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1. TITULO

IDENTIFICACION DE AGENTES BACTERIANOS CAUSANTES
DE INFECCIONES DE VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 A
60 ANOS DEL BARRIO PASALLAL DE LA PARROQUIA
SANGUILLIN DEL CANTON CALVAS



2. RESUMEN



Se considera como infeccion de vias urinarias (IVU) a la presencia y
multiplicacion de microorganismos en la orina debido a la infeccion de la uretra,
vejiga y rifion, por lo regular las bacterias ingresan a la uretra y migran hacia la
vejiga, provocando una infeccion en el tracto genitourinario, las VU son
infecciones comunes que afectan al ser humano durante toda su vida, y se
presentan con mayor frecuencia en la mujer que en el hombre. Se ha
comprobado que entre el 10 y el 30% de las mujeres padecen alguna infeccion
urinaria en el curso de su existencia, hay algunos factores que aumentan el
riesgo de una IVU; esto incluye: la actividad sexual, el embarazo, factores
genéticos, retencion urinaria y edad avanzada, es por ello que la presente
investigacion tuvo como objetivos: Identificar los agentes bacterianos
causantes de infecciones de vias urinarias en mujeres de 12 a 60 afios y
conocer el grupo etario en el cual las mujeres son mas vulnerables a adquirir
IVU, para lo cual se realiz6 una investigacion de tipo descriptivo y de cohorte
transversal, utilizando el método de uroandlisis y urocultivo, cuya muestra
fueron 52 mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion, lo cual
permitio identificar las bacterias causantes de VU, las principales bacterias que
se encontraron fueron, Escherichia coli en un 39% de los casos, Klebsiella
oxytoca en un 22%, Proteus vulgaris en un 17%, Proteus mirabilis en un 119%,
Enterobacter agglomerans y Staphylococcus epidermidis en un 6%, siendo las

mas afectadas las mujeres de edad comprendida entre 33-42 afios (28 %).

Palabras clave: IVU, Microbilégicos, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Proteus vulgaris, Proteus wvulgaris, Enterobacter agglomerans vy
Staphylococcus epidermidis.



SUMMARY

Is considered as urinary tract infection (UTI ) for the presence and proliferation
of microorganisms in the urine due to infection of the urethra , bladder and
kidney , usually bacteria enter the urethra and migrate into the bladder causing
infection in the genitourinary tract , UTIs are common infections affecting
humans throughout their lives , and occur more frequently in women than in
men . It was found that between 10 and 30% of women suffer from a urinary
tract infection in the course of its existence, there are some factors that increase
the risk of a UTI , this includes: sexual activity , pregnancy, genetics, retention
urinary and older, which is why this study aims to: identify the bacterial agents
causing urinary tract infections in women of 12-60 years age group know where
women are more vulnerable to acquiring UTI for which research was conducted
descriptive and cross-sectional cohort, using the method of urinalysis and urine
culture, whose shows were 52 women who met the inclusion criteria , which
identified UTI -causing bacteria, the main bacteria that were found, Escherichia
coli in 39%, of cases, Klebsiella oxytoca by 22 %,Proteus vulgaris by 17%,
Proteus mirabilis by 11%, Enterobacter agglomerans and Staphylococcus

epidermidis by 6%, the most affected women aged between 33-42 years (28%).

Keywords: IVU , Microbilégicos , Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Proteus
vulgaris, Proteus vulgaris, Enterobacter agglomerans and Staphylococcus
epidermidis.
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3. INTRODUCCION



La infeccion urinaria o infeccion del tracto urinario (IVU) se caracteriza por la
existencia de gérmenes patdgenos en la orina debido a la infeccion de la

uretra, la vejiga y el rifidn, por lo regular, bacterias que ingresan a la uretra y

luego a la vejiga. ™

Las mujeres tienden a presentar infecciones de las vias urinarias mas a
menudo porque la uretra es mas corta en ellas que en el hombre. Existen
algunos factores que aumentan el riesgo de una infeccion urinaria, estos

incluyen: la actividad sexual, el embarazo, factores genéticos, retencién urinaria

y edad avanzada "

La bacteria responsable de la mayoria de las infecciones de vias urinarias, es
la Escherichia coli (E. coli), que vive en el intestino de personas sanas sin

causar infecciones !

La Escherichia coli tiene pequefias proyecciones en forma de cilios, que le
ayudan a adherirse firmemente a las células de las paredes de las vias

urinarias; un revestimiento en su superficie externa puede protegerla, frente al

sistema inmunoldgico natural del cuerpo que intenta eliminarlas ™"

La identificacion de estos microorganismo se realiza mediante un cultivo de
orina y pruebas bioquimicas especificas para la deteccion de bacterias,
previamente se elabora un andlisis fisico, quimico de la orina y gota fresca para

asi obtener su diagndstico respectivo

En estudios aplicados a escala mundial las Infecciones de vias urinarias (IVU)
constituyen aproximadamente el 40% del total de infecciones intrahospitalarias
en mujeres, mostrando que el 92% de éstas son causadas por un tipo de
bacterias y 8% causadas por mas de un tipo de bacterias, siendo los agentes
causales méas frecuentes la Escherichia coli, Enterococcus spp. , Klebsiella

spp., Pseudomonas aeruginosa y Proteus spp. %

12



Aproximadamente del 25 al 35% de las mujeres de entre 20 y 40 afios han
padecido algun episodio de IVU durante su vida, la mayoria se produce en

mujeres con tracto urinario y funcién renal normales.

Todo esto hace que hoy en dia las IVU se hayan convertido en uno de los
problemas mas relevantes en el campo de Salud Publica porque es una
infeccion asociada a una serie de factores que engloban la parte social y
educativa, mas aun en la poblacion femenina que ha servido como objeto de
estudio, este grupo humano es el mas vulnerable a padecer este tipo de
infecciones, por eso la presente investigacion titulada identificacion de agentes
bacterianos causantes de infecciones de vias urinarias en mujeres de 12 a 60

afos en el barrio Pasallal de la Parroquia Sanguillin del Canton Calvas

Entre los objetivos planteados se estableci6 identificar los principales agentes
bacterianos que causan infecciones de vias urinarias y asi conocer el grupo
etario mas vulnerable en adquirir estas afecciones. Los resultados obtenidos se
entregaron mediante un formato de reporte a los pacientes que formaron parte
del trabajo de investigacion y al médico pertinente, para asi tomar medidas
sobre el tratamiento a recibir y lograr promocionar la prevencion y reducir las

infecciones de vias urinarias.

En los resultados obtenidos en la investigacion se pudo determinar que el
principal agente causal de infeccion de vias urinarias fue la Escherichia coli en
un 39%, sobre el resto de bacterias que se encontraron en menor cantidad
como la Klebsiella oxytoca en un 22 %, Proteus vulgaris en un 17%, Proteus
mirabilis en un 11%, Enterobacter agglomerans en un 6 % y Staphylococcus

epidermidis en un 6%.

Ante lo expuesto, se considera que el presente estudio es un aporte para el
Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja y particularmente
para la poblacion del Barrio Pasallal de la Parroquia Sanguillin del Cantén
Calvas; debido a que mediante una observacion directa a la poblacion se pudo
evidenciar el déficit de cobertura de los servicios de infraestructura sanitaria y
la calidad de los servicios existentes, lo cual va a generar la existencia de una
alta concentracion de enfermedades que afectan a la poblacion, ocasionando
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focos de contaminacion los mismos que se ven reflejados en enfermedades
infecciosas entre ellas y la mas comdn las infecciones de vias urinarias

especialmente en mujeres.
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4. REVISION DE LITERATURA



ANATOMIA DEL APARATO URINARIO

El aparato urinario normal estd compuesto por dos rifiones, dos uréteres, una
vejiga y una uretra. El tracto urinario es esencialmente igual en el hombre que
en la mujer, excepto por lo que se refiere a la uretra. La funcién del aparato
urinario es la de mantener el balance de fluidos y electrolitos, mediante la
excrecion de agua y varios productos de desecho. Un cierto numero de
sustancias son conservadas en el organismo por su reabsorcién en el rifidn.
Otras son excretadas y el producto final, la orina, es liberada hacia el sistema

colector correspondiente. !

Rifones:

Los rifiones son dos érganos de color rojizo, con forma de judia, situados por
encima de la cintura, entre el peritoneo parietal y la parte posterior del
abdomen, protegidos parcialmente por las costillas once y doce, aunque su
posicién no es totalmente simétrica, ya que el derecho esta a menor altura que
el izquierdo debido al espacio ocupado por el higado. Cada riidbn mide entre
diez y doce centimetros de largo, entre cinco y siete y medio de ancho y
alrededor de dos centimetros y medio de grosor.

Cada rifidn esta protegido por tres capas. La mas interna es una capa fibrosa y
transparente denominada céapsula renal. La capa intermedia se denomina
capsula adiposa. Y la mas externa es la fascia renal, que fija el rinon al resto de

las estructuras abdominales. !
Unidad Funcional: Nefrona:

Las nefronas son las unidades funcionales del rifion, es decir, no solo
constituyen la mayor parte del rifién, también son la parte del rifidn encargada
de filtrar la sangre y fabricar la orina.
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Cada rifidn esta constituido por varios millones de nefronas, concretamente

entre un millén y un millén y medio.

Cada nefrona tiene dos grandes partes, la zona de filtrado, constituida por el
glomérulo y la capsula de Bowman. Y una zona por la que pasa el liquido
filtrado y se depura, retirando el exceso de agua y ciertos iones, denominada

tabulo renal. B!

Existen dos grandes tipos de nefronas. Por un lado estan las nefronas
corticales, que suponen alrededor del 80 % del total y que tienen el glomérulo

en la parte mas superficial de la corteza.

Y por otro estan las nefronas yuxtabasales, que son minoritarias, alrededor del
20 % del total y cuyo glomérulo estd en la zona de corteza cercano a la
médula. En las nefronas yuxtabasales el asa de Henle es mas larga, lo que les
permite obtener una orina con grandes variaciones de agua, es decir, muy
concentrada o muy diluida. Es decir, son las principales responsables de que el

cuerpo fabrique mas o menos orina. ™!
Glomérulo:

Es una estructura compuesta por un ovillo de capilares, originados a partir de la
arteriola aferente, que tras formar varios lobulillos se reinen nuevamente para
formar la arteriola eferente. Ambas entran y salen, respectivamente, por el polo
vascular del glomérulo. La pared de estos capilares esta constituida, de dentro
a fuera de la luz, por la célula endotelial, la membrana basal y la célula epitelial.
A través de esta pared se filtra la sangre que pasa por el interior de los

capilares para formar la orina primitiva. !

Tubulo Renal:

Del glomérulo, por el polo opuesto a la entrada y salida de las arteriolas, sale el
tubulo contorneado proximal que fluye un trayecto tortuoso por la cortical.
Posteriormente el tibulo adopta un trayecto rectilineo en direccion al seno renal
y se introduce en la médula hasta una profundidad variable segun el tipo de
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nefrona (superficial o yuxtamedular); finalmente, se incurva sobre si mismo y
asciende de nuevo a la corteza. A este segmento se le denomina asa de Henle.
En una zona proxima al glomérulo sigue nuevamente un trayecto tortuoso,
denominado tubulo contorneado distal, antes de desembocar en el tubulo
colector que va recogiendo la orina formada por otras nefronas, y que
desemboca finalmente en el céliz a través de la papila. !

Fisiologia Renal:

Las funciones basicas del rifién son de tres tipos:

1. Excrecion de productos de desecho del metabolismo. Por ejemplo, urea,
creatinina, fésforo, etc.

2. Regulacién del medio interno cuya estabilidad es imprescindible para la vida.
Equilibrio hidroelectrolitico y acido basico.

3. Funcién endocrina. Sintesis de metabolitos activos de la vitamina D, sistema
Renina angiotensina, sintesis de eritropoyetina, quininas y prostaglandinas.

4. Estas funciones se llevan a cabo en diferentes zonas del rifion. Las dos
primeras, es decir, la excretora y reguladora del medio interno, se consiguen
con la formacion y eliminacion de una orina de composicion adecuada a la
situacién y necesidades del organismo. Tras formarse en el glomérulo un
ultrafiltrado del plasma, el tibulo se encarga, en sus diferentes porciones, de
modificar la composicion de dicho ultrafitrado hasta formar orina de

composicién definitiva, que se elimina a través de la via excretora al exterior!!
VIAS URINARIAS
Uréteres:

La orina que se ha formado en la nefrona pasa a los tubos colectores y de ahi
acaba llegando a unas estructuras conicas denominados calices, en la pelvis

renal. Desembocan en un conducto conocido como uréter.

Hay un uréter en cada rifion. Conectan al riidn con la vejiga, tienen entre 25y

30 centimetros de longitud. Aunque no existe una valvula anatémica, la
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estructura de la desembocadura del uréter en la vejiga hace que, cuando esta
se llena de orina, los orificios de comunicacion se cierren. Esto se consigue
gracias a que entran en direccion transversal, evitando asi mismo el reflujo de

orina de la vejiga al rifion.

La orina se mueve por los uréteres gracias a la presion hidrostatica, la

gravedad y los movimientos peristalticos de la pared del tubo. 4

La vejiga urinaria:

Organo muscular hueco, situado en la zona anterior al recto en los hombres y
por detrds de la vagina y debajo del utero en mujeres. Su morfologia es
variable en funcién de la cantidad de orina de su interior. Es aplanada cuando
esta vacia o colapsada, cogiendo forma esférica segun se va llenando, hasta
adquirir forma de pera cuando esta totalmente llena. Suele tener una capacidad
de entre 700 y 800 mililitros, aunque cuando sobrepasa los 200 6 400 mililitros
los sensores de tension de la superficie comienzan a enviar sefiales que

marcan el comienzo del deseo consciente de miccion.

El esfinter uretral externo, que comprime la uretra, es un muasculo voluntario,
solo se abre bajo control consciente. En cambio, la accién de contraccién
muscular de la vejiga es involuntaria, asi como la apertura de un esfinter

llamado esfinter uretral interno. 1

Uretra:

La uretra es un conducto que comunica la vejiga, a la que se une por su base,

con el exterior.

