FLEXICULT® VET

Test de orina
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es un medio de cultivo de 24 horas disenado para diagnosticar infecciones del tracto
urinario (ITU) en perros y gatos mediante:

. Identificacion y enumeracion cuantitativa de bacterias en la orina
. Prediccion de la susceptibilidad de la bacteria frente a © antibidticos

La prueba de referencia para el diagnéstico de ITU es el medio de cultivo de orina. Ademas de esto, se
recomienda que el tratamiento con antibidticos esté basado en la susceptibilidad de las bacterias.

ElFlexicult® Vet se presenta en una placa de agar con un gran compartimento para la determinacion
cuantitativa (UFC/mL) y 5 compartimentos pequenos que contienen cada uno un antibiotico especi-
fico.

/ 3 i Flexicult® vet contiene los siguientes antibidticos:
& N 1 = Ampicilina (predictor de amoxicilina)
// 2 = Amoxicilina / clavulanato
o _ | 3=Cefdotin (predictor de todas las cefalosporinas de 1 generacion
¥ = excepto Cefazolin)
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CFU/mL * U4=Enrofloxacina
U 5 = Trimetoprim / sulfametoxazol (predictor de sulfonamidas poten-
ciadas con trimethoprim)

El Flexicult® Vet es un test sencillo y facil de utilizar lo que hace que sea especialmente adecuado
para su uso en clinica veterinaria, asi como en laboratorio. Solo para uso de diagndstico veterinario in
vitro.

Criterios para la infeccién del tracto urinario

La incidencia de infecciones del tracto urinario es mayor en perros que en gatos y se refleja de ma-
nera diferente en la literatura. El diagndstico de ITU se redliza mediante la deteccion de bacterias en
la orina (bacteriuria).

Siun perro o un gato presenta uno o mas de los sintomas mencionados a continuacion y los uropato-
genos se detectan en una concentracion de>10° UFC / mL en una muestra de orina recolectada por
cistocentesis, hay indicios de una infeccion del tracto urinario.

Las IU bacterianas no complicadas son aquellas en las que no se identifican anomdlias estructurales,
neuroldgicas o funciondles subyacentes.

Sintomas de ITU en perros / gatos

*Miccion frecuente *QOrina turbia
*Dolor al orinar *Hematuria
*QOrina maloliente



Flexicult® Vet se presenta en una placa de agar dividida en compartimentos y con una tapa. Hay un
compartimento grande para el andlisis cuantitativo y 5 compartimentos pequeros que contienen
cada uno un antibiotico especifico. Los compartimentos estdn marcados conlos numeros del 1al5 en
la parte inferior de la placa. Como el agar contiene una cantidad fija de los diferentes antibidticos, la
placa debe leerse con crecimiento / sin crecimiento.

La placa de agar se cubre suavemente con la muestra de orina del perro o gato. Esto hace que la
muestra de orina entre en contacto con el agar y cualquier bacteria en la muestra de orina se adhiera
ala superficie del agar. Se vierte la orina y la placa Flexicult® Vet se incuba con la parte inferior hacia
arriba. Después de la incubacion durante la noche a 35 ° C, las bacterias individuales habran crecido
hasta convertirse en colonias visibles en el compartimiento grande. Las bacterias no apareceran en
los compartimentos de antibioticos en los que son susceptibles al antibidtico relevante.

Toma de muestra

La muestra de orina preferiblemente se debe recoger lo mas estéril posible mediante cistocentesis.
Con estatécnica, se evitan la microflora normal de las vias urinarias de los animales. Sino es posible la
cistocentesis, se puede utilizar la cateterizacion o la recoleccion de orina de la mitad de la miccion.

Se deberaredlizar la prueba dentro de los 30 min siguientes ala recoleccion de la muestra de orina.

Las muestras de orina con dcido bérico anadido no se pueden utilizar en Flexicult® ya que el dcido
afectard el crecimiento de ciertas bacterias y, por lo tanto alresultado del antibidtico.

Procedimientos para grandes volimenes de muestra (>1mL)

1 La muestra de orina se vierte suavemente (3 a b sec) sobre el agar. Sila muestra de orinano
cubre la superficie total de agar en todos los compartimentos, la placa se inclina de modo que
la orina del compartimento grande de conteo cubra los pequenos compartimentos que con-
tienen antibioticos.

2. Retirar el exceso de orina de modo que la orina que ha estado en contacto con los pequefos
compartimentos de antibiéticas no entre en contacto con el compartimento de conteo.

