes
() 1. Listada
() 2 Resumen

Tablas

Graficas

@ 3.Ambos

Opciones
Listado
(®) Resultados de |as pruebas

() Interpretaciones de las pruebas

Incluirlas alertas para los aislamientos

Resumen
Filas 1 Microorganismo
2 (Ninguna)
3 (Ninguna)
Columnas Fecha de muestra

Resumen

(® Nimero de pacientes

(O Nimero de aislamientos

[ Incluir as alertas para los clusters

[] utilizar nuevas tablas de puntos de interrupcian de WHONE

Reglas de expertos

Aceptar

Asegurese que esté seleccionado en Formato para los informes la opcion Ambos,
y en el apartado de Opciones la opcion Resultados de las pruebas y que esté
palomeada la opcion Incluir las alertas para los aislamientos. En este ultimo
debera seleccionar Opciones y palomear en la siguiente ventana como se
muestra a continuacion y finalmente oprimir Aceptar.
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Microbiological alerts

Aceptar
Alertas microbioldgicas

Priaridad Tipo de alerta Cancelar
Prioridad alta Alerta de control de calidad

Prioridad media EEEETITATE

Prioridad baja Resistencia antimicrobiana importante
Guardar el aislamiento
Mandar a un laboratorio de referencia
Alerta para el control de infecciones
Comentario de terapia
Otra alerta

Alertas de frecuencia

Mostrar alertas por resultados de frecuencia baja

M

Antibidtico probado infrecuentemente

Mo sensible es inusual.

h
E- -

n

Sensible inusual

Alertas de frecuencia estan basadas en los datos histdricos de su laboratorio.

Para usar esta opcidn, seleccionar BacTrack y Crear diccionario

Dato invalido
Mostrar registror con datos invalidos

Al finalizar la configuracion del analisis, oprima la opcion Aceptar. Para obtener el
andlisis deberd definir los microorganismos y el Archivo de datos a analizar como
se describe posteriormente en la presente guia.

%RIS y medidas de las pruebas

De clic sobre |la pestana superior que marca este tipo de analisis.
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*}
Listado de aislamientos y resumen H %RIS y medidas de las pruebas  Scatterplot | Perfiles de resistencia | Alertas paralos aislamientos | Alertas para los clusters
Formata para los informes
@ 1. %RIS y medidas de 1as pruebas e
Tablas Filas 1 Antibidtico
Graficas 2 (Ninguno) ~
O 2 Resumen 3 [(uinguno) 9
4 | (MNinguno) ~
Antibidticos
(® Todos los antibidticos (O Seleccionar los antibidticos
Opciones
Porcentaje o nimero rangos de medicién Histogramas
(@ Porcentaje de aislamientos Difusidn por disco [ - |35 ~  mm @) Puntos de corte
(O Nimero de aislamientos CIM y Etest 002 ~| - (2586 | ugml () Control de calidad
ATCC 25922 (eco)
[] MIC panels
ASCAM Campylobacter
[] Muestra la leyenda del histograma.
[] Utilizar nuevas tablas de puntos de interrupcidn de WHONE Reglas de expertos Aceptar

Emplee la configuracion predeterminada de este anadlisis a menos que su
institucion establezca algo diferente y oprima Aceptar. Para obtener el andlisis
deberd definir los microorganismos y el Archivo de datos a analizar como se
describe posteriormente en la presente guia.

Microorganismos

Una vez seleccionado el tipo de estudio a realizar, debera seleccionar el
microorganismo o grupo de microorganismaos a incluir en el analisis. Para ello
debera elegir la opcion Microorganismos
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Tipo de Analisis Qpciones Lino por paciente

Estudio = RIS y medidas de |as pruebas de sensibilidad
Todos los antibidticos

Microorganismos Aislamientos
Archivos de datos Destino Pantalla w
Macros Comenzar Analisis Salir

En la ventana emergente podra elegir entre analizar una especie en particular o
un grupo de microorganismos. En el primer caso podra emplear la lista de
microorganismos que aparece de forma predeterminada donde debera localizar
la especie de interés. En caso de no encontrar el microorganismo buscado,
palomee la opcidon de Lista extendida y vuelva a realizar la busqueda. Por otro
lado, si esta interesado en analizar un grupo de microoganismos, palomee la
opcion Grupos de Microorganismos y seleccione la especie a analizar o el grupo,
por ejemplo, Microorganismos Gram negativos.
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Seleccionar los microorganismos que quiere incluir en el andlisis.

Para hacer sus selecciones, haga click dos veces o ingrese los codigos y presione =Enter= después de cada uno.