Es un poco diferente en hombres y en mujeres. En mujeres, es un tubo oblicuo
de entre 3,5 y 4 centimetros de longitud, que se abre un poco por encima de la
vagina. En cambio, en los hombres mide unos 20 centimetros y cruza la

prostata, el diafragma urogenital y el pene, en cuyo extremo se abre al exterior.
(4]
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Orina:

La palabra orina, que proviene del latin urinam, se entiende como liquido
acuoso, transparente, amarillento, de olor caracteristico, secretado por los

rifiones y eliminado al exterior por el aparato urinario. !

Composicién de la orina:

En los seres humanos la orina normal suele ser un liquido transparente o
amarillento. Se eliminan aproximadamente 1,4 litros de orina al dia. La orina
normal contiene un 96% de agua, un 4% de sdlidos en solucién y
aproximadamente 20 g de urea por litro. Cerca de la mitad de los solidos son
urea, el principal producto de degradacién del metabolismo de las proteinas. El
resto incluye nitrégeno, cloruros, cetosteroides, fésforo, amonio, creatinina y
acido Urico, composicion de la orina en mg/100 ml de fluido - Urea: 2.0 - Acido
arico: 0.05 - Sales inorgéanicas: 1.50. La orina puede ayudar al diagnéstico de

varias enfermedades mediante el analisis de orina o el urocultivo.

INFECCIONES DE VIAS URINARIAS
Definicion:

Una infeccion de las vias urinarias es una infeccion en cualquier parte de las
mismas. La orina normal es estéril. Contiene fluidos, sales y desechos, pero
estd libre de bacterias, virus, y hongos. Cuando microorganismos,
generalmente bacterias del tubo digestivo, se aferran a la uretra, que es la
abertura a las vias urinarias, y comienzan a reproducirse, ocurre una

infeccion™

Etiologia:

Los organismos entéricos gramnegativos son la causa mas comun de las
infecciones de las vias urinarias. Escherichia coli representa los % partes de
todos los patégenos. Proteus es mas comun en nifios, alrededor del 30% de las
infecciones. Los organismos gram positivos también pueden infectar, siendo los
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mas comunes: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus vy
Enterococos. Micobacterias, hongos y otros microorganismos como: Clamidia
trachomatis, Uroplasma y Trichomona vaginales pueden ser causantes. Las
anormalidades obstructivas representan del 0-4% vy el reflujo besico ureteral el
8-40%. Existen mdltiples mecanismos de defensa, anatomicos e
inmunolégicos, que evitan las invasiones tisulares del aparato urinario. Entre
los factores protectores tenemos: vaciado completo y periédico de la vejiga,
acidez urinaria, excrecion de urea que tiene efecto bacteriostatico, efecto
fagocitico de la mucosa vesical, actividad inmune celular y produccion de

anticuerpos IgA. ©
Patogenia:

Una infeccion de vias urinarias se produce en el 95-98% de casos con aumento
de agentes microbianos instalados a través de la uretra. En los demas casos, la
infeccion del tracto urogenital se instala a través del torrente sanguineo. El
agente, generalmente bacterias, en la mayoria de los casos proviene del
mismo cuerpo, fundamentalmente de la microbiota intestinal, via la apertura
exterior de la uretra y viajan por la uretra hasta la vejiga, donde se instala una
inflamacion de la vejiga llamada cistitis. Cuando la colonizacién asciende en
direccién al rifidén, puede conducir a la inflamacién de la pelvis renal, incluyendo
la infeccion del propio tejido renal (pielonefritis), y, por ultimo, colonizacion de la

sangre (Urosepsis).

Algunos factores que aumentan el riesgo de una IVU incluyen:
e Actividad sexual
e Embarazo
e Obstruccion urinaria
e Disfuncion neurdgena
e Reflujo vesicoureteral

e Factores genéticos

El agente colonizante debe valerse de elementos propios para superar los

mecanismos de defensa del hospedador. Algunos de estos mecanismos de
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defensa consisten en el flujo de liquido durante la miccion, el urotelio o epitelio
del tracto urinario, asi como los anticuerpos IgA que se encuentran en el
urotelio. Esto hace que la vejiga en individuos sanos se mantenga estéril. La
orina de por si es eficaz Unicamente frente a unas pocas especies bacterianas
y puede incluso promover el crecimiento de muchos tipos de agentes
patégenos. ©

Mal formaciones de las vias urinarias:

Se conoce que alrededor de 10 % de la poblacién presenta alguna anomalia
congénita, algunas de ellas detectadas quizds en la edad adulta,
accidentalmente, pero las del rifién y las vias urinarias son responsables de 45
% de la insuficiencia renal en la infancia, donde algunas pueden detectarse

incluso durante la vida intrauterina.

Suelen afectar la pelvis, los uréteres, la vejiga y la uretra. La existencia de
anomalias obstructivas durante el desarrollo fetal condiciona alteraciones
importantes en la funcion renal, como: la disminucion del filtrado glomerular, la
concentracion de orina y la regulacion de electrélitos, lo que repercute a su vez
en la disminucién del liqguido amniético. La liberacion de la obstruccion puede
realizarse incluso intra utero o en el recién nacido, la reversion del proceso

depende del dafio paren-quimatoso. !

Obstruccioén urinaria:

La obstruccién urinaria o uropatia obstructiva es un cuadro caracterizado por la
existencia de una dificultad para eliminar total o parcialmente la orina, lo que
terminara ocasionando una serie de trastornos estructurales y funcionales en

las vias urinarias.

Si bien es una enfermedad que puede presentase a cualquier edad, es mas
comun en los hombres, sobre todo luego de los 60 afios de edad. Esta mayor
incidencia es a consecuencia de que luego de dicha edad, la prevalencia de
hiperplasia benigna y cancer de préstata aumentan considerablemente.
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Otra causa frecuente de obstruccién son los calculos urinarios, los cuales
también son mas frecuentes en los hombres entre los 20 y los 40 afios de
edad.

Los tumores y la radiacion de la pelvis y la instrumentacion uroldgica,

constituyen causas muy comunes de este tipo de trastornos en las mujeres.

La dificultad para eliminar la orina producird su acumulacion en las vias
urinarias (vejiga, uréteres, rifiones) lo que ocasionara una serie de trastornos

en todo el aparato urinario.

Cuadro clinico:

El tipo y la magnitud de las manifestaciones clinicas van a depender del lugar

donde su produzca la obstruccion y de la velocidad de la misma.

La acumulacién de la orina ocasiona una dilatacion de la vejiga, uréteres y del
resto del sistema colector de la orina, y que se manifiesta por dolor y molestias
en la parte baja del abdomen o en los testiculos y labios mayores de la vulva,

dependiendo si la localizacion es alta o baja.

Si la obstruccion es total, no se va a producir eliminacion de orina llevando a
una insuficiencia renal si no se toman medidas urgentes para su resolucion.
Cuando la obstruccion es parcial, pueden alternarse periodos de aumento del
volumen de orina con periodos de disminucion. Como las infecciones urinarias
no son frecuentes en los hombres, siempre debe sospecharse una obstruccion
urinaria en caso de padecerla. No ocurre lo mismo en las mujeres ya que son
mas comunes las infecciones urinarias. Existe una mayor predisposicion a las
infecciones, las que se manifestaran con dolor en la region lumbar, fiebre y

dificultad para orinar. "

Tratamiento:

En este tipo de trastornos es muy importante adoptar medidas terapéuticas
con celeridad, por las graves e irreparables consecuencias que podria
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ocasionar. Teniendo presente que muchas de sus causas pueden ser

corregidas a tiempo.

El tipo de tratamiento a seguir para resolver el cuadro obstructivo va a
depender de la causa y de su ubicacion en las vias urinarias. Para tal fin se

cuenta con medicamentos, cirugia o utilizando instrumental especializado. ©

Infecciones de vias urinarias en mujeres:

La infeccion urinaria es una infeccion que afecta a los rifiones, los uréteres
(tubos largos y delgados que conectan los rifiones con la vejiga), la vejiga y la
uretra. Los médicos clasifican las infecciones urinarias en dos tipos: infecciones

de las vias urinarias bajas e infecciones de las vias urinarias altas:

o Infecciones de las vias urinarias bajas: Cistitis es la infeccion de la
vejiga. Las bacterias que se encuentran normalmente en el intestino son
las principales causantes de las infecciones de las vias urinarias bajas.
Estas bacterias se diseminan desde el ano hasta la uretra y la vejiga,
donde crecen, invaden el tejido y causan infeccion.

« Infecciones de las vias urinarias altas: Estas afectan a los uréteres y
riniones. Estas infecciones se llaman pielonefritis o infecciones de los
riiones. Las infecciones de las vias urinarias altas generalmente se
producen porque las bacterias pasan desde la vejiga hasta llegar al
riion. A veces, se producen porque las bacterias se trasladan desde

otras areas del cuerpo a través de la sangre y se alojan en el rifion.

En Estados Unidos, se diagnostican alrededor de 8 millones de casos de
infecciones urinarias por afo. Son mas frecuentes en las mujeres,
especialmente si se trata de mujeres sexualmente activas porque las relaciones
sexuales pueden hacer que las bacterias se diseminen en forma ascendente
hacia la vejiga. El uso de diafragmas anticonceptivos y espermicidas aumentan
el riesgo de infeccion. En las embarazadas, los cambios en la fisiologia y
anatomia del tracto urinario provocan con mas frecuencia la cistitis y la
pielonefritis. Las infecciones de vejiga y de rinidbn pueden ocasionar un gran

riesgo para la embarazada y su feto al aumentar el riesgo de que se produzcan
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contracciones o parto prematuro y a veces la muerte de feto o del recién

nacido. ©
Sintomas:

Las infecciones de las vias urinarias altas y bajas pueden causar uno o mas de

los siguientes sintomas:

« Orinar con frecuencia

e necesidad intensa de orinar

« dolor, molestia o sensacién de ardor al orinar

« dolor, presion o sensibilidad en el area de la vejiga

« orina de apariencia turbia, y de mal olor

» fiebre y escalofrios

e nauseasy vomitos

e dolor en el costado o0 en la parte media superior de la espalda
e despertarse con necesidad de orinar

« orinar en la cama en una persona que generalmente no lo hace.

Diagnostico:

Su médico le preguntara acerca de sus sintomas y si ha tenido infecciones
urinarias anteriormente. También le preguntara acerca de sus antecedentes
sexuales, antecedentes de enfermedades de transmision sexual, el uso de
preservativos, contacto con parejas multiples, el uso de diafragma y/o de
espermicidas y la posibilidad de estar embarazada. Asimismo, le preguntara si

tiene otros problemas médicos, tales como diabetes.

Se analizard una muestra de orina en el laboratorio para saber si contiene
bacterias u otros datos de infeccion. Se hara un cultivo para identificar la
bacteria y asi poder usar el antibiotico especifico. Si tiene fiebre u otros
sintomas de infeccién de las vias urinarias altas, es probable que su médico
también le extraiga una muestra de sangre y la envie al laboratorio para

comprobar si existen bacterias. Esto se denomina cultivo de sangre.
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En ocasiones se efectlan los siguientes examenes:

Una tomografia computada (TC) de los rifiones y el sistema urinario.
Examen de ultrasonido.

Una cistoscopia. ™

Duracion:

Con un tratamiento adecuado, la mayoria de las infecciones urinarias que no

presentan complicaciones pueden curarse en dos a tres dias. Las infecciones

renales tardan mas en curarse

(12]

Prevencion:

Para ayudar a prevenir las infecciones urinarias:

Beba varios vasos de agua por dia. Los liquidos disminuyen el
crecimiento de las bacterias al aumentar el flujo urinario. Beber jugo de
arandano o tomar suplementos de vitamina C también puede impedir el
crecimiento de esas bacterias al hacer que su orina sea mas acida.
Limpiese desde adelante hacia atras. Para evitar que las bacterias
intestinales se diseminen del recto al tracto urinario, las mujeres siempre
deben limpiarse con papel higiénico desde adelante hacia atras después
de defecar.

Disminuya la diseminacion de bacterias en las relaciones sexuales.
Si es posible, limpiese el area que rodea sus genitales antes de tener
relaciones sexuales. Orine después de tener relaciones sexuales para
expulsar las bacterias de la vejiga. Si continda teniendo infecciones,
consulte a su médico si debe tomar antibidticos después de tener
relaciones sexuales para reducir el riesgo de desarrollar infecciones

urinarias. [*°

Tratamiento:

Los médicos recetan antibibticos para tratar las infecciones de las vias urinarias

altas y bajas. Los andlisis de laboratorio pueden determinar cuél es el mejor
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antibiotico para el tratamiento. La mayoria de las infecciones de las vias
urinarias bajas que no presentan complicaciones se tratan con tres dias de
antibioticos, aunque las embarazadas o0 aquellas mujeres que tienen
enfermedades que suprimen el sistema inmunologico como la diabetes,

generalmente deben tomar antibiéticos durante mas tiempo.

Por lo general, las personas que tienen infecciones urinarias son tratadas con
antibioticos durante 14 dias. Aquellas que tienen infecciones urinarias graves
pueden requerir tratamiento hospitalario con antibiéticos administrados por
vena (via intravenosa). Esto esta indicado si hay nauseas, vOmitos
y fiebre que aumentan el riesgo de sufrir deshidratacion e impiden que la

persona pueda tomar antibiéticos por boca: *4
UROCULTIVO:

El Urocultivo Es un examen de laboratorio para analizar si hay bacterias u otros

gérmenes en una muestra de orina.

La mayoria de las veces, la muestra se recogerd como una muestra de orina
limpia en el consultorio del médico o en la casa. Usted usar4 un equipo

especial para recolectar la orina.

El examen microbiolégico de una muestra de orina se denomina Urocultivo.

Este se ha de hacer desde un punto cuantitativo y cualitativo. **!

Examen cuantitativo:

Método de conteo en placa o recuento de colonias. Introducido por Kaas
para evitar los riesgos del cateterismo vesical y diferenciar bacteriuria

verdadera de contaminacion, se realiza de la siguiente manera:

e Se homogeneiza la muestra mediante agitacion.

e Se diluye la muestra al 1:100, colocando 0.1 ml. de orina en 9.9 ml. de
caldo de tripticasa o de suero fisioldgico, estériles.

e Se preparan diluciones al 1:1000 y 1:10 000, a partir de la dilucién al
1:100.
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e Se deposita 1 ml. de cada dilucidon en placas petri esterilizadas, sobre
las cuales se vacia un tubo de agar-tripticasa o medio CLED, fundidos y
enfriados a 45°. Mediante rotacion suave, se favorece la distribucion
homogénea de la siembra.

e Se incuban todas las siembras a 37° durante 24 a 48 horas.