3 Poner la tapa e incubar Flexicult® Vet con la parte inferior hacia arriba a 35 ° C durante 18-
24 horas.

L La placa se lee al dia siguiente.




Procedimientos para pequerios volimenes de muestra (<1mL)

Tiene que haber al menos 0.8 mL de orina.

Aplique O1mL (2-3 gotas) * de orina en cada uno de los 5 compartimientos pequenos.
Apligue 03 mL (6-8 gotas) * de orina en el compartimento grande.

Incline la placa suavemente durante 3-5 segundos. para asegurar que la superficie del agar
se cubra con orina en cada compartimento.
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o} Retirar el exceso de orina de modo que la orina que ha estado en contacto con los pequenos
compartimentos de antibiéticos no entre en contacto con el compartimento de conteo.

6. Poner la tapa e incubar Flexicult® Vet con la parte inferior hacia arriba a 35 *C durante 18-
24 horas.

7. La placa se lee al dia siguiente.

*una gota es definida como 0,005mL. Utilice por ejemplo una pipeta estéril para aplicar las gotas.

Laplaca de agar

La placa de agar contiene un sustrato cromogénico, que hace que las colonias bacterianas o el agar
aparezcan con diferentes colores dependiendo de la especie de bacteria (ver tabla 2).

Mas del 98% de todas las E. coli se vuelven de color rojo / marron rajizo, mientras que Klebsiella sp. Se

convierte en azul oscuro. La mayoria de las bacterias uropatégenas se tifen de diferentes colores, lo

que permite determinar la especie (por ejemplo, £ coli Ps Aeruginosa) o la familia (por ejemplo, Aleb-
siella sp, Proteus sp, Enterococcus sp)

| Ejemplo ae Flexicult vet incubado
\ : / E Col (izquierdal y E. Faecals (derecha)

Bacteria

Las infecciones causadas por E. coli son las mas comunes, Y representan aproximadamente la mitad
de todos los organismos aislados de la orina de perros y gatos. Las infecciones restantes se diag-
nostican como cocos Gram-positivos (estafilococos, enterococos y estreptococos) o bacilos Gram=
negativos (Proteus sp, Klebsiella sp, Pseudomonas sp. EtcJ con variacion en la frecuencia. Las in-
fecciones con mds de un patdgeno al mismo tiempo se ven en el 20% de las muestras de orina aproxi-
madamente.

FloraResistente

Aungue la orina en la vejiga es normalmente esteéril, la orina que pasa a través del tracto urogenital
distal se contamina con flora residente. Por lo tanto, la interpretacion de las bacterias en la orina
recogida por cateterismo o miccion es dificil de interpretar.



Sihay dudas sobre si hay crecimiento de un uropatégeno o flora normal, se debe examinar una nueva
muestra de orina. O bien, se pueden enviar nueva muestra de orina o la placa cultivada Flexicult® Vet
para su andlisis en un laboratorio microbiologico.

Lectura de Flexicult
Después de la incubacion toda la noche (18-24h) la placa se examina para el crecimiento bacteriano.
Compartimento de recuento

Cuantas mas bacterias haya en la muestra de oring, mds bacterias creceran en el compartimiento de
recuento. Si se compara la densidad de las colonias en el compartimiento con los ejemplos de conti-
nuacion con E. coli, da una indicacion del nimero de bacterias en la muestra de orina (UFC / ml de
orina)

La E. coli que se muestra es sensible a

(\” ampiciina, amoxiciina /  clavulanato,

j \\\ / + enrofloxacina y trimetoprim / sulfame-

- \ > toxazol ya que no hay crecimiento en

< ""'f &// estos compartimentos de antibicticos.

- S E . coli es resistente al ultimo antibidtico,
E. coli 10° CFU/mL E. coli 10¢ CFU/mL E. coli 10° CFU/mL cefalotina.

Tablal Limites para bacteriuria significativa (UFC / mL) (modificado de Bartges et al, 2004) [1]

Cistocentesis (a) >10°UFC/mL | =10°UFC/mlL
Cateterizacion >10"UFC/mL | 210° UFC/mL

Mitad miccion y
cateterizacion (b)

>10°UFC/mL | 210 UFC/mL

(a) Una menor cantidad de bacterias en la orina puede ser significativa y representar una infeccion.
(b Jincluso en estos limites altos existe el riesgo de resultados falsos posttivos. Por lo tanto, no se
recomienda el cultivo de miccion.