Lista de Microorganismos de WHONET Lista de Microorganismos para Analisis
Cédigo

Baorrar la lista

Grupos de microorganismos [] Analizar coma un solo microorganismo

ALL Todos los microorganismos ~
G+ Microorganismos Gram positivos

Microorganismos Gram negativos
ANA Anaerobios

MYC Micobacterias
FUN Hongos

PAR Parasitos

oTB Otras bacterias

0OTH Otros microorganismos ==
EBC Todos los enterobacteriaceae

MNFR Todos los bacilos gram negativos no fermantadores =
AC- Acinetobacter sp.

AEC ABrococcus sp.

AER Agromonas sp.

BCS Bacillus sp.

BAC Bacteroides sp.
BUK Burkholderia sp.
CAM Campylobacter sp.
CAMN Candida sp.

Cl- Citrobacter sp.
CDF Clostridium difficile v
Buscar | | Aceptar

Oprima la flecha hacia la derecha para cargar la opcidon u opciones elegidas y
finalmente presione Aceptar.

@ Micro Mo *
Seleccionar los microorganismos que quiere incluir en el analisis.
Para hacer sus selecciones, haga click dos veces o ingrese los codigos y presione <Enter= después de cada uno.
Lista de Microorganismos de WHOMNET Lista de Microorganismos para Andlisis
Cdédigo Borrar la lista
Grupos de microorganismos [] Analizar coma un solo microorganismo
| organism s GM- Microorganismos Gram negativos
GM+ Microorganismos Gram positivos
GM- Microorganismos Gram negativos
ANA Anaerobios
MYC Micobacterias
FUM Hongos
PAR Parasitos
OTB Otras bacterias
OTH Otros microorganismos
EBC Todos los enterobacteriaceae
MNFR Todos los bacilos gram negativos no fermantadores =
AC- Acinetobacter sp.
AEC ABrOCOCCUS SP.
AER Agromonas sp.
BCS Bacillus sp.
BAC Bacteroides sp.
BUK Burkholderia sp.
CAM Campylobacter sp.
CAN Candida sp.
Cl- Citrobacter sp.
CDF Clostridium difficile hd
Buscar Aceptar
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Archivo de datos

Finalmente deberemos introducir el archivo creado a partir de la informacion
obtenida de los equipos automatizados. Para ello elija la opcion Archivo de datos
y usando el menu del lado izquierdo, navegue por la computadora hasta localizar
la carpeta donde guardo el archivo *sqlite. Para visualizar el archivo debera
cambiar en la parte superior, en la lista desplegable, a la opcion SQLite (.sqlite).
De los archivos que aparecen, elija el archivo creado en los pasos anteriores y
oprima la flecha hacia la derecha para cargar el archivo, finalmente oprima
Aceptar.

Qo
Mombre | ‘satite (* saite) v Borrar | lista
¢ Data Nombre Ultima modificacién Tamaiio Archivos de datos
@WHDNETSQIIIE 8/6/2024 16:22:43 160 KB BW’HONETSQIIIE
- Escritorio A
-[1 Antibiograma 2024
-7 Baclink
1 Certificados Discos
1 Comisiones
-7 Curso Cepas
1 Curso RAM
-1 Documentos para dar de alta
.17 GuiaRAM
7 Interpretacién de Antibiograma RedEMC
‘ WICROPIPETAS
17 Wonitorea por CIM -
-[7 Potencia Antimicrobianos
17 RAM
7 RAM Biomerieux
-[1 Verificacion de Métodos
- # Documentos
5 Ch
& DA
-[7 $%PendingFiles
7 SRECYCLE.BIN
-7 informes
-1 scan v
. - . - . s
[ Andlisis separado para cada archivo Aceptar Cancelar

Ejecucién del reporte

El usuario o la institucion podra elegir entre numerosos formatos para generar el
reporte, de forma predeterminada encontrard que el reporte se genera en el
mismo programa Pantalla, para lo cual solo sera necesario elegir la opcion
Comenzar Analisis.

Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana Pagina 251 de 264
2024



Tipo de Andlisis

Opciones Uno por paciente

Estudio = RIS y medidas de las pruebas de sensibilidad
Todos los antibidticos

Microorganismos Aislamientos

GM- Microorganismos Gram negativos

Archivos de datos Destina Pantalla v

WHONET.sqlite

Macros Comenzar Analisis Salir

De acuerdo al analisis seleccionado, obtendra un reporte diferente a través

cual podra navegar con la opcion Continuar.