Para calcular el nUmero de colonias se eligen placas que contengan entre 30 y
300 colonias. Contadas éstas, basta multiplicar su niumero por la dilucion

respectiva para obtener la cuenta total. **!

Método del asa calibrada. Esta estimacidon cuantitativa consiste en sembrar

una placa con medio de agar-sangre o agar con CLED en una muestra de
orina, sin centrifugar, empleando asa de platino calibrada (4 mm. de didmetro).
Después de incubar las siembras a 37° durante 24 a 48 horas, se cuenta el
namero de colonias desarrolladas y el resultado se multiplica por 100, ya que la

asada de platino contiene 0.01 ml. de orina.

Los resultados del estudio cuantitativo se informan de la siguiente manera:
e No hubo desarrollo microbiano.
e Menos de 10 000 colonias por ml.
e Entre 10 000 y 100 000 colonias por ml.
e Mas de 100 000 colonias por ml.

Cuando se obtienen dos recuentos sucesivos con mas de 100 000 colonias por
ml, la probabilidad de infeccion es de 80%, cifra que se eleva a 95% si el

mismo resultado se logra en tres recuentos sucesivos.

Por lo general, las muestras contaminadas tienden a mostrar cuentas inferiores
a 10 000 colonias/ml. Cuando el recuento revela valores intermedios, entre 10
0000 y 100 000 colonias /ml, el examen debe repetirse. Conviene advertir que
pueden pasar inadvertidas infecciones urinarias verdaderas, si no se toman en
cuenta cuentas inferiores a 100 000 colonias por ml, ya que existen diversos
factores que pueden explicar recuentos bajos en infecciones urinarias
verdaderas, diuresis acentuada, obstruccion uretral, infecciones cronicas e

infecciones por cocos gram positivos. ™°!
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Examen cualitativo:

El estudio cualitativo, que conduce a la identificacion del agente, se realiza
mediante la siembra de la muestra homogeneizada, en placas con agar-sangre,
agar-CLED, agar de Levine o Mac_ Conkey. Es recomendable el medio CLED,
porque favorece el desarrollo de bacterias patdgenas urinarias y permite la
identificacion de los microorganismos contaminados. Su contenido en cisteina y
lactosa y su deficiencia en electrolitos facilitan, por una parte, el reconocimiento
de colonias de bacterias y por otra, inhiben el caracter invasor de las colonias
de Proteus. Asi se facilita la identificacibn de Staphylococcus, bacilos

difteromorfos, lactobacilos y otros agentes que pueden contaminar la orina. 7

La identificacién final de los agentes se hace mediante el estudio de sus
propiedades bioquimicas y caracteristicas serolégicas. Esto permite establecer
relaciones de identidad entre microorganismos aislados en cultivos sucesivos o
de control, y definir el estado de revivida o de reinfeccién. De esto deriva el
valor que tiene el conocimiento del biotipo, del serotipo (particularmente en E.
coli), (en especial cuando es de Ps. aeruginosa) y del antibiético. Este Gltimo se
obtiene al comparar el antibiograma de cepas aisladas de muestras obtenidas
de diferentes oportunidades en un mismo paciente Si existe correspondencia,

se concluye que se trata de una misma cepa.

Existen varios procedimientos practicos y econémicos para el diagndstico
rapido de infecciones urinarias o de bacteriurias significativase, estos métodos

pueden ser microscopicos, quimicos o de microcultivo. 7

La coloracion de un frotis de orina no centrifugada mediante el método de
Gram constituye un indice practico para diferenciar entre infeccion vy
contaminacion urinarias. En efecto, la observacion de un bacilo gramnegativo
por campo microscépico puede realizarse cuando la muestra contiene mas de
100.000 bacterias por ml.["]
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Epidemiologia:

Las infecciones de vias urinarias son las principales causas de consulta y de
hospitalizacion en pacientes de todas las edades, desde recién nacidos hasta el
anciano. En las primeras etapas de la vida son mas frecuentes en el sexo masculino,
posteriormente predominan en las mujeres en una relacion de 30:1.
Aproximadamente, 20% de las mujeres han sufrido cuando menos un episodio a los

30 afios.
Anélisis de orina:
Obtencidn y preparacion de la muestra de orina

Para poder efectuar un andlisis representativo, es necesario tener en cuenta

ciertos aspectos de importancia:

- La muestra de orina se recogerd siempre en un recipiente limpio y se
examinara dentro de los 45 minutos de emitida o bien si es el caso y
dependiendo del tipo de analisis se puede guardar en heladera por 24 horas..
- La orina se debe agitar antes de extraer la muestra para estudiar el
sedimento.

- La orina podréa ser recolectada por miccién espontanea, con técnica del chorro
medio, cateterismo vesical estéril 0 puncién percutanea supra pubica de la

vejiga. 8

Técnica de recolecciéon de orina:

La orina deberia ser recolectada con un minimo de contaminacion, idealmente
con una muestra de segundo chorro, cateterismo o puncion vesical; los dos
altimos especialmente en nifios pequefios 0 que no colaboran. Una alicuota
debe ser depositada en un frasco limpio y seco, y analizada lo mas
rapidamente posible (dentro de una hora), a menos que se le agreguen
preservantes y sea mantenida en refrigerador. A excepciéon de que lo que se
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esté investigando lo contraindique, es preferible la orina de la primera miccion
matinal.

Para el analisis microscopico, se ha estandarizado la preparacion de la muestra
para poder hacer comparaciones validas entre dos 0 mas muestras: la muestra,
de 10 a 12 ml, se debe centrifugar a 2000 r.p.m. por 5 minutos. Luego se bota
el sobrenadante, dejando 0.5 a 1 ml para resuspension del sedimento.
Finalmente, una gota del resuspendido se coloca sobre un portaobjeto y se

cubre con un cubre objeto para luego ser observado al microscopio. ¥

Anédlisis Fisico:

Apariencia: se refiere a la claridad o grado de turbidez de la orina. Si bien
normalmente es clara, la orina también puede verse turbia debido a
precipitacion de cristales (uratos y fosfatos amorfos, oxalato de calcio o acido
arico), la presencia de células (bacterias, eritrocitos, leucocitos, células.
epiteliales, etc.), o la existencia de proteinuria masiva o lipiduria. La presencia

de espuma residual orienta hacia proteinuria importante.

Color: el aspecto normal va desde el cristalino al amarillo oscuro, dependiendo
especialmente de su concentracion. Esta coloracidén es dada principalmente por

el pigmento urocromo.

Olor: el olor caracteristico es suigeneris o aromatico (debido a &cidos
organicos volatiles), dependiendo en algunas ocasiones, al igual que con el
color, de alimentos o drogas consumidas. Este olor se transforma en amoniacal

cuando la orina permanece por tiempo prolongado expuesto al medio ambiente
Analisis Quimico:

Con el desarrollo de las cintas reactivas, el andlisis quimico de la orina dej6 de
ser un procedimiento laborioso y caro, y por lo tanto impracticable en la practica
rutinaria. Las cintas reactivas son tiras plasticas con cojinetes absorbentes
impregnados con diferentes productos quimicos que, al tomar contacto con
orina, producen reacciones quimicas que generan cambios de color del
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cojinete. De esta manera, se obtienen resultados cualitativos y semi-
cuantitativos dentro de segundos a minutos mediante simple pero cuidadosa
observacion. #%

Densidad: La densidad de la orina es una medida de la densidad de las
sustancias disueltas en ella y depende del numero de particulas y de la masa
de las mismas. Es conveniente tener en cuenta que la tira reactiva mide sélo
concentracion decationes, por lo que puede ocurrir que una orina con gran
cantidad de solutos no iénicos (como la glucosa o la urea) o con compuestos
de alto peso molecular (como el medio de contraste radiogréafico) brinde un
resultado falsamente menor al de una medicién por densitometria. Los colores

varian de azul oscuro a lectura 1.005 hasta amarillo a lectura 1.030. 24

pH: El pH urinario de individuos normales tiene un rango de 4.5 a 8.0, pero en
muestras matinales es levemente acido, con pH de 5.0 a 6.0. Estos valores
deben ser interpretados en relacion a la informacién clinica obtenida del
paciente, pues el pH puede variar segin su estado acido-basico sanguineo, la
funcion renal, la presencia de infeccién urinaria, el tipo de dieta o drogas
consumidas, y el tiempo de obtenida la muestra. Las dietas altamente proteicas
acidifican la orina, en cambio aquéllas ricas en vegetales la alcalinizan. La
determinacion de pH urinario por reaccién colorimétrica no es lo
suficientemente exacta para ser usada en el diagndstico de acidosis tubular

renal, en que deben utilizarse pH-metros calibrados. !

Nitritos: Los nitratos presentes en la orina son convertidos a nitritos por la
reduccion enzimatica de bacterias, especialmente Gram (-). Los nitritos, que
normalmente no se encuentran en la orina, son detectados por la cinta reactiva,
sugiriendo asi una probable infeccién urinaria. La reaccién positiva a nitritos
debe ser siempre confirmada con urocultivo, pues tiene falsos (+) y (-).[*"

Glucosa: Menos de 0.1% de la glucosa normalmente filtrada por el glomérulo
aparece en la orina. Cuando la glicemia supera el umbral renal de reabsorcion
tubular de glucosa, lo cual ocurre entre los 160 a 180 mg/dl, aparece en
elevadas cantidades en la orina, y es detectada en la cinta reactiva mediante la

reaccion de glucosa oxidasa. Esta reaccion es especifica para glucosa, no
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detectando la presencia de otros azlcares reductores, como galactosa y
fructosa. Si bien es utlizada especialmente para diagnosticar o controlar

pacientes con diabetes mellitus. ?%

Cetonas: Su presencia en orina refleja una alteracion en el uso de hidratos de
carbono como principal fuente energética, requiriéndose para ello de la
utilizacion de grasas corporales. Las principales causas de cetonuria se
relacionan a cuadros con incapacidad para metabolizar (diabetes mellitus),
pérdidas aumentadas (vomitos), o inadecuado consumo de carbohidratos
(desnutricion, reduccion de peso). [21]

Proteinas: Normalmente existen en la orina pequefias cantidades de
proteinas, ya sea filtradas o secretadas por el nefrén, no excediendo los 10
mg/ml o 4 mg/m 2/hr. La presencia de proteinuria significativa fuertemente
sugiere enfermedad renal, aunque puede no serlo, esta parte de la cinta es
altamente sensible para albumina, pero no para globulinas, hemoglobina o
cadenas livianas; cuando se sospecha este tipo de proteinurias debe realizarse
el test de precipitacion con &cido sulfasalicilico. Las equivalencias segun color
estan expresadas en el envase comercial, y generalmente corresponden como
sigue: trazas, 5 a 20 mg/dl; 1+: 30 mg/dl; 2+: 100 mg/dl; 3+: 300 mg/dl; 4+: >2
g/dl. 24

Bilirrubina: La bilirrubina que se detecta en la orina es la conjugada, y puede
ser el primer indicador de una enfermedad hepatica no detectada. La

exposicion a la luz puede degradar esta substancia y hacerla indetectable.

Urobilinbgeno: Es un pigmento biliar producto de la degradacion de la
bilirrubina conjugada en el intestino, y le da la coloracion a las heces en forma
de urobilina. Es normal que se encuentre en bajas cantidades en la orina (< 1

mg/dl). Puede estar aumentado en enfermedades hepaticas y hemoliticas. #*

Leucocitos: Utiliza la accion de esterasas de los granulocitos presentes en
orina, ya sea integros o lisados. Otras células presentes en la orina no

contienen esterasas. Su positividad no es diagnéstica de infeccidn urinaria pero

32



si la sugiere. El umbral de deteccién es entre 5 a 15 leucocitos por campo de
21]

mayor aumento (CMA). |
Sangre: Detecta hemoglobina a través de su actividad pseudoperoxidasica. El
test no distingue entre hemoglobinuria, hematuria y mioglobinuria, por lo que
antecedentes clinicos, andlisis microscopico de orina y test especificos ayudan

a clarificar el diagnéstico. 2
Andlisis Microscopico:

La ultima parte del andlisis rutinario de orina es el examen microscopico de
ésta, segun técnica descrita previamente. El proposito es identificar elementos
formados o insolubles en la orina, y que pueden provenir de la sangre, el rifidn,
las vias urinarias mas bajas y de la contaminacion externa. Debido a que
algunos de los componentes son de ninguna importancia clinica, en cambio
otros son considerados normales a menos que se encuentren en cantidades
aumentadas, el examen del sedimento urinario debe incluir la identificacion y la

cuantificacién de los elementos presentes. 22

Eritrocitos: Aparecen como discos biconcavos incoloros de alrededor de 7
micrones de didmetro, y estan normalmente presentes en la orina en
cantidades bajas (aprox. 5 por CMA). El origen de los glébulos rojos puede
estar en cualquier lugar del rifion o del arbol urinario, e incluso fuera de éste
(pseudohematuria). Su forma puede variar con cambios de pH y concentracion

de la orina. ?4

Leucocitos: Son mas grandes que los eritrocitos (aprox. 12 micrones) y
presentan nucleos lobulados y granulos citoplasmaticos. La degeneracion
propia de estas células las transforma en piocitos. Pueden originarse en
cualquier lugar del sistema genitourinario y traducen inflamacion aguda de éste.
Normalmente se encuentran en recuentos menores a 5 por campo, aunque
pueden estar en numero levemente mas alto en mujeres. Las principales causa
de leucocituria (0 piuria) son IVU (incluyendo prostatitis y uretritis),
glomérulonefritis, nefritis intersticiales, tumores y por inflamaciones en vecindad
22]

(apendicitis, anexitis, etc.). |
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Células epiteliales: Usualmente presentes en bajas cantidades en orina,
pueden clasificarse en tres tipos de acuerdo al origen dentro del sistema

genitourinario:

Células escamosas: Son células grandes, con citoplasma abundante e
irregular y nacleo central y pequefio. Pueden provenir del epitelio vaginal o de
la porcion distal de la uretra. Un numero elevado de ellas puede sugerir

contaminacion vaginal o uretritis. #%

Bacterias, hongos: No estan normalmente presentes en la orina, siendo
frecuente su presencia en muestras contaminadas (especialmente si fueron
tomadas con recolector), y en infecciones urinarias. La presencia de bacterias
en muestras de orina sin piuria asociada puede sugerir bacteriuria
asintomatica. De los hongos, el mas frecuente es la Candida albicans, que

puede ser confundida con eritrocitos. 122

Moco: Es un material proteico producido por glandulas y células epiteliales del
tracto genitourinario. Su presencia no tendria importancia clinica,
encontrandose en algunas ocasiones de contaminacion vaginal. ¢

Cilindros: Son estructuras cilindricas, y son los unicos elementos del
sedimento urinario que provienen exclusivamente del rifion. Se forman
primariamente dentro del tubulo contorneado distal y ducto colector a partir de
una matriz de mucoproteina de Tamm-Horsfall. Su ancho esta determinado por
el lugar de formacion, siendo mas gruesos los del ducto colector, lo que sugiere
mayor estasis al flujo urinario. La apariencia de los cilindros esté influenciada
por los materiales presentes en el filtrado al momento de su formacion, y del
tiempo que éste ha permanecido en el tabulo. Los diferentes tipos de cilindros
son: hialinos, hematicos, eritrocitarios, leucocitarios, de células epiteliales,

granulosos, céreos, grasos, anchos. %

Cristales: Estan formados por precipitacion de sales en orina, a consecuencia
de cambios de pH, temperatura y concentracion que afectan su solubilidad.
Pueden adoptar la forma de cristales verdaderos o presentarse como material

amorfo. Su presencia rara vez tiene significado clinico de importancia, pero su
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correcta identificacion es util para detectar los pocos tipos de cristales que
confieren por ser una situacién patolégica como: enfermedades hepéticas,
errores congénitos del metabolismo o dafio renal causado por cristalizacion
tubular de drogas o sus metabolitos. Los cristales son muy frecuentes en orina

refrigerada. Para su identificacién es (til reconocer su forma. %2

Tincion de Gram: se encuentra entre las mas importantes tinciones de
bacterias, utilizada para diferenciar entre gérmenes gram-positivos y gram-

negativos; 10s primeros se tifien de color purpura, y 10s segundos en rojo. %!