De las imagenes en la pagina 11-20 y los limites en la Tabla 1se concluye si hay crecimiento de un
patdgeno urinario y si el nimero de UFC / ml estd causando bacteriuria significativa. Si se observa
crecimiento en los compartimentos con antibidticos, la densidad (UFC / ml) se compara con la densi-
dad en el compartimento de recuento. Para los animales con infecciones repetitivas del tracto urina-
rio siempre se debe recoger la muestra de orina mediante cistocentesis.

Sihay crecimiento de varias especies de bacterias, se evalua la cantidad para cada bacteria.

-Si hay una bacteria patégena en una mezcla con flora normal, la flora normal debe ser ignorada

-Si hay un patégeno dominante, la lectura del compartimiento de recuento y de los antibiéticos se
redliza solo para este patdgeno.

Sihay mas de dos uropatogenos, la muestra no se puede evaluar y se debe tomar una nueva mues-
trade orina



Tamano y Colores

E. coli y Proteus sp. crecerdn bien con colonias grandes, es decir, un didmetro de 2-4 mm. Klebsiella
sp. y Enterobacter sp. creceran con colonias ain mas grandes y gruesas. Los enterococos y es-
treptococos crecerdn con colonias pequenas (05-1mm) y estafilococos un poco més grandes (1-2
mm). La identificacion de la bacteria es asistida por el color de las colonias y el color del agar segun la
tabla 2 a continuacion.

E coli Grande Rojo/Rojo marron -
Klebsiella sp. Grande, gruesa Azul oscuro/ violeta* -
Enterobacter sp. Grande Azul oscuro/ violeta* -
Proteus sp. Grande Marroén claro Marron
Proteus vulgaris Grande (swarm) Verde/ Marrén Marron
Ps. aeruginosa Grande Blanco grisdceo / verdoso Verde
E faecalis Peguena Verde / verde azul -
E faecium Peguena Verde /Cris -
Staph. pseudintermedius Peguena Blanco / Rosa -
Strep. canis Pequena Blanguecino =

* En algunos casos con gran crecimiento, el color de la bacteria puede ser rojizo.
Resistencia

Sino hay crecimiento en ninguno de los compartimentos de antibidticos, se considera que la bacteria
es susceptible (S) al antibidtico especifico.

La Tabla 3 muestrala resistencia natural y adquirida de los uropatégenos frente a los antibisticos en
Flexicult® Vet

La resistencia natural frente a ampicilina se encuentra en Klebsiella sp., Enterobacter sp., P. vulgaris
y Ps. aeruginosa. Enterobacter sp. y Ps. aeruginosa son naturalmente resistentes a amoxicilina /
dcido clavuldnico. Ademds de esto Ps. aeruginosa es resistente a trimethoprim / sulfamethoxazole
Enterococci sp. siempre debe considerarse resistente a trimethoprim / sulfamethoxazole, incluso si
las bacterias son leidas como susceptibles en Flexicult® Vet.

Tabla 3. Lista del patrén de susceptibilidad esperado.
R indica resistencia naturadl, R indica a menudo resistente, S indica generalmente susceptible

E. Coli S S S S S
Klebsiella sp/Enterobacter sp. R/R S/R S S/S S/R
Proteus sp. S S R/S S S
Proteus vulgaris R S S S S
Ps. aeruginosa R R R/S S R
E faecdlis S S R S R
E faecium R S S R R
Stap. pseudintermedius R S R S S
Strep. canis S S R S S




E.Coli

E . colison grandes bacilos Gram-negativas moviles.
Las bacterias crecen en colonias grandes de color rojo/marron.

Las imagenes muestran ejemplos de E. coli en diferentes concentraciones susceptibles ala ampicili-
na, amoxicilina / clavuldnico, enrofloxacina y trimetoprima / sulfametoxazol.

E. Colien detalle

103 UFC/ml 10° UFC/ml

Klebsiella sp. y Enterobacter sp.

Klebsiella sp. son grandes bacilos Gram-negativos, no moviles. Enterobacter sp. son grandes bacilos
Gram-negativas y moviles.

Klebsiella sp. crece en colonias grandes de color azul oscuro o purpura

Las imagenes muestran ejemplos de una Klebsiella sp. en diferentes concentraciones susceptibles a
amoxicilina / clavulanato y enrofloxacina.

RECUERDE: Klebsiella sp. y Enterobacter sp. siempre debe leerse como resistente ala ampicilina /
clavulanato.

Kebsiella sp. en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml



Proteus sp.

