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1. Titulo:
Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que
asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja)



2. Resumen

La infeccidn de vias urinarias (IVU) se define como la invasion del aparato urinario
sano, por un grupo de microorganismos denominados uropatdgenos. Principalmente
afectan al sexo femenino, siendo 14 veces més frecuentes que en el masculino. Por estas
razones se plante6 como objetivo general: Determinar los agentes bacterianos causantes
de infeccion de vias urinarias en mujeres que asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja); y
como objetivos especificos: Identificar las bacterias gramnegativas aisladas en los
urocultivos y, Sefialar la distribucion de agentes causantes de infeccidn de vias urinarias
segun edad de la usuaria y area de servicio de salud. El estudio se realiz6 durante el
periodo Diciembre 2017- Abril 2018, tuvo un enfoque cuantitativo de tipo descriptivo,
prospectivo y transversal. El universo estuvo constituido por 394 usuarias y, 164
cumplieron los criterios de inclusion siendo la muestra. La identificacion bacteriana se
efectu6 mediante el equipo automatizado VITEK 2 Compact. Los principales agentes
etiologicos aislados pertenecen al grupo de bacilos gramnegativos, los cuales fueron
Escherichia coli (91%), Klebsiella pneumoniae (5%), Proteus mirabilis (3%) vy
Pseudomona aeruginosa (1%). Los grupos etarios mas afectados fueron adultos
(50.6%) y adultos mayores (26.6%), las areas de donde provino mayor numero de
aislamiento fueron emergencia (48.9%) y consulta externa (34.2%).

Palabras clave: Infeccidn de vias urinarias, mujeres, uropatdgenos, enterobacterias.



Summary

Urinary Tract Infection (acronym UTI) is defined as the healthy urinary tract invasion
by microorganisms group called uropathogens. They principally affect the female sex,
being 14 times more recurrent than in the male case sex. For whole these reasons, the
general aim of the present research project was to: To determine the bacterial agents
which cause Urinary Tract Infection in women attending the “Isidro Ayora” Hospital
(Loja); and as specific objectives: To identify isolated gram-negative bacteria in urine
cultures and, to indicate the distribution of agents causing urinary tract infection
according to the worker's or user’s age and health service area. The study was being
made during the term December 2017- April 2018, and it had had a quantitative
approach of a Descriptive, Prospective and Transversal sort. The universe or total
consisted of 394 users, and 164 met the inclusion criteria being the sample. Bacterial
identification was carried out using the VITEK 2 Compact automated equipment. The
principal etiological agents isolated have its place to the group of gram-negative bacilli,
which were Escherichia coli (91%), Klebsiella pneumoniae (5%), Proteus mirabilis
(3%) and Pseudomona aeruginosa (1%). The most part directly of them affected age
groups were adults (50.6%) and elderly adults (26.6%), the areas from which the
greatest number of isolation came were the emergency (48.9%) and the external
consultation (34.2%).

Key words: Urinary tract infection, women, uropathogens, enterobacteria.



3. Introduccién

La infeccidn de vias urinarias (IVU) es un término aplicable a muchos trastornos
clinicos que van desde la presencia asintomatica de bacterias en la orina, hasta una
severa infeccion del rifion con una septicemia resultante. Las IVU son las infecciones
nosocomiales mas frecuentes después de las infecciones del aparato respiratorio. Se
presentan con mayor frecuencia en el sexo femenino, se estima que hasta el 50% de las
mujeres pueden desarrollar una IVU a lo largo de su vida (Gonzélez. 2015; McAninch
& Lue, 2014, pag. 197).

Se considera que en Estados Unidos, las IVU son responsables de méas de 7 millones
de consultas ambulatorias, un millon de visitas al departamento de emergencia y
100.000 hospitalizaciones cada afio. Segun datos de la Sociedad Espafiola de Medicina
Preventiva, Salud Publica e Higiene, las VU son una de las infecciones adquiridas con
mayor frecuencia en el ambito hospitalario, llegando a alcanzar un 18.16% de todas las
infecciones nosocomiales en dicha nacion. Otros estudios sefialan que la IVU
nosocomial es la infeccion méas frecuente adquirida en el medio hospitalario y
representa hasta el 40% de todas las infecciones nosocomiales. En Ecuador, segln datos
del INEC (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos) del afio 2015, las IVU son un
problema de salud que se ubican en el sexto puesto dentro de las 10 principales causas
de morbilidad femenina (Balasina, Reina, & Lerena, 2015, pag. 213; INEC, 2015;
Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene, 2016; Tille, 2014,
pags. 919-920).