Toma de la muestra:

El método mas recomendado para realizar la recogida de muestra para un
urocultivo es la toma, durante el periodo medio de la miccion, siempre que el
paciente sea capaz de limpiarse y recogerla, ya que la muestra de orina
requiere una cuidadosa limpieza de los genitales externos. Esta técnica impone

los siguientes requisitos:

e El paciente debe tener como minimo entre tres a cuatro horas de
retencion de orina, la muestra mas representativa es la primera orina de

la manana.

e EIl paciente no debe haber recibido tratamiento antimicrobiano durante
los tres dias anteriores a la recoleccion, exceptuando los casos de

control de tratamiento, y paciente gravemente enfermos. 2%
Conservacion y/o Transporte:

En lo que respecta al transporte y conservacion de muestras de orina, hay que
tener en cuenta que la orina constituye un excelente medio de cultivo para casi
todas las bacterias. Una vez recogida, la muestra debe enviarse de inmediato
al laboratorio, previa colocacién del envase en un recipiente que contenga
cubos de hielo. Este procedimiento permite que el namero de bacterias

permanezca relativamente constante por un tiempo considerable. %!
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Procesamiento de la muestra:

Una vez se ha obtenido la muestra de orina se homogeneiza en dos partes:

e Una parte de la muestra va destinada al Examen en Fresco y posterior
Tincion.

e La otra parte va destinada al Urocultivo.

Cultivo de muestras de orina:

Se requieren medios selectivos y no selectivos. Casi es suficiente una
combinacion de agar sangre de carnero al 5% y de agar MacConkey para
asilamiento de microorganismos en orina y el agar CLED ) se recomienda para
bacteriologia wurinaria, al mismo tiempo que se consigue una buena
diferenciacion de colonias para la mayor parte de los patégenos para poder
identificar correctamente el agente patdégeno, debe confirmarse con las pruebas

bioquimicas respectivas. 24
Medios de cultivo

Agar Sangre:

El agar sangre es una combinacién de un agar base (agar nutritivo) con fuente
proteica (digeridos tripticos, digeridos proteicos de soja) el cual tiene un
agregado de 5 % de sangre ovina, (también puede usarse sangre humana,
para cultivos en una placa de Agar) con una pequefia cantidad de hidratos de
carbono naturales y cloruro sédico.

El agar sangre aporta muchos factores de enriquecimiento. Se usa también
para ver la capacidad hemolitica de los microorganismos patdgenos (que es un
factor de virulencia). Observando los halos hemoliticos alrededor de las

colonias se determina el tipo de hemdlisis que posee:

eAlfa: halos verdosos

eBeta: halos incoloros
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eGamma: inexistencia de halos

Al 5% con base de Tripticasa-Soja es un medio de uso general que permite el
crecimiento tanto de microorganismos exigentes como no exigentes, que
incluyen bacterias aerobias y anaerobias, aunque no es medio de eleccion para

anaerobios. 2

Composicion del Agar Sangre:

- Infusion de Musculo de Corazén 2.0 Extracto de Levadura 5.0
- Cloruro de Sodio 5.0 Agar Bacteriologico 15.0

- Digerido Pancreético de Caseina 13.0 Bacterioldgico 15.0

- pH7.3x0.2

EL agar Mac-Conkey es un medio selectivo-diferencial. Los
microorganismos aislados de orina pueden ser fermentadores o no
fermentadores de la lactosa. Se emplean medios diferenciales para distinguir
unos de otros. EI medio Mac-Conkey se utliza para diferenciar los
microorganismos intestinales fermentadores de la lactosa de los que no
presentan esta propiedad. En el agar, los nutrientes basicos son el agar y la
peptona. El taurocolato sddico (sal biliar) inhibe la flora Gram positiva, mientras
que la lactosa y el indicador (rojo neutro) diferencia los fermentadores de la

lactosa de los que no tienen esta capacidad. [25]

Los microorganismos que fermentan la lactosa producen &cido lactico, que
neutraliza la sal biliar y absorbe el colorante dando colonias rojizas. Los
microorganismos que no fermentan la lactosa dan una reaccién alcalina, no

toman el rojo neutro y dan lugar a colonias incoloras.

Composicion del agar Mac-Conkey:
- Taurocolato sodico 5 g.
- Peptona 20 g.
- Lactosa 10 g.
- CINa (opcional) 5 g.
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- Agar deshidratado 15 g.

- Solucién acuosa rojo neutro
- al 1% 5-7 ml,

- Agua destilada 1000 ml.

El otro medio de cultivo utilizado es diferente segun la casa comercial. Uno de
los mas utilizados es el agar CLED. Segun la casa comercial éste recibe
diferentes nombres; en nuestro caso se llama Brolacyn. EI medio CLED
(Cistina-Lactosa-Deficiente en Electrolitos) se recomienda para bacteriologia
urinaria. La deficiencia en electrolitos evita el crecimiento invasivo de
Proteusspp. , al mismo tiempo que se consigue una buena diferenciacion de

colonias para la mayor parte de los patégenos. >

Composicion del agar CLED:
- Peptona 4 g.
- Extracto de carne 3 g.
- Triptona 4 g.
- Lactosa 10 g.
- L-Cistina 0.128 g.
- Azul de Bromotimol 0.02 g.
- Agar en polvo 15 g.
- H20 destilada 1000 m|?°!

Pruebas bioguimicas:

Las pruebas bioquimicas son una serie de analisis clinicos que sirven a la

Medicina como apoyo a la hora de diagnosticar infecciones por bacterias. %
Resultados:

(+) Pseudomonas aeruginosa

(- ) Escherichia coli

Prueba de la Catalasa:
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El peréxido de hidrégeno se produce al utilizar la bacteria el azucar por via
oxidativa. Al ser éste un compuesto muy oxidante las bacterias la eliminan

mediante la produccion de la enzima catalasa (H202 -> H20 + ¥ 02). [

Procedimiento:

Agregamos aproximadamente 5 ml. de peréxido de hidrogeno al 3% a un tubo
de ensayo previamente esterilizado a continuacion tomamos una muestra de la
cepa del microorganismo a estudiar y la introducimos por el tubo de ensayo, la
muestra solamente debe acercarse a la muestra de la solucion liquida de

peréxido de hidrogeno y debemos observar la reaccion de esta. 2
La prueba se considera como positiva si observamos burbujas de oxigeno.

Resultados:
(+) Staphylococcus aureus

(- ) Streptococcus spp.

Prueba de la Coagulasa:

La coagulasa es un enzima capaz de desnaturalizar la fibrina del plasma. El
objetivo es buscar en factor de aglutinacién de los microorganismos cuando
estos se mezclan con el plasma. Esta prueba se utiliza para diferenciar

microorganismos del genero Staphylococcus. ?°!

Procedimiento:

Preparamos una mezcla de 0,1 ml. de CCC (caldo cerebro corazén) y 0,3 ml.
de plasma de conejo en un tubo de ensayo previamente esterilizado. La
muestra ya contiene cepas de St. Aureus. Tapamos el tubo de ensayo con
algodon hidrofilico y lo llevamos a bafio Maria a 37° C durante una hora,
observando la muestra cada 15 minutos. Al completa la hora, sacamos las

muestras y observamos sus resultados. !
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Resultados:

Estratificaremos los resultados en 4 distintos niveles:

1: pequefios coagulos no organizados

2: pequenos coagulos organizados

3: gran codgulo organizado

4: todo el contenido aparece coagulado y se mantiene cuando invierte el tubo.
Se consideran positivos los niveles 3y 4.

(+) Staphylococcus aureus

(- ) Staphylococcus epidermis.

Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple AzGcar Hierro):

El TSI es un medio nutriente y diferencial que permite estudiar la capacidad de
produccion de acido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa en un Unico

medio. También permite la identificacion de la produccién de SH2. #°)

Esta es una prueba especifica para la identificacion a nivel de género en la
familia Enterobacteriaceae, con objetivo de diferenciar entre:

« bacterias fermentadoras de la glucosa

« bacterias fermentadoras de la lactosa

« bacterias fermentadoras de sacarosa

e bacterias orogénicas

o bacterias productoras de SH2 a partir de sustancias organicas que

contengan azufre. %)

Procedimiento:

Inocular los tubos de TSI con punta (alambre recto). Para eso introducir la
punta hasta 3 a 5 mm. del fondo del tubo. Tras retirar el alambre del fondo,
estriar el pico con un movimiento hacia uno y otro lado. Incubar a 35° durante

24 horas. Posteriormente se debe medir el pH de los cultivos.
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Resultados:

e Pico alcalino/fondo alcalino: no hay fermentacion de azucares.

Caracteristica de bacterias no fermentadoras como Pseudomona ssp.

e Pico alcalino/fondo &acido: Glucosa fermentada, lactosa ni sacarosa
fermentadas. Shigella spp.
e Pico alcalino/fondo negro : Glucosa fermentada, ni lactosa ni sacarosa

fermentadas, produccion de &cido sulfhidrico. Salmonela spp.

e Pico acido/fondo acido: Glucosa y lactosa y/o sacarosa fermentadas.

Puede producirse SH2 o no. Escherichia coli- *!

Agar Citrato:

La utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono es una prueba util en la
identificacion de enterobacterias. La utilizacién de citrato como Unica fuente de
carbono se detecta en un medio de cultivo con citrato como Unica fuente de
carbono mediante el crecimiento y la alcalinizacién del medio. Este aumento de
pH se visualiza con el indicador azul de bromotimol que vira al alcalino a pH
7,6.

Procedimiento:

Se inocula el agar inclinado en una sola estria en el pico. Utilizar un cultivo de
24 horas en un medio solido y cuidando no arrastrar medio de cultivo, ya que
se pueden producir falsos positivos por crecimiento a partir del medio de
cultivo del in6culo. Incubar a 35°C durante 4 dias. El ensayo es positivo cuando
se observa crecimiento a lo largo de la estria, acompafiado o no de un viraje

del indicador al azul.

Resultados:

(+)Klebsiella spp.

(- ) Escherichia coli
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Prueba de la ureasa:

CO2 por accion de la enzima ureasa y formar carbonato de amonio.

Alcalinizando el medio.
Interpretacion de los resultados:

Se considera positiva si el medio adquiere una tonalidad rosada y negativa si

mantiene su coloracion inicial.

Prueba de SIM:

Es un medio semisdlido destinado a verificar la movilidad, produccion de indol y
de sulfuro de hidrogeno en un mismo tubo. Es Util para diferenciar miembros de
la familia Enterobacteriaceae.

El tript6fano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas vy
particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias
para formar indol, en el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas

triptofanasa. #
Resultados:

e Cepas moviles: Producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de
la linea de siembra.

e Cepas inmdéviles: El crecimiento se observa solamente en la linea de
siembra.

e Cepas H2S positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra en
todo el medio.

e Cepas H2S negativas: el medio permanece sin cambio de color.

e Cepas Indol positivas: desarrollo de color rojo

e Cepas Indol negativas: sin cambio de color. *°
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Motilidad:

La movilidad en una caracteristica importante al hacer una determinacion
bacteriana, pues indirectamente sefiala que el microorganismo posee flagelos,
rasgo taxonomico que es dificil poner de manifiesto por otros métodos,
incluidos los tutoriales. %!

Interpretacion de los resultados:

El test de movilidad se interpreta por un examen macroscépico del medio. Si el
microorganismo es movil se producira una zona de difusién de crecimiento a
los lados de la linea de inoculacion, si la bacteria es inmévil crecera sobre la

linea de siembra. ?°

Produccién de Indol:

La prueba de indol determina la capacidad de las bacterias de degradar el
triptéfano dando indol. Algunas bacterias, gracias a la enzima triptofanasa
hidrolizan el aminoéacido, dando Indol, &cido pirtvico y amoniaco. **!
Interpretacion de los resultados:

Al afadir el reactivo de Kovacs: la aparicion de un anillo de color rojo en las

superficie el medio indica produccion de Indol. Si no se forma el anillo rojo, se

considera la prueba negativa. #°
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5. MATERIALES Y METODOS



Tipo de estudio
La presente investigacion fue de tipo descriptivo y de cohorte transversal.
Universo

210 Habitantes del barrio Pasallal de la Parroquia Sanguillin del Cantén

Calvas. ¥

Muestra

Lo conformaron 52 Mujeres que cumplieron los criterios de inclusion, exclusion

y presentaron IVU.
Criterios de Inclusion
Para que sean parte del estudio, se tuvo en cuenta a mujeres:

- Que estuvieron dispuestas a colaborar con el estudio y firmaron el

consentimiento informado.