Proteus sp. son grandes bacilos maviles Gram negativos

Las bacterias crecen en grandes colonias marrén claro / marrdn. El agar serd marrdn alrededor de la
bacteria.

Proteus sp. escinde urea en amoniaco, lo que hace que la orina sea dlcalina. Esto hace que por ejem-
plo el fosfato de calcio precipite dando como resultado la formacion de cdlculos en el tracto urinario.

Las imagenes muestran ejemplos de Proteus mirabilis en diferentes concentraciones susceptibles a
la ampicilina, amoxicilina / clavulanato, enrofloxacina y trimetoprima / sulfametoxazol. P. mirabilis es
susceptible a la ampiciling, mientras que P. vulgaris es resistente.

P mirabilis en detalle

10 UFC/ml 10° UFC/ml

Proteus vulgaris
Proteus vulgaris son grandes bacilos moviles Gram negativos.

Las bacterias crecen en grandes colonias de color marron verde. El agar serd marrdn alrededor de la
bacteria.

Proteus sp. escinde la urea en amoniaco haciendo que la orina sea alcalina y que el fosfato de calcio
se precipite. El resultado pueden ser cdlculos en el tracto urinario.

Las imagenes muestran ejemplos de P. mirabilis en diferentes concentraciones susceptibles a
amoxicilina / clavulanato, enrofloxacina y trimetoprima / sulfametoxazol.

P vulgaris en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml



Pseudomonas aeruginosa
Ps. aeruginosa son delgados bacilos méviles Gram negativos.

La bacteria crece con grandes colonias blanco grisdceas / verdosas. El agar a menudo tendrd un
color verdoso yla placa tendrd un olor dulce.

Ademds de esto, las colonias tendrdan una capa metdlica.

Las imagenes muestran ejemplos de un Ps. aeruginosa en diferentes concentraciones susceptibles
ala enrofloxacina y resistente natural al resto.

a B |

Ps. aeruginosa en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml

Enterococcus faecdlis
E faecalis son coccos Gram positivos y cadenas cortas y largas.
Las bacterias en colonias pequenas de color verde /verde azuladas.

Las imagenes muestran ejemplos de E. faecdlis en diferentes concentraciones susceptibles a ampi-
cilina, amoxicilina / clavulanico y enrofloxacina.

RECUERDE: E. faecdlis siempre debe interpretarse como resistente dl trimetoprim / sulfametoxazol,
incluso sino hay crecimiento en el compartimento no.

E. faecadlis en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml



Enterococcus Faecium

E . faecium son coccos Gram positivos y cadenas cortas y largas.
Las bacterias en colonias pequenas de color verde /verde azuladas.

Las imagenes muestran ejemplos de E. faecium en diferentes concentraciones susceptibles a ampi-
cilina y amoxicilina / clavulanato.

RECUERDE: E. faecium siempre debe interpretarse como resistente a trimethoprim / sulfametho-
xazole, incluso si no hay crecimiento en el compartimento n” 5.

E. faecium en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml

Staphuylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius son cocos Gram-positivos en racimo.
Las bacterias crecen en colonias pequenas de color blanco/rosa.

Las imagenes muestran ejemplos de S. pseudintermedius en diferentes concentraciones suscepti-
bles atodos los antibidticos.

P vulgaris en detalle

10° UFC/ml 10° UFC/ml



Streptococcus canis

S. canis son cocos grampositivos beta-hemoliticos del grupo G.

La bacteria crece con pequenas colonias de color blanco.

Las imagenes muestran ejemplos de S. canis en diferentes concentraciones susceptibles a todos los

antibidticos.

S. canis en detalle

10° UFC/ml

10° UFC/ml

Mecla bacteriana (gjemplo)

La lectura de la placa debe hacerse para cada patégeno.

E . coli es susceptible a ampicilina, amoxiciina / clavulanato, enrofloxacina y trimetoprima / sulfame-
toxazol E. faecdlis es susceptible a ampiciling, amoxicilina / clavulanico y enrofloxacina.

Detalle de mezcla de
E ColiyE facalis

Mezcla 10° UFC/ml de E. Mezcla 10° UFC/ml de E.



CULTURA® M

Cultura® M es una incubadora pequena y ligera que puede transportarse
facimente donde sea que se necesite. Duradera y fiable, disenada para
temperaturas de incubacion de entre 25 "Cy 4o "C.

La puerta transparente le permite controlar el interior de la incubadora sin
abrir la puerta. Laincubadora esta equipada con un termémetro.
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