Los agentes bacterianos causantes de 1\VVU son en su mayoria bacilos gramnegativos
de la familia Enterobacteriaceae. Entre los agentes bacterianos responsables de
infecciones adquiridas en la comunidad encontramos que, Escherichia coli, es por lejos
el agente bacteriano que con mayor frecuencia se aisla, también se suelen identificar
especies de Klebsiella spp, Staphylococcus saprophyticus y Enterococos. En las
infecciones adquiridas en el ambiente hospitalario, los pacientes tienen mayor
probabilidades de ser infectados por Escherichia coli, especies de Klebsiella spp y
Proteus spp, Estafilococos, Pseudomona aeruginosa y otros bacilos no fermentadores
(Carroll, Mietzner, Miller, & Morse, 2016, pags. 231-232; Murray, Rosenthal, &
Pfaller, 2017, pag. 253; Tille, 2014, pag. 920).



La importancia del estudio de este tipo de infecciones reside en el enorme impacto
que tienen en la poblacién, ya que son cada vez mas recurrentes no solo en ambito
ambulatorio sino también en el nosocomial. El estudio de los agentes etioldgicos
causantes de estas infecciones, asi como el de los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de los mismos, son indispensables para controlar el desarrollo de estas
patologias. Cabe recalcar que las IVU representan un grave problema de salud a nivel
mundial, ya que la incidencia de las mismas esta aumentado y junto con ellas la
aparicion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos, los cuales hacen que

sea mas dificil el tratar a las personas que padecen de estas infecciones.

Por todas estas razones este estudio se desarrolla dentro un Macroproyecto de
Investigacion denominado ‘“Caracterizacion molecular de Betalactamasas aisladas en
muestras de orina procedentes de los Hospitales Isidro Ayora y SOLCA de Loja”; cuyo
primer objetivo especifico sefiala: “Identificar la cepa bacteriana aislada en los
urocultivos”, siendo este el punto de partida para el desarrollo de todo el estudio

realizado.

Por lo tanto el propdsito de la investigacion fue determinar ¢Cuales son los agentes
bacterianos causantes de IVU en mujeres que asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja)?,
para dar respuesta a esta pregunta se plante6 como objetivo general: “Determinar los
agentes bacterianos causantes de infeccidn de vias urinarias en mujeres que asisten al
Hospital Isidro Ayora (Loja)” y como especificos: “Identificar las bacterias
gramnegativas aisladas en los urocultivos” y “Sefialar la distribucion de agentes
causantes de infeccidn de vias urinarias segun edad de la usuaria y area de servicio de

salud”.

La informacidén obtenida sobre la etiologia bacteriana de estas infecciones sera
empleada para brindar un mejor y rapido tratamiento de las mismas. Ademas, los datos
que generen podran ser usados por los servicios de laboratorio como sustento para la
identificacion de los agentes bacterianos causantes de la infecciones de vias urinarias,
ya que al contar con datos epidemioldgicos propios de nuestra localidad se tendra un
antecedente de cuéles seran los posibles agentes bacterianos relacionados con estas

infecciones.



4. Revision de literatura
4.1 Aparato urinario

El aparato urinario humano estd formado por dos rifiones, dos uréteres, la vejiga
urinaria y la uretra. Los rifiones producen la orina la cual es transportada por los uréteres
hasta la vejiga. Esta Gltima tiene la funcion de reservorio de la orina, la cual se vacia a
intervalos a través de la uretra. La orina se origina por un ultrafiltrado del plasma, la
reabsorcion de agua y sustancias filtradas esenciales para la funcion corporal convierten
aproximadamente 170 000 mL de plasma filtrado en un volumen de orina diario
promedio de 1200 mL (Bruel, Christensen, Tranum-Jensen, Qvortrup, & Geneser, 2015,
pags. 555-556, Strasinger & Schaub Di Lorenzo, 2016, pag. 29).

4.2 Infeccion de vias urinarias

Segun Pigrau (2013), la infeccion de vias urinarias se define como la presencia y
multiplicacion de microorganismos en las mismas, con invasion de los tejidos y
generalmente cursa con la presencia de un gran nimero de bacterias en orina
(bacteriuria). Sin embargo, pueden encontrarse bacterias en orina sin que exista
infeccion, por contaminacion de la muestra con bacterias de la flora de la uretra distal,
de los genitales externos, o por un tiempo de conservacion excesivo antes del
procesamiento. Por estas razones la sola presencia de bacterias en orina, no puede
considerarse como criterio diagnéstico de 1VU. En la mayoria de las IVU aparecen
leucocitos en orina (leucocituria o piuria) como respuesta inflamatoria a la invasién
tisular por bacterias. La presencia de leucocitos en orina si se considera un indicador
fiable de IVU y su determinacién ayuda a establecer el diagndstico (Pigrau, 2013, pag.
23).

4.3 Factores de riesgo asociados a VU

Pigrau (2013), sefiala que una proporcion importante de I\VVU ocurre en personas sin
anormalidades de su tracto urinario, estas son las denominadas infecciones no
complicadas, en contraste con las infecciones complicadas que implican alteraciones
anatomicas o funcionales del tracto urinario, o presencia de cuerpos extrafios,
constituyéndose en factores predisponentes para este tipo de infeccion. (Pigrau, 2013,
pag. 24).



4.3.1 Factores biologicos, de comportamiento o ambientales. Entre estos tenemos:
coito, nueva pareja sexual en el afo previo, uso de espermicidas, antibioticoterapia
previa, 1IVU previas, antecedentes de 1VU en la infancia e historia de 1IVU en mujeres
familiares en primer grado, pérdida de estrogenos, incontinencia, cistocele, residuo

postmiccional y estado mental alterado.

4.3.2 Alteraciones inmunologicas. Aqui encontramos las deficiencias

inmunoldgicas y la diabetes (Pigrau, 2013, pags. 24-25).
4.4 Agentes bacterianos que causan 1VU

4.4.1 Introduccion. Las bacterias son células procariotas las cuales se hallan
siempre en forma unicelular, su tamafio promedio es de 0,5um a 5um. Se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y pueden emplear varias rutas metabolicas
para obtener energia, empleando desde carbohidratos hasta proteinas o desde nitratos o
hierro hasta energia solar. ElI pequefio tamafio y la naturaleza casi incolora de las
bacterias demandan el uso de tinciones para su visualizacion con un microscopio optico.
Las principales formas que adoptan estos microorganismos son: cocoideas (esféricas),

bacilares (bastones) y espirilos (espirales) (Ryan, y otros, 2014, pags. 353-354).

4.4.2 Estructura bacteriana. Segin Meérida & Moreno (2015), las bacterias se

encuentran estructuradas por:

4.4.2.1 Nucleoide. Es una estructura nuclear elemental que contiene una gran
molécula circular de &cido desoxirribonucleico (DNA), pero no estd rodeada por una

membrana.

4.4.2.2 Citoplasma. Carece de organulos delimitados por membranas y no posee
formaciones protoplasmaticas propias de las células eucariotas. Es la parte de la célula
que rodea el ndcleo y que esta limitada por la membrana exterior, tiene una apariencia

viscosa.

4.4.2.3 Membrana citoplasmaética. Formada por una bicapa lipidica, que interviene
en dos funciones principales: actia como barrera de permeabilidad selectiva y conforma

el soporte para los distintos sistemas enzimaticos.

4.4.2.4 Pared celular. Es el estrato rigido que confiere la forma a la bacteria. Se
considera el esqueleto de la célula y estd compuesta principalmente por peptidoglucanos

(muerina). Las bacterias grampositivas poseen una gruesa pared celular formada por

7



varias capas interconectadas de peptidoglucanos, que constituye del 80 a 90% de la
estructura total. Por el contrario, las bacterias gramnegativas poseen una fina capa de
peptidoglucanos que constituye un 20% de la pared celular y que se encuentra rodeada
por una segunda membrana lipidica exterior que contiene lipopolisacaridos y

lipoproteinas.

4.4.2.5 Espacio periplasmatico. Solo se encuentra en las bacterias gramnegativas,

esta situado entre la membrana citoplasmatica y la membrana externa.

4.4.2.6 Capsula. Estructura que se forma por acumulacién de sustancias de
excrecion del metabolismo de la bacteria y por la interaccion con el huésped. Esta
constituida por polisacaridos y polipéptidos, protege y participa en la adhesion de la

célula.

4.4.2.7 Estructuras exteriores. Entre estas destacan los flagelos y pilis, que cumplen

funciones de movimiento y adherencia.

4.42.8 Plasmido. Constituye el material genético extracromosémico, estd
constituido por secuencias cortas de DNA circular bicatenario, que pueden existir y
replicarse independientemente del DNA cromosomico y son heredados por las células
hijas (Mérida & Moreno, 2015, pags. 861-862).

4.4.2.9 Ribosomas. Consta de dos subunidades 30S y 50S que forman un ribosoma
70S, su principal funcién es la de sintetizar proteinas. Estan formados por proteinas y
acido ribonucleico ribosémico (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2017, pag. 107; Pierce,
2016, pég. 424).

4.4.3 Morfologia. Vargas & Kuno (2014), sefialan que la rigidez de la pared celular

determina la forma de las bacterias. Las formas bacterianas mas comunes son:

4.4.3.1 Cocos. Son bacterias esféricas u ovaladas, con un didmetro de
aproximadamente 0.5um a 2um. Pueden presentar y tomar diversas formas, esto debido
a la tendencia de las células a mantenerse unidas, una vez sucedida la division y por el o

los planos en los que se produzca division celular.

4.4.3.2 Bacilos. Son bacterias en forma de baston, miden por lo general de 0.2um a 2
pum de ancho y 1um a 10um de diametro. Pueden ser largos y delgados, pequefios y
gruesos, también pueden presentar variaciones en sus extremos pudiendo ser rectos,

afilados o redondeados.



4.4.3.3 Espirilos. Son bacterias con forma helicoidal o espiral, presentan una o mas
curvaturas (Vargas & Kuno, 2014, pégs. 2595-2596).

4.4.4 Clasificacion. Para la clasificacion de las bacterias se pueden utilizar varios
criterios como como lo son: el crecimiento en medios de cultivo, pruebas bioquimicas,
pruebas inmunoldgicas, etc. Pero uno de los criterios mas empleados para la