- Que no estuvieron usando algun tipo de antibiéticos de 3-5 dias antes de

la toma de la muestra.

- Quienes cumplieron con las especificaciones respectivas para la toma

de muestras.

- Quienes firmaron el consentimiento informado sobre el proceso a
realizarse y menores de edad que desearon participar en el estudio y

tuvieron autorizacion de su representante legal.
Criterios de Exclusion

- Quienes no desearon participar de este estudio y quienes no
pertenecieron al barrio Pasallal
- No recolectaron la muestra en condiciones Optimas.
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METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS

Dentro del desarrollo de este trabajo investigativo, se cumpli6 con las tres

fases especificas.

FASE PRE-ANALITICA

- Hoja de Registro de resultados. (Anexo 1y 2).

- Oficio a la Directora del Hospital del Canton Calvas para que concedan
el permiso respectivo para la realizacion de la investigacion (Anexo 3).

- Oficio al jefe del Laboratorio SAN GABRIEL para que conceda el acceso
a las instalaciones y el uso de los equipos importantes para la
realizacion del proyecto. (Anexo 4)

- Oficio al presidente del barrio Pasallal para solicitarle el permiso
(Anexo 5).

¢ Informar alos pacientes

- Se reunié a todos los habitantes del Barrio Pasallal a quienes se les
proporcioné informacion acerca del estudio y asi mismo se pidié su
colaboracién voluntaria, para participar en el presente estudio, a través
de un consentimiento escrito. (Anexo 6).

- Se entregd un triptico de las condiciones como debe recoger las muestra
de orina (Anexo 7).

- Se aplicaron medidas de bioseguridad los mismos que ayudaron a
prevenir los niveles de riesgo de contacto del material biol6gico.

(Protocolo 1)

e Toma, recoleccion y transporte de las muestras. (Protocolo 2)
- La orina fue recogida en un recipiente estéril de boca ancha y tapa
de rosca, de la mitad de la miccion previo el lavado con agua y jabon
de los genitales externos y recogida directamente en el recipiente.
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- De esta manera se evitd la contaminacion de la flora normal de la
parte externa y el orificio terminal del sistema urinario; ademas la
mujer debio evitar la contaminacion vaginal.

- Se pidi6 a las mujeres que recolecten una cantidad adecuada del
espécimen, de acuerdo a las indicaciones que se les dio previamente

en la charla, para poder realizar el andlisis respectivo.

e Transporte de la muestra.

- Los recipientes de las muestras recolectadas, estuvieron estériles.
- Las muestras fueron llevadas directamente al laboratorio en
recipientes debidamente refrigerados, para evitar la proliferacion de
bacterias y de esta manera no obtener falsos resultados.

e Control de calidad
Como paso inicial fue necesario validar las técnicas a seguir para controlar la
calidad del sistema durante cada fase, dentro de las cuales se considerd lo

siguiente:

- Se prepar6 3 medios de cultivo tales como: Agar Sangre (Gram
negativas y Gram positivas), Agar Mac-Conkey (Gram negativas) Y Agar
CLED (Gram negativas y Gram positivas), para cada tipo de bacterias de
acuerdo a los protocolos establecidos, pues son los medios mas
comunes para diferenciar, seleccionar y contar las bacterias presentes
en la orina, sean estas o0 no exigentes .(protocolos: 3,4,5)

- Se estandariz6 tiempos de incubacion de 24 a 48 horas, la esterilizacion
del material a 121°C por 30 minutos en horno de calor seco, mientras
que la temperatura de incubadora es de 37°C.

FASE ANALITICA

- Donde se proces6 las muestras bajo la supervision del responsable del

laboratorio, para lo cual se cumplio con los siguientes requisitos:
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- Procesamiento de las muestras de uroanalisis (protocolo 6)

- Evaluacion fisica, quimica, microscépica de la orina y gota fresca.

e Caracteristicas fisicas:
- Color
- Aspecto
- pH
- Densidad

e Caracteristicas quimicas: incluye;
- Proteinas
- Glucosa
- Cuerpos Cetonicos
- Bilirrubinas
- Urobilindgeno
- Sangre

- Nitritos

e Caracteristicas microscopica (gota fresca)

- Al analizar, se tom6 un volumen de orina de 8-12 ml
centrifugandolo por 5 minutos a 1500 rpm, tomandose una gota
de orina en el porta objetos cubierto con un cubre objetos y se

observo en el microscopio al menos 10 campos (x40)
Se observo lo siguiente en el microscopio.

- Células altas o bajas
- Leucocitos

- Piocitos

- Hematies

- Cilindros

- cristales urinarios
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- Moco
- Bacterias

- Otras sustancia

e Se sembré las muestras en los diferentes medios de cultivo. (Protocolo 7,
8,9,10,11)

e Agar sangre

Se tomd una porcién de la muestra de orina con el asa calibrada y
esterilizada, haciendo una descarga en un punto de la placa de
siembra.

A partir del punto de inoculacion se comenzd, a estriar con el asa
bacteriologica estéril, haciendo lineas horizontales separando sin
volver sobre las mismas en el agar sangre.

Una vez sembrado se esteriliz6 el asa bacteriol6gica.

Se guardd las cajas petri en forma invertida incubando a 37°C
durante 24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se realiz6 la

observacién de la siembra.

e Mac-Conkey

- Se tomo6 una porcion de la muestra de orina con el asa calibrada y
esterilizada, se hizo una zona de descarga recta en forma vertical

- A partir de esa se comenzo hacer las estriaciones cruzando la
linea de descarga y haciendo una picadura

- Una vez sembrado se esterilizé el asa bacterioldgica.

- Se guardo las cajas petri en forma invertida incubando a 37°C
durante 24 horas.

- Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se ejecuto la

observacién de la siembra
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CLED (Agar cistina-lactosa deficiente en electrolitos)

- Se tomo una porcion de las colonias con el asa esterilizada, haciendo
una descarga en un punto de la placa de siembra.

- A partir del punto de inoculacion se inici6 a estriar con el asa
bacterioldgica estéril, haciendo lineas horizontales unidas.

- Unavez sembrado se esterilizé el asa bacteriologica.

- Se guardd las cajas petri en forma invertida incubando a 37°C
durante 24 horas.

- Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizé la

observacion de la siembra.

Pruebas de identificacion:

Tincion de Gram (Protocolo 12)

1.

Se tom6 unas colonias con el asa y se hizo un frotis en el centro del
portaobjetos

Se coloco el cristal de violeta sobre el frotis, durante un minuto.

Se enjuago suavemente con agua destilada y se afiadié lugol sobre el
frotis, durante un minuto.

Se lavdé con agua destilada, a posterior colocando alcohol cetona
durante un minuto luego se lavo suavemente con agua destilada.

Se coloc6 fushina, durante un minuto y procedi a enjuagar suavemente
con agua destilada, dejando secar.

Posteriormente se hizo la lectura en el microscopio con el lente 100x,
utilizando aceite de inmersion para ver qué tipos de bacterias se

encontraban.

Pruebas Bioquimicas: (Protocolo13)

Catalasa

Se tomo con el asa una colonia y se depositd sobre un porta objetos
Se afladi6é con una pipeta una gota de agua oxigenada al 3%
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Resultados: Se considerdé la prueba como positiva cuando se observo

desprendimiento de burbujas de gas, debido a la presencia de enzima catalasa

que presenta la bacteria.

e Coagulasa

La prueba se hizo partiendo directamente de una colonia obtenida en la
placa de aislamiento.

Se utilizé6 plasma humano.

Con un asa esterilizada, se cogi6 varias colonias del cultivo y se coloco
en el tubo con, 0.5 ml de plasma.

Se homogenizo bien, hasta que las colonias se suspendieron en el
plasma.

Se Incubd el tubo a 37°C, se ley6 a la horay a las 4 horas.

Resultado: Se considero prueba positiva a la formacion de un coagulo, que

se observo al inclinar con cuidado al tubo. Los tubos se pueden leer hasta

las cuatro horas pero a un no se da un resultado como negativo (ausencia

del coagulo) hasta que pase 24 horas.

Citrato

El medio de cultivo que se utiliz6 es agar citrato con pico de flauta, el
cual estuvo en un tubo de ensayo.

Con el asa esterilizada, se tom6 una colonia y se sembr6 en el agar
citrato sobre el pico de flauta, tocando con la punta de un asa recta, una
colonia de 18 a 24 horas.

Se Incubo a 37°C, durante 24 horas.

Resultados

La observacién de crecimiento sobre el pico de flauta.
La variacién de coloracion de verde a azul, debido a la alcalinizacion del

medio, producida por la liberacion de sodio del citrato utilizado.
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TSI (Agar Triple Azucar Hierro)

- Se utiliz6 el agar con triple azucar y hierro (TSI), el cual estuvo
distribuido en tubos, terminando en pico de flauta.

- Con un asa esterilizada, se tomé una colonia cuidadosamente del cultivo
en placa.

- Se hizo la puncion o picadura recta en el medio hasta la mitad del fondo
del tubo. Y luego se saco el asa por el mismo lugar donde se hizo la
puncién.

- Con la misma asa y antes de sacarla completamente del tubo, se hizo
la estria en la superficie del pico de flauta.

- Se flameo la boca del tubo, se tapé y esterilizo el asa hasta el rojo
Vivo.

- Seincubo a 37°C durante 24 horas.

Resultados:

- Produccion de acido a partir de la glucosa

- Se puso de manifiesto en la parte inferior del medio al producirse un
cambio de color debido al viraje del indicador de pH que pasa de rojo —
naranja a amarillo (acido).

- Hubo Produccion de gas a partir de la glucosa

- Los gases producidos son el CO, y SH, productos terminales del
metabolismo de la glucosa, que se aprecid por la aparicion de burbujas
en la parte inferior del medio, por una produccion de grietas en su
interior o incluso por una elevacion del medio que se separa del fondo.

- Produccion de acido a partir de la lactosa y sacarosa

- Hubo cambios de color en la parte superficial del medio ( pico de flauta)

- Produccion de acido sulfhidrico

- Se manifestd6 por un ennegrecimiento del medio en la linea de
inoculaciéon o sobre la capa superficial. En cultivos de bacterias muy
productoras de SH, a veces llega a ennegrecerse todo el medio,

ocultando la reaccion acida de la parte inferior del medio (tubo), pero si
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se ha formado SH;, es que existe una condicién acida en esta zona por
lo que se considera el resultado, de la produccion de acido a partir de la

glucosa como positivo.

SIM

Es un medio semisdlido, distribuido en tubos, que permitieron detectar
la presencia de acido sulfhidrico, indol y movilidad.

Con un asa esterilizada, se tomdé una colonia cuidadosamente del
cultivo en placa.

Se hizo la puncién o picadura recta en el medio hasta la mitad del fondo
del tubo. Y luego se sacéd el asa por el mismo lugar donde se hizo la
puncion.

Se flameo la boca del tubo y se lo tapo.

Se esterilizo la asa hasta el rojo vivo

Se Dejo en incubacion durante 24 horas.

Resultados:

Movilidad. Se interpreté el resultado observando macroscopicamente el
medio. Si el microorganismo es movil se producira una zona de difusion
del crecimiento a los lados de la linea de inoculacion. Si la bacteria es
inmovil, crecera sobre la linea de siembra.

Produccion de acido sulfhidrico: Da un color negro al medio de SIM.
Produccion de indol: Después de la incubacion, se afadio el reactivo
de Kovacs, el cual debe agregarse, luego de realizar la observacion de
la movilidad y la produccion de &cido sulfhidrico. Al medio semisélido de
SIM, se le aflade cinco gotas del reactivo, resbalandolo por la pared del
tubo y se agitd suavemente. La aparicion de un anillo color rojo en la
superficie del medio indicé la produccion de Indol. Si no se formé el

anillo rojo, se consideré la prueba negativa.
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Urea

El medio que se utilizo es el agar Urea, distribuido en tubos.

Se esteriliz6 el asa y se recogié una colonia del medio de cultivo.
Realizando un pique en linea recta.

Luego se flameo la boca del tubo en el mechero y se tapo.

Se procedié a esterilizar el asa hasta el rojo vivo.

Y se Incubo el tubo durante 24 horas.

Resultados: Se considerd positiva si el medio adquirié una tonalidad

rosada y negativo si mantuvo su coloracion inicial.

FASE POST ANALITICA

e Hoja de Registros de Resultados

Formulario de Registro de Resultados de Orina (Anexo 9).
Formulario de Registro de Resultados del cultivo (Anexo 10).
Formulario de entrega de Resultados a la Poblacion y al Médico

Solicitante.

e Analisis de datos

El analisis e interpretacion se hizo mediante la representacion basica de
tablas y graficos realizados en el programa MicrosoftExcel2010, en

donde se plasmaron los datos y resultados obtenidos.
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6. RESULTADOS
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Tabla N# 1

PRINCIPALES AGENTES BACTERIANOS QUE CAUSAN INFECIONES C
VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 A 60 ANOS DEL BARRIO
PASALLAL PERIODO 2012-1013

Agentes Bacterianos Frecuencia %
Escherichia coli 7 39
Klebsiella oxytoca 4 22
Proteus mirabilis 3 17
Proteus vulgaris 2 11
Enterobacter agglomerans 1 6
Staphylococcus epidermidis 1 6
Total 18 100

Fuente: Datos obtenidos de las hojas de registro
Elaborado por: Andrea Ojeda Merino

Grafico N# 1
PRINCIPALES AGENTES BACTERIANOS QUE CAUSAN INFECIONES DE
VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 A 60 ANOS DEL BARRIO
PASALLAL PERIODO 2012-1013
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Fuente: Datos obtenidos de las hojas de registro
Elaborado por: Andrea Ojeda Merino

ANALISIS E INTERPRETACION:

En el grafico N° 1; de las 18 mujeres que presentaron bacteriuria el principal
agente causal fue Escherichia coli, en un 39%, seguida de la Klebsiella oxytoca
con un 22 %.
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Tabla N# 2
DISTRIBUCION DE INFECCION DE VIAS URINARIAS SEGUN EL GRUPO
ETARIO EN MUJERES DEL BARRIO PASALLAL PERIODO 2012-1013

Edad Frecuencia %

12-22 4 22
23-32 4 22
33-42 5 28
43-52 4 22
53-60 1 6

Total 18 100

Fuente: Datos obtenidos de las hojas de registro
Elaborado por: Andrea Ojeda Merino

Grafico N# 2

DISTRIBUCION DE INFECCION DE VIAS URINARIAS SEGUN EL GRUPO
ETARIO PERIODO 2012-1013
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Fuente: Datos obtenidos de las hojas de registro
Elaborado por: Andrea Ojeda Merino

ANALISIS E INTERPRETACION:

En el gréfico N° 2; Se encontré que las mujeres entre 33-42 afios son las mas
afectadas por bacteriuria en urocultivo lo cual representa el 28 %.
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7. DISCUSION



La presente investigacion se refiere a la identificacion de agentes bacterianos
causantes de infecciones de vias urinarias en mujeres de 12 a 60 afios del
Barrio Pasallal de la Parroquia Sanguillin del Canton Calvas, en la cual se
aplicé un estudio de tipo descriptivo y de cohorte transversal, el mismo que
tuvo como propdsito identificar los principales agentes bacterianos causantes
infecciones de vias urinarias, para lo cual se estudiaron muestras de orina de
mujeres del2 a 60 afios, a las cuales se les realiz6 un urocultivo, ademas de
conocer el grupo etareo en el cual las mujeres son mas vulnerables a adquirir
infecciones de vias urinarias y posteriormente entregar los resultados obtenidos
a la poblacion y a los profesionales que laboran en el subcentro de salud de la

Parroquia Sanguillin.

En el rango de 33-42 afios con un 28 % destacando ciertas bacterias que
afectaron a la poblacién, las cuales fueron: la Escherichia coli con 39%
seguido por bacterias como Klebsiella oxytoca con 22%, Proteus mirabilis con
17%, Proteus vulgaris con 11 %, Enterobacter agglomerans y Staphylococcus

epidermidis con 6%
Es asi que en busca de estudios similares se ha tomado en cuenta lo siguiente

En Latinoamérica, existen muchas investigaciones dirigidas a identificar los
patbgenos mas frecuentes causantes de infecciones de las vias urinarias
(IVU), en los que de igual forma se evidencia una clara superioridad de
infecciones causadas por Enterobacterias frente a infecciones causadas por
bacterias gram positivas, estos estudios realizados en distintos paises y
aunque tomando distintas poblaciones, mantienen una relativa coincidencia en

sus resultados.

En un estudio sobre Infeccion de vias urinarias realizado en el Hospital 11l de
Chimbote de Perd, la poblacién estudiada fue de 992 pacientes de ambos
sexos desde los 15 afos hasta mas de 90 afios. En el que se encontré6 mayor
porcentaje de infecciones es causadas por Escherichia coli, con el 74.6% de

los casos, el 8.3% es causado por Klebsiella ¢

En comparacién con la presente investigacion, esta se realizé unicamente en

mujeres en las mismas que presentaron infeccion de vias urinarias por
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Escherichia coli en un 39 % mucho mas bajo que los resultados obtenidos en el
estudio realizado en Chimbote, sin embargo se evidencio la presencia de
Klebsiella oxytoca en un 22%.

En otro estudio realizado en Uruguay a 313 pacientes con diagnostico de IVU:
252 de sexo femenino (80,5%) el agente mas frecuentemente aislado en las
mujeres fue E.coli (80%) seguido de: S.saprophyticus (6%) y Klebsiella spp
(6%). 1271

Estos datos permiten establecer una comparacion con el presente estudio ya
que el principal agente causal de IVU segun el estudio realizado en Uruguay
fue Eschericha coli, pero sin embargo a pesar de ser el mismo agente causal
encontrado en la presente investigacion, el porcentaje encontrado es de un 39,

ademas en el presente estudio no se encontrd S. saprophyticus.

En otro estudio realizado en la Universidad Nacional de Colombia se encontrd
qgue el germen mas frecuentemente aislado corresponde a: E. coli en un 88.9%
Proteus spp. 5,1% Klebsiella spp. 3,7% Enterobacter spp. 1%, Citrobacter spp.

1% y Staphylococcus epidermidis 0,3% 22

En la presente investigacion se encontré un menor porcentaje de E. coli, cabe
destacar que en nuestro estudio se encontré Proteus mirabilis en un 17%,
Poteus vulgaris en un 11%, Klebsiella oxytoca en un 22%, Enterobacter
agglomerans en un 6%, Staphylococcus epidermidis en un 6, porcentajes que
son mayores en comparaciéon con el estudio realizado en Colombia, ademas en

la presente investigacion no se encontrd Citrobacter spp.

Por lo tanto las mujeres en el rango de 33-42 afios son las mas afectadas por
bacterias como Escherichia coli (39%), Klebsiella oxytoca (22%), Proteus
mirabilis (17%), Proteus wvulgaris (11%), Enterobacter agglomerans vy

Staphylococcus epidermidis con 6% respectivamente.
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8. CONCLUSIONES



e Los principales agentes bacterianos que causaron infecciones de vias
urinarias en la poblacion fueron Escherichia coli, con 39% seguido por
bacterias como Klebsiella oxytoca con 22%, Proteus mirabilis con 17%,
Proteus vulgaris con 11 %, Enterobacter agglomerans y Staphylococcus

epidermidis con 6%

e El grupo etareo mas vulnerables a adquirir infecciones de vias urinarias

fueron las mujeres de edad comprendida entre 33 y 42 afios en un 28 %.

e Al final de la presente investigacién se entregd los resultados obtenidos del
andlisis a la poblacion y al médico que laboran en el subcentro de salud de
la parroquia Sanguillin, para que de ser necesario se tome las medidas
correspondientes con las mujeres que presentaron infeccibn de vias

urinarias.
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9. RECOMENDACIONES



Es recomendable que las autoridades de la Universidad Nacional de
Loja a través de su Carrera de Laboratorio Clinico, impulsen e inviertan
en investigaciones con caracteristicas cientificas que alcancen
resultados trascendentes, y utilicen diferentes muestras poblacionales o
grupos etarios que permitan establecer mas estadisticas ligadas a

nuestro medio.

A las mujeres en edad fértil, realizarse chequeos ginecoldgicos cada 6
meses y ante sintomas como: Dolor o ardor al momento de miccionar,
necesidad frecuente o intensa de orinar, aunque haya poca orina que
eliminar, dolor en la espalda o en la parte baja del abdomen, orina turbia,
oscura, sanguinolenta o que tiene un olor raro; fiebre o escalofrios,

porque podrian estar enfrentando algun tipo de IVU.

Utilizar, preferentemente, cajas Petri descartables y estériles en lugar
de aquellas fabricadas con vidrio, de esta manera se impide reutilizarlas,
evitando la posibilidad de contaminacién de los medios de cultivo por

mala esterilizacion
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ANEXO N.- 1

FORMULARIO DE REGISTRO DE RESULTADOS DE UROANALISIS
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ANEXO N.- 2
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ANEXO N.- 3

Cariamanga, 25 de enero del 2013

Dra. Sevigne Aguirre

DIRECTORA DEL HOSPITAL JOSE MIGUEL ROSILLO DEL CANfON CALVAS

De mis consideraciones:

Yo Andrea Yuliana Ojeda Merino, estudiante del 7mo. Médulo de la carrera de
Laboratorio Clinico del Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de
Loja, le hago llegar un cordial saludo deseandole éxitos en su vida laboral.

Me he propuesto realizar un andlisis clinico en la poblacion mas vulnerable de la
parroquia Sanguillin, del barrio Pasallal con el fin de aportar con el fin de aportar
con los resultados de los analisis para la identificacion, prevencion y tratamiento
de posibles infecciones de las Vias Urinarias en la poblacion.

Con la finalidad de dar cumplimiento al proyecto de tesis denominado ‘
“IDENTIFICACION DE AGENTES BACTERIANOS CAUSANTES DE
INFECCIONES DE VIiAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 a 60 ANOS DEL
BARRIO PASALLAL DE LA PARROQUIA SANGUILLIN DEL CANTON
CALVAS”.

A través del presente le solicito a usted de la manera mas respetuosa autorice la
participacién del Doctor Carlos Jiménez, encargado del Subcentro de la Parroquia
Sanguillin y me brinde su colaboracién en el seguimiento y tratamiento de posibles
infecciones que se encuentren durante mi estudio.

Segura de contar con su apoyo para la realizacion de este proyecto de
trascendental importancia social, de antemano le agradezco la atencién brindada.

Att.

Andrea Yuliana Ojeaa Merino

TESISTA




ANEXO N.- 4

Loja, 26 de Febrero del 2013

Doctor

Fahian Betancur

JEFE DEL LABORATCRIC SAN CAE!
De mis consideraciones

Yo, ‘Andrea Yuliana Qjeda Merino, poriador de la cédula de ciudadania con nimero
1105141905, estudiante de la carrera de Laboratorio Clinico; me difjo muy
comedidamente, para solicitarle que me permita el uso de las instalaciones y equipos
del Laboratorio, para realizar los analisis de las muestias de onna de mi proyecio de
tesis denominado “IDENTIFICACION DE AGENTES BACTERIANOS CAUSANTES
DE iINFECCIONES DE VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 a 6C ANOS DEL
BARRIC PASALLAL DE LA PARROQUIA SANGUILLIN DEL CANTON CALVAS”;
durante el mes de Febrero 2013, diche desarrolio sera previo a la obtencion del Titulo
de Licenciada en Laboratorio Clinico.

Por la favorable atencién que se digne a dar a la presente, le anticipo mis sinceros

agradecimientos.

Atentamente e
(‘ — -——
i*-* »"*":.’:"L .............................
Andrea Yuhana“b;eda Merino
110514

NICO
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LABORATORIO CLINICO

O\ SAN GABRIEL

/ Mg’ammw cadn din para cuidar su salud!

Loja, 23 de julio del 2013

Dr. Fabian Betancourt B. :
PROPIETARIO DE LABORATORIO CLINICO SAN GABRIEL

CERTIFICA:

Que la Srta. ANDREA YULIANA OJEDA MERINO con C.I. 1105141905 realiz6 en
este laboratorio el procesamiento de las muestras para el trabajo de campo de

la tesis titulada:IDENTIFICACION DE AGENTES BACTERIANOS CAUSANTES
DE INFECCIONES DE VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 a 60 ANOS DEL
BARRIO PASALLAL DE LA PARROQUIA SANGUILLIN DEL CANTON
CALVAS, durante el periodo marzo 04 al 08 de marzo del 2013 , en el horario de
08:00 am a 13:00 pm.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al interesado
Hacer uso del presente para lo que estime conveniente.

Atentamente,

™

LABCRATORIO CLINICO
“SAN GABRIEL"

g A
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“PROPIETARIO LABORATORIO CLINICO SAN GABRIEL
/ /
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ANEXO N.- 5

Cariamanga, 25 de enero del 2013

Sr. Benjamin Imaicela

PRESIDENTE DEL BARRIO PASALLAL DEL CANTON CALVAS

De mis consideraciones:

Yo Andrea Yuliana Ojeda Merino, estudiante del 7mo. Médulo de la carrera de
Laboratorio Clinico del Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de
Loja, reciba mis saludos y éxitos en sus labores que tan acertadamente realiza.

Solicito a usted se me conceda el permiso para desarrollar el tema de tesis
denominado “IDENTIFICACION DE AGENTES BACTERIANOS CAUSANTES DE
INFECCIONES DE VIAS URINARIAS EN MUJERES DE 12 a 60 ANOS DEL
BARRIO PASALLAL DE LA PARROQUIA SANGUILLN DEL CANTON
CALVAS’.

Asi mismo me facilite una instalaciéon adecuada para la toma de las muestras de
orina, con el afan de contribuir con datos significativos y reales ayudando al
mejoramiento de salud de los habitantes, creo oportuno realizar esta tematica en
el barrio, tomando en cuenta la problematica que presentan las personas que
habitan en esta zona.

Conocedora de su espiritu de colaboracién, le anticipo mis sinceros
agradecimientos.

Att.

ecpdo

7 — — Q
Andrea Yuliana Ojeda Merino /‘@L{i
Rt

TESISTA



ANEXO N.- 6

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
LABORATORIO CLINICO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y O portador de la cédula
NUMEIO.....eieiie i eeeann, manifiesto que he recibido informaciéon acerca

de los analisis de orina y uro-cultivo.

Seguro que después de realizarme el andlisis se me hara la entrega de los resultados
obtenidos para un tratamiento médico oportuno en caso que lo requiera, en
consecuencia autorizo libre y voluntariamente a la estudiante de la carrera de

Laboratorio Clinico, Andrea Ojeda, realice el andlisis de la muestra de orina.

Fecha: Loja/ / /2012 Firma: ...



. ANEXO N.- 7

TRIPTICO DE LAS
CONDICIONES Y TOMA DE
MUESTRA

PREPARACION DEL

PACIENTE
Los pacientes deben
informarse sobre las

condiciones en las que deben
estar para poder obtener cada
una de las muestras. EI
laboratorista debe asegurarse
gue se hayan cumplido estas
instrucciones antes de
presentarse al laboratorio,
pues ello va a influir en la
obtencion de resultados reales,

confiables y de calidad.

MUESTRAS DE ORINA EN
MUJERES

v' El examen debe realizarse fuera
del periodo menstrual, ya que la
sangre se mezcla con la orina y
puede dar lugar a interpretacién
errénea del resultado.

v’ Lavarse los labios de Ila
vagina y la wvulva, con
abundante agua y jabon.

v No tener relaciones sexuales,
la noche previa al examen.

v Es preferible la primera
orina de la mafana, ya que
es una muestra
representativa.

v Eliminar la primera parte del
chorro de orina. Recoger el
chorro intermedio.

Utilice un envase transparente,

de boca ancha y estéril que lo

puede conseguir en la
farmacia. No se debe utilizar
un recipiente cualquiera que se
encuentre en casa porgue no
esta debidamente desinfectado

ni esterilizado.



PROTOCOLO DE PROCEDIMIENTOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

PROTOCOLO N.-8.1
BIOSEGURIDAD

e Se vestird en todo momento el traje protector dentro del Area de

Laboratorio.

e Se emplearan guantes protectores en todos los procedimientos a realizarse
para evitar contaminaciébn alguna con las muestras potencialmente
infecciosas; una vez utilizados los guantes se retiran de forma a séptica y
se colocan en el recipiente de desechos infecciosos. Luego se procede a

lavar las manos.

e EIl personal debera lavarse las manos después de manipular materiales
infecciosos, asi como antes de abandonar la zona del trabajo del

laboratorio.

e Estara prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio, por
ejemplo, en cafeterias, oficinas, salas para personal y bafios.

e Se usara calzado especificé para esta area.

e En el laboratorio se prohibird comer, beber, fumar, aplicarse cosméticos.

e Estara prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en

las zonas de trabajo del laboratorio.

e La ropa protectora de laboratorio no se guardara en los mismos armarios

gue la ropa de casa.



PROTOCOLO N.- 8.2
TOMA, RECOLECION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

e Tomarecoleccion de la muestra.

e La orina se recogerd en un recipiente estéril de boca ancha y tapa
con rosca, durante la mitad de la miccién previo un cuidadoso lavado
de los genitales externos realizados con agua y jabon. Se recogera
directamente en el recipiente.

e Asi manera se evita la contaminacién de la flora normal de la parte
externa y el orificio terminal del sistema urinario; ademas la mujer
debe evitar la contaminacion vaginal.

e Recoger una cantidad adecuada para poder realizar el andlisis

respectivo.

e Transporte de la muestra.

e Los recipientes de las muestras recolectadas, deberan estar

esterilizados.

e Las muestras del laboratorio deben ser enviadas directamente al
laboratorio para realizar su analisis, de preverse la tardanza en llegar a
su estudio, es necesario trasladarlas de forma refrigerada, ya que al ser
la orina un excelente medio de cultivo, las bacterias podrian proliferar

rapidamente, falseando los resultados.



PROTOCOLO N.- 8.3

PROCEDIMIENTOS PARA LA REALIZACION DE MEDIOS DE

DEFINICION.-

CULTIVO
AGAR SANGRE

Agar Sangre: medio con propdsitos generales para el aislamiento y cultivo de

todas las bacterias de importancia clinica, excepto las mas exigentes. Con la

adicion de sangre, el medio es util para el aislamiento y cultivo de

microorganismos aerobios y anaerobios nutricionalmente exigentes a partir de

una gran variedad de muestras, como para la observacion de reacciones de

hemolisis. El medio consiste en una base que contiene una fuente

proteinas, digerido proteico de soja, cloruro, agar y sangre de carnero al 5%.

PROCEDIMIENTO:

PROCEDIMIENTO

Leer el avance del polvo para la
preparaciéon de Agar Sangre,
donde se debe suspender 40 g.
de polvo en un litro de agua

destilada.

Realizar el célculo de la
cantidad de medio de -cultivo
necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de

una regla de tres.

PASO ACTIVIDAD
Lectura de las indicaciones
1
2 Pesaje

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar.
Pesar la cantidad necesaria de
polvo de preparacion. Colocar el

polvo del agar. Ya pesado en el

de



matraz Erlenmeyer, afadir el
agua destilada necesaria para

completar el volumen requerido.

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion y no dejar

grumos.

Disolucion del polvo a través

de fuente de calor

Se coloca el matraz al calentar.

Cuando la solucion esta

homogénea, se retira de la

fuente de calor

Esterilizacion del medio de

Cultivo

Con gasa se tapa el matraz,

teniendo cuidado de dejar
compacto. Colocar papel
aluminio sobre la boca del

matraz y ajustar con el elastico.

Colocacion de la sangre

humana

Enfriar el medio del cultivo

preparado hasta una

temperatura entre 45-50 ° C,
al 5% vy

agregar sangre

homogenizar.

Distribucién del medio de

cultivo y solidificacién

Distribuir el medio en las cajas
de Petri estériles, siguiendo la
técnica aséptica. Ya solidas, se
tapan adecuadamente.

Control de calidad de los
medios

de cultivo

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando
1 al 5% de

colocando en

la partida vy
incubacion con

una temperatura de 35°-37°C




durante 48 horas, si aparece

contaminacion utilizar.

Empaquetar el medio de cultivo
8 Almacenamiento y con papel aluminio (no mas de
Conservacion 10 cajas invertidas).

Rotular con nombre y fecha.

Almacenar en refrigeracion.

PROTOCOLO N.- 8.4
PROCEDIMIENTOS PARA LA REALIZACION DE MEDIOS DE
CULTIVO
AGAR MAC-CONKEY

DEFINICION.-

Agar Mac-Conkey: Medio de cultivo usado para el aislamiento selectivo de
entero bacterias, se caracteriza por contener lactosa y un indicador de cambio
de pH que detecta la actividad fermentadora sobre este azlcar, que vira al rojo
ladrillo en medio acido. Las sales biliares y el cristal violeta actian como

inhibidores, ademas este medio tiene sustancias inhibidoras de gram-positivos.

PROCEDIMIENTOS:

PASO ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Leer el envase del polvo para la
preparacion de Agar Mac-Conkey,
segun la cual se debe suspender
1 Lectura de las indicaciones | 40 g del polvo en un litro de agua

destilada.

Realizar el célculo de la cantidad

de medio de -cultivo necesario,




tanto del polvo como del agua
destilada, a través de una regla de

tres.

Pasaje

Colocar una luna de reloj de vidrio
sobre la balanza y tarar. Pesar la
cantidad necesaria de polvo de
preparacion. Colocar el polvo del
agar, ya pesado en el matraz
Erlenmeyer. Afadir el agua
destilada necesaria para completar
el volumen requerido.

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion tratando de no

dejar grumos

Disolucién del polvo a través

de una fuente de calor

Se inicia el calentamiento del
matraz. Cuando la solucién esté
homogénea, se retira de la fuente

de calor.

Esterilizacion del medio de

Cultivo

Con gasa se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar
compacto. Colocar papel aluminio
sobre la boca del matraz y ajustar

con un elastico.

Esterilizar en autoclave por 15

minutos a 121 °C.

Distribuciéon del medio de

cultivo y solidificacion

Distribuir el medio en las cajas de
Petri estériles siguiendo la técnica
aséptica. Ya soOlidas, se cierran

adecuadamente.




6 Control de calidad de los

medios de cultivo

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando del
1 al 5% de la partida y colocando
en incubacion con una
temperatura de 35 °-37 ° C durante
48 horas; Si aparecen
contaminantes en el medio, se

debe adquirir una partida nueva.

7 Almacenamiento y

conservacion

Empaquetar el medio de cultivo
con papel aluminio (no mas de 10
cajas invertidas).

Rotular con nombre y fecha.
Almacenar y conservar las placas

a una temperatura de 2-8°C

PROTOCOLON. -85

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO DE

AGAR CLED.

DEFINICION

AGAR CLED: Agar (cistina-lactosa deficiente en electrolitos) es un medio de

cultivo diferencial para aislar y contar las bacterias presentes en la orina.

Favorece el crecimiento de los patdgenos y contaminantes urinarios aunque,

debido a la ausencia de electrolitos, impide la indebida proliferacién de

especies de Proteus. Lactosa en el medio con el objeto de proporcionar una
fuente de energia. Lactosa en el medio con el objeto de proporcionar una

fuente de energia para los microorganismos capaces de utilizarla a través de

un mecanismo de fermentacion. Como indicador del pH se utiliza azul de

bromotimol, para diferenciar los microorganismos fermentantes de lactosa y los

no fermentantes.




PASO

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Lectura de las indicaciones

Leer el avance del polvo para la
preparacion de Agar CLED,
donde se debe suspender 40 g.
de polvo en un litro de agua

destilada.

Realizar el calculo de la cantidad
de medio de cultivo necesario,
tanto del polvo como del agua
destilada, a través de una regla

de tres.

Pesaje

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar.
Pesar la cantidad necesaria de
polvo de preparacion. Colocar el
polvo del agar, ya pesado en el
matraz Erlenmeyer. Afadir el
agua destilada necesaria para

completar el volumen requerido.

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion tratando de no

dejar grumos.

Disolucion del polvo a través

de fuente de calor

Se coloca el matraz a calentar.
Cuando la solucién esta
homogénea, se retira de la fuente

de calor.

Esterilizacion del medio de

Con una gasa se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar

compacto. Se coloca papel




Cultivo

aluminio sobre la boca del matraz
y ajustar con el elastico.
Esterilizar en autoclave por
15minutos a 121° C.

Distribucion del medio de

Distribuir el medio en las cajas
Petri estériles, siguiendo la
técnica aséptica. Ya sdlidas, se

tapan adecuadamente.

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando
del 1 al 5% de la partida y
colocando en incubacion con una
temperatura de 35° -37 ° C
durante 48 horas; si aparece

contaminacion, no utilizar.

5 cultivo y solidificacion
6 Control de calidad de los
medios
de cultivo
7 Almacenamiento y

Conservacion

Empaquetar el medio de cultivo
con papel aluminio (no méas de 10
cajas invertidas).

Rotular con nombre y fecha.

Almacenar en refrigeracion.

PROTOCOLO N.- 8.6

Pasos para la elaboracion del andlisis de orina:

Es la evaluacién fisica, quimica y microscopica de la orina. Dicho andlisis

consta de muchos examenes para detectar y medir diversos compuestos que

salen a través de la orina.

Hay tres pasos basicos para un analisis de orina completo:




e Color y apariencia fisica:

e Aspecto
° pH
e Densidad

e Apariencia quimica:

Con una tira especial ("tira reactiva") se evalian diversas sustancias en la
orina. La tira reactiva contiene pequefias almohadillas de quimicos que
cambian de color cuando entran en contacto con las sustancias que interesa
analizar; incluyen:

e Proteinas

e Glucosa

e Cuerpos Cetbnicos

e Bilirrubinas

e Urobilindgeno

e Sangre

e Nitritos

e Apariencia microscopica (Sedimento urinario)

e Partir de un volumen de orina de 8-12 ml

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm

Decantar la orina y dejar solo el sobrenadante.

¢ Colocar una gota de orina en el porta objetos cubrirla con el cubre
objetos.

e Llevar a observar al microscopio con el lente de al menos 10

campos (x40)

Se observara lo siguiente en el microscopio:
e Células altas o bajas
e Leucocitos
e Piocitos
e Hematies

e Cilindros



e Cristales urinarios
e Moco
e Bacterias

e Otras sustancia

PROTOCOLO N.- 8.7

Siembra en los medios de cultivo: agar Sangre, agar Mac- Conkey, agar

CLED.

v' Tomar una porcion de la muestra con el asa calibrada y estilizada
haciendo una descarga en un punto de la placa de siembra.

v' A partir del punto de inoculaciébn comenzar a estriar con el asa
bacteriologica estéril, haciendo lineas horizontales separando sin
volver sobre las mismas en el agar sangre.

v' Para sembrar en el cultivo de MacConkey y Cled se debe hacer una
zona de descarga recta y a partir de esa comenzar hacerlas
estriaciones y hacer una picadura.

v' Una vez sembrado se esterilizara el asa bacteriolégica.

v' Guardar las cajas petri en forma invertida incubando a 37°C durante
24 horas

PROTOCOLO N.- 8.8

PROCEDIENTOS PARA LA PREPARACION DEL MEDIO TRIPLE AZUCAR
(TSI):

DEFINICION.-

TSI se usa para determinar si un bacilo Gram negativo utiliza a glucosa y
lactosa o la sacarosa de manera fermentativa y formar sulfuro de hidrogeno
(H2S. EI TSI contiene 10 partes de lactosa, 10 partes de sacarosa, 1 parte de
glucosa y peptona. El rojo fenol y el sulfato ferroso funcionan como
indicadores de acidificacion y formacion de H,S, respectivamente. La

formacion de CO; e H; (hidrogeno gaseoso) es indicada por la presencia de



burbujas o grietas en el agar o por la separacién del agar de los lados o el
fondo de tubo. La produccion de hy,s requiere un medio &cido y se manifiesta

por un color negro del medio en el fondo del tubo.

PROCEDIMIENTO:

PASO ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se debe leer el avance del polvo
para la preparacion de Agar
(TSI), segun el cual por cada 1
1 litro de preparacién debe aplicar
6.5g de polvo de preparacion.

Lectura de las indicaciones | Realizar el calculo de la cantidad,
el medio de cultivo necesario,
tanto del polvo como del agua
destilada, a través de una regla

de tres.

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar. Se
pesa la cantidad necesaria de
Pesaje polvo de preparacion. Se
2 introduce el polvo ya pesado en
el matraz Erlenmeyer. Se lleva la
preparacion aforo con agua
destilada.

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacién tratando de no

dejar grumos.

Se coloca el matraz a calentar.
Disolucion del polvo através | Cuando la  solucibn  esta
3 de fuente de calor homogénea, se retira de la fuente
de calor.




Esterilizacion del medio de

Cultivo

Con una gasa se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar
compacto. Se coloca papel
aluminio sobre la boca del matraz
y se ajusta con el elastico. Se
lleva a autoclave por 15minutos a
121°C

Distribuciéon del medio de

cultivo y solidificacién

Distribuir 3ml del medio en tubos
de ensayo estériles, siguiendo la
técnica aséptica. Estos deben
estar tapados con algodon estéril
o0 tapones. Luego de verter el
medio en los tubos se inclina
para que forme un pico de flauta;
ya sélidos se tapa
adecuadamente el medio en las
cajas de Petri estériles, siguiendo
la técnica aséptica ya solida, se
tapa adecuadamente.

Control de calidad de los
medios

De cultivo

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando 1
al 5% de la partida y colocando
en incubacion con una
temperatura de 35°C durante 48
horas, si aparece contaminacion

no utilizar.

Almacenamiento y

Conservacion

Se coloca los medios en una
gradilla. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar en

refrigeracion.




PROTOCOLO N.-8.9

PROCEDIENTOS PARA LA PREPARACION DEL MEDIO SULFURO INDOL
MOVILIDAD (SIM)

DEFINICION.-

Determinar si un organismo es movil o inmévil, si es capaz de liberar acido
sulfhidrico por accion enzimatica de los aminoacidos que contienen azufre,
produciendo una reaccion visible de color negro; y, por ultimo, distinguir la
capacidad de desdoblar el Indol de la molécula triptéfano, ademas que la
consistencia del medio permite la observacibn de la movilidad de algunas

bacterias.

PROCEDIMIENTO:

PASO ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se debe leer el avance del polvo
para la preparacion de Agar SIM,
y suspender 24.3g del polvo en
1 un litro de agua destilada.

Lectura de las indicaciones | Realizar el calculo de la
cantidad el medio de cultivo
necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de

una regla de tres.

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar. Se
pesa la cantidad necesaria de
polvo de preparacion. Se
2 Pesaje introduce el polvo ya pesado en

el matraz Erlenmeyer. Se lleva la




preparacion aforo con agua

destilada.

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion tratando de no

dejar grumos.

Disolucion del polvo a través

de fuente de calor

Se coloca el matraz a calentar.
Cuando la solucién esta
homogénea, se retira de la fuente

de calor.

Esterilizacion del medio de

Cultivo

Con gasa se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar
compacto. Se coloca papel
aluminio sobre la boca del matraz
y se ajusta con el elastico. Se
lleva a autoclave por 15minutos a
121° C.

Distribucion del medio de

cultivo y solidificacion

Distribuir 3ml del medio en tubos
de ensayo estériles siguiendo la
técnica aseptica. Se deben tapar
con algodon estéril o tapones ya

sélidos, adecuadamente.

Control de calidad de los

medios de cultivo

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando 1
al 5% de la partida y colocando
en incubacion con una
temperatura de 35° C durante 48
horas, si aparece contaminacion

no utilizar.




Se coloca los medios en una

7 Almacenamiento y gradilla. Rotular con nombre y
Conservacion fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar y

conservar a una temperatura de
2-8°C

PROTOCOLO N.-8.10

PROCEDIENTOS PARA LA PREPARACION DEL MEDIO CITRATO DE
SIMMONS.

DEFINICION.-

Es una prueba bioquimica que determina la capacidad de un microorganismo
de utilizar de citrato como fuente Unica de carbono para el metabolismo y el
crecimiento con alcalinidad resultante. Prueba para la identificacion de la

familia Enterobacteriaceae y de bacterias no fermentadoras.

PASO ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se debe Leer el avance del
polvo para la preparacion de
Lectura de las indicaciones | Agar Citrato. Segun la cual por
1 cada 1 litro de preparacion debe
haber 36.23¢g polvo de
preparacion.

Realizar el célculo de la
cantidad el medio de cultivo
necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de

una regla de tres.




Pesaje

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar. Se
pesa la cantidad necesaria de
polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en
el matraz Erlenmeyer. Se lleva la
preparacion aforo con agua

destilada

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion tratando de no

dejar grumos.

Disolucidén del polvo a través
de fuente de calor

Se coloca el matraz a calentar.
Cuando la soluciéon esta
homogénea, se retira de la fuente

de calor

Esterilizacion del medio de
Cultivo

Con gasa se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar
compacto. Se coloca papel
aluminio sobre la boca del matraz
y se ajusta con el elastico. Se
lleva a autoclave a 15 minutos a
121°C

Distribucion del medio de

cultivo y solidificacién

Distribuir 3ml del medio en tubos
de ensayo estériles siguiendo la
técnica aséptica. Y deben estar
tapados con algodon estéril o
tapones, luego de verter el medio
en los tubos a esto se lo inclina
para que forme un pico de flauta

ya solidos, se tapan




adecuadamente.

Control de calidad de los
medios

De cultivo

Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando 1
al 5% de la partida y colocando
en incubacion con una
temperatura de 35-37° C durante
48 horas, Si aparece

contaminacion no utilizar.

Almacenamiento y

Conservacion

Se coloca los medios en una
gradilla. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar y
conservar a una temperatura de
2-8°C

PROTOCOLO N.- 8.11

DEFINICION.-

La urea es una diamida del acido carbonico, cuya hidrolisis por accion de la

ureasa da 2 moléculas de amoniaco. La ureasa es una enzima constitutiva que

PROCEDIENTOS PARA LA PREPARACION DEL MEDIO UREA.

se sintetiza independientemente de la presencia o no de la urea. La prueba

determina la capacidad de la bacteria de desdoblar la urea, con la consiguiente

alcalinizacién del medio. Es una actividad caracteristica de especies de Proteus

y se usa para diferenciar Klebsiella (+) de Escherichia (-) y Proteus (+ rapido)

de Providencia (-); Yersinia pseudotuberculosis (+) de Yersinia pestis (-)

PASO

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Lectura de las indicaciones

Se debe Leer el avance del
polvo para la preparacion de

Agar urea. Segun la cual por




cada 1 litro de preparacion debe
haber 36.23g polvo de
preparacion.

Realizar el célculo de la
cantidad el medio de cultivo
necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de

una regla de tres.

Pesaje

Colocar una luna de reloj de
vidrio sobre la balanza y tarar. Se
pesa la cantidad necesaria de
polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en
el matraz erlenmayer. Se lleva la
preparaciéon aforo con agua
destilada

Resolver la mezcla utilizando la
varilla de agitacion tratando de no

dejar grumos.

Disolucion del polvo

Este no se debe calentar para
disolver, ya que la urea se
descompone por su

calentamiento.

Distribucion del medio de

cultivo y solidificacion

Distribuir 3ml del medio en tubos
de ensayo estériles siguiendo la
técnica aséptica. Y deben estar
tapados con algodon estéril o
tapones, luego de verter el medio
en los tubos a esto se lo inclina
para que forme un pico de flauta
ya solidos, se tapan

adecuadamente.




Realizar el control de calidad de
los medios de cultivo, retirando 1

5 Control de calidad de los al 5% de la partida y colocando
medios en incubacion con una
De cultivo temperatura de 35-37° C durante
48 horas, Si aparece
contaminacion no utilizar.
Se coloca los medios en una
6 Almacenamiento y gradilla. Rotular con nombre y

Conservacion

fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar y
conservar a una temperatura de
2-8°C

PROTOCOLO N.- 8.12

PROCEDIMIENTOS PARA LA REALIZACION DE LA TINCION DE GRAM.

Preparacion de frotis.

Se toma una muestra de colonias con el asa y se hace un frotis en el centro del

portaobjetos.

Tincion.

- Colocar el cristal de violeta sobre el frotis, durante un minuto.

- Enjuagar suavemente con agua destilada.

- Afadir lugol sobre el frotis, durante un minuto

- Enjuagar suavemente con agua destilada

- Colocar alcohol cetona, durante un minuto

- Enjuagar suavemente con agua destilada

- Colocamos fushina, durante un minuto

- Enjuagar suavemente con agua destilada




- Dejarlo secar
- Posteriormente leer en el microscopio con el lente 100x utilizando aceite

de inmersion para ver qué tipos de bacterias hay.

PROTOCOLO N.- 8.13
PRUEBA DE LA CATALASA

- Tomar con el asa una coloniay depositarla sobre un porta objetos.

- Afadir con una pipeta una gota de agua oxigenada al 3%.

RESULTADOS: Se considera la prueba positiva cuando se observa
desprendimiento de burbujas de gas, debido a la presencia de enzima catalasa

que presenta la bacteria.
PRUEBA DE CUAGULASA

e La prueba puede hacerse partiendo directamente de una colonia
obtenida en la placa de aislamiento.

e Se utiliza plasma de humano o de conejo.

e Con un asa esterilizada, tomar varias colonias del cultivo y colocarlas en
el 0.5 ml de plasma.

e Homogenizar bien, hasta que las colonias se hayan suspendido en el
plasma.

e Incubar el tubo a 37°C, leer a la hora vy a las 4 horas.

Resultado: se considera prueba positiva a la formacion de un coagulo, que se
observa al inclinar con cuidado al tubo. Los tubos se leen hasta las cuatro
horas pero aln no se da un resultado como negativo (ausencia del coagulo)

hasta que pase 24 horas.
PRUEBA DE CITRATO

- El medio de cultivo que se utiliza es agar citrato con pico de flauta, el

cual debe reposar en un tubo de ensayo.



- Con el asa esterilizada, tomar una colonia y sembrar en el agar citrato
sobre el pico de flauta, tocando con la punta de un asa recta, una colonia
de 18 a 24 horas.

- Incubar a 37°C, durante 24 horas.

RESULTADOS

- La observacion de crecimiento sobre el pico de flauta.
- La variacion de coloracion de verde a azul, debido a la alcalinizaciéon

del medio.
PRUEBA DE TSI

- Se utiliza el Agar con Triple Azucar y Hierro (TSI), el cual debe estar
distribuido en tubos, terminando en pico de flauta.

- Con un asa esterilizada, tomar una colonia cuidadosamente del cultivo
en placa.

- Hacer la puncion o picadura recta en el medio hasta la mitad del fondo
del tubo. Y luego sacar el asa por el mismo lugar donde se hizo la
puncion.

- Con la misma asa y antes de sacarla completamente del tubo, hacer la
estria en la superficie del pico de flauta.

- Flamear la boca del tubo, tapar y esterilizar el asa hasta el rojo vivo.

- Incubar a 37°C durante 24 horas.

RESULTADOS:

- Produccion de acido a partir de la glucosa.

- Se pone de manifiesto en al aparte inferior del medio al producirse un
cambio de color debido al viraje del indicador de pH que pasa de rojo —
naranja a amarillo (acido).

- Produccion de gas a partir de la glucosa.

- Los gases producidos son el CO, Y SH; productos terminados del

metabolismo de la glucosa, que se aprecia por la aparicion de burbujas e



la parte inferior del medio, por una produccién de grietas en su interior o
incluso por una elevaciéon del medio que se separa del fondo.

- Produccion de acido a partir de la lactosa y sacarosa.

- Cambios de color en la parte superficie del medio ( pico de flauta)

- Produccion de &cido sulfhidrico.

- Se manifiesta por un ennegrecimiento del medio en la linea de inoculacion
o sobre la capa superficial. En cultivos de bacterias muy productoras de SH,
a veces llega a ennegreces todo el medio, ocultando la reaccion acida de la
parte inferior del medio (tubo), pero si se ha formado SH, existe una
condicién acida en esta zona por lo que se considera el resultado de la

produccion de acido, a partir de la glucosa como positivo.
PRUEBA DE SIM.

- Es un medio semisdlido, distribuido en tubos, permiten detectar la
presencia de acido sulfhidrico, Indol y movilidad.

- Con el asa esterilizada, tomar una colonia cuidadosamente del cultivo en
placa.

- Hacer la puncién o picadura recta en el medio hasta la mitad del fondo
del tubo. Y luego sacar el asa por el mismo lugar donde se hizo la
puncion.

- Flamear la boca del tubo y taparlo.

- Esterilizar el asa hasta el rojo vivo

- Dejar en incubacion durante 24 horas.

RESULTADOS:

Movilidad. Se interpreta el resultado observando macroscopicamente el medio.
Si el microorganismo es movil se producira una zona de difusién del
crecimiento a los lados de la linea de inoculacion. Si la bacteria es inmovil,

crecera sobre la linea de siembra.

Produccién de acido sulfhidrico: Da un color negro al medio de SIM.



Produccién de Indol: Después de la incubacién, se afade reactivo de
Kovacs, el cual debe agregarse, luego de realizar la observacion de la
movilidad y la produccién de &cido sulfhidrico. Al medio semisdlido de SIM, se
le afiade cinco gotas del reactivo, resbalandolo por la pared del tubo vy agitar
suavemente. La aparicion de un anillo color rojo en la superficie del medio
indica la produccion de Indol. Si no se forma el anillo rojo, se considera la

prueba negativa.
PRUEBA DE LA UREA

- El medio que se utiliza es el agar Urea, distribuido en tubos.
- Esterilizar el asa y recoger una colonia del medio de cultivo.
- Hacer un pigue en linea recta.

- Flamear la boca del tubo en el mechero y tapar.

- Esterilizar el asa hasta el rojo vivo.

- Incubar el tubo durante 24 horas.

RESULTADOS: Se considera positiva si el medio adquiere una tonalidad

rosada y negativa si mantiene su coloracion inicial.



ANEXO N. 9: FORMATO DE REPORTE DE RESULTADOS

LABORATORIO CLINICO SAN GABRIEL
Direccidn: Av. Orillas del Zamora y Virgilio Abarca Atencién: 07H00 a 18H00

Teléfono: 574893

ORINA
NOMDBIe del PACIENTE.......cievie ettt et st st s et es s et st ananas
o 1o OO USRS RRRR
FOONA e e e e s e e e bbbt et ettt et een
MEAICO SOIICITANTE .. c.ueviee ettt sttt st e et e s et e s e ses e s e e s
Caracteristicas Sustancias Examen microscopio
Fisicas Quimicas del sedimento
COlOT e Proteinas......cccooveveenreeveneeenenencenenene Cel. AIRAS...ccoereecrieerce e
ASPECEO..iviiceirieee e, LeUCOSITOS... oot e Ce. Bajas...ccoeeeviniinieeseerevnieenie s
PHuoe e e GlUCOSA....eieeeeireeetrteeeere e LEUCOCITOS....uiiceeervecee et
Densidad........ccocevrvenireecrnenns C. CEtONICOS....ervereeeereeere e PIOCITOS .veve vt
Bilirrubina ..o Hematies......ccomvveveninncencnenn,
Urobilindgeno........ccccoeveeeeeerievieeenene Cilindros......cocoeeveierieece e
SANE ettt et eetee e s esreetess | eeseeetesraente e st et sre st e sresaeeenean
NIEFIEOS. cv vt Cristales......coeocviveererenirienereeerennn,
Bacterias....ccoveveevernninciirinniecnenn
MOCO....cuiiiriiiii s
Observaciones:




ANEXO N. 10: FORMATO DE REPORTE DE RESULTADOS

LABORATORIO CLINICO SAN GABRIEL
Direccidn: Av. Orillas del Zamora y Virgilio Abarca Atencién: 07H00 a 18H00

Teléfono: 574893

PRUEBAS BACTERIOLOGICAS
CULTIVO

Nombre del paciente:
Edad:

Fecha de recepcion:
Tipo de muestra: ORINA
Germen identificado:

Contaje de colonias:

Fechade entrega: .oocecveevericiiieiieririreeseneneenens

Firma del responsable: ..o



ANEXO N° 11: Fotografias del estudio realizado

Charlas a los habitantes del barrio Pasallal y entrega de triptico y recolector de orina

Registro de toma de datos  Preparacion de muestras para el trasporte




Medios de Cultivo

Control de calidad de los medios

24 horas de incubacion.
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Lectura de la tira reactiva




Siembra de la orina en medios Pruebas bioquimicas

Reactivo de kovacs en el Indol Resultados de Urocultivo
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