]
ko Edicien
Copian grifo Grabartaséa Gravar grafics Conteuar | (] Mesirarcoiurnas ocullss
Tioa o8 punto ae Smo gela . Wk - Ranga g . —
Cédiga  Homere del antibidico o o+ st S02e13 Puosdecots  Mimmo %R % %S W& %7 AR WCSD  WCS)  PromedGeom AN Himero <=
, . e Human 3 ol o
Microorganismas Gramnegshos  AMC_NM  Amempiinaikads cawlinica | Human +uman W 16 05 #78 0aas|  9ae903 2 4 231185 2 191
Micruorganismes Gram negabvos | SAM_NM | Ampicina/Suloaciam Human Human ws ns o e at153)  adre00 A 32661 s
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Andlisis desde Excel con WHONET

Los pasos descritos con anterioridad en la guia pueden ser empleados con
archivos de Excel, para lo cual debera abrir el archivo de Excel y en |la barra de
herramientas elegir Archivo, después Guardar como y seleccionar la carpeta
donde guardara el archivo. Asigne nombre al archivo y en la lista desplegable
llamada Tipo, elija la opcion Texto (delimitado por tabulaciones). Esto generara un
archivo tipo .txt con el cual podra trabajar como ha sido descrito.

Combinacién de archivos de datos

La RNL-RAM derivara la informacion obtenida hacia el laboratorio de nivel
inmediatamente superior segun lo establezca cada institucion hasta llegar al
Laboratorio de Resistencia Antimicrobiana del Instituto de Diagnostico vy
Referencia Epidemioldgicos, por lo que el manejo de numerosos archivos pude
no ser practico. Debido a lo anterior, la generacion de archivos combinados sera
de gran utilidad para el manejo de la informacion segun se describe a
continuacion.

Abra el programa WHONET y posteriormente Abra su laboratorio. En la barra
superior de herramientas elijjala opcion Entrada de datos y en el menu
desplegable elija la opcion Combina, exporta o encripta archivos de datos. Se
abrira una nueva ventana.

]
Seleccione los archivos de datos WHONET para combinar o exportar.

Indique el formato de salida y el nombre del archivo

Archivos de datos Guardar como tipo: WHONET ~

Nuevo archiva de datos

[ Examinar

[] Ocultar informacién de paciente SQLite v

Salir

Elija la opcion Archivo de datos y usando el menu de la izquierda, navegue a la
carpeta donde tenga recopilados los archivos tipo .sglite enviados por cada
laboratorio. Seleccione todos los archivos a combinar utilizando la flecha hacia la
derechay posteriormente seleccione Aceptar.
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Nombre

| [saLite =.sqlite)

— ]

~ Baorrar la lista

| @-vr Data

MNombre

[EL WHONET 2.sglite
B, WHONET 3.sqlite

(=l Esciitorio
7 Antibiograma 2024
[T BacLink
{1 Certificados Discos
T Comisiones
7 CursoCepas
-1 Curso RAM
- Documentos para dar de alta
T Guia RAM
[T Interpretacion de Antibiograma RedEMC
‘ MICROFIPETAS
7 Monitoreo por CIM
-[1 Potencia Antimicrobianos
[T RAM
T RAM Biomerieux
[T Verificacién de Métodos
- 4 Documentos
SRl
[T SRecycle.Bin
-1 SWinREAgent
Archivos de programa
7 Documents and Settings
[T Drivers
-7 inetpub

~ || EY WHONET s qlite

Ultima modificacién
8/8/202417.42:28
818/2024 17.42:41
8/6/2024 17:09:00

Tamafio
160 KB
160 KB
160 KB

Archivos de datos
Sy WHONET 2.sqlite
Sy WHONET 3.sqlite
Sy WHONET sqlite

Aceptar Cancelar

En el espacio Nuevo archivo de datos nombre el archivo que sera generado
seleccionando la opcion Examinar. Elija la carpeta donde guardara el archivo y
nombrelo. Ya que estos archivos contienen datos sensibles del paciente, cuando
la informacion sea transferida entre instituciones, deberd seleccionar en este
punto la opcion Ocultar informacién del paciente. Finalmente oprima Combinar.

@ Combina

Seleccione los archivos de datos WHONET para combinar o exportar.

Indique el formato de salida y el nombre del archivo.

Archivos de datos

WHONET 2.sglite
WHONET 2.zqlite
WHONET sqlite

Guardar como tipo:

Muevo archive de datos

WHONET

[D:wsersyavierpinoniDesktap\BacLinkWHONET 4.qlite

Examinar

Qcultar informacidn de paciente

Configuracién SQLite

Combinar Salir

Al finalizar la combinacion de datos aparecera el siguiente mensaje.
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La combinacian de los archivos fué exitosa.

Aceptar

El archivo tipo .sglite generado debera ser enviado al laboratorio de siguiente
nivel establecido por su institucion. Los LESP, LIR y LAVE enviaran estos archivos
al LRAM del INDRE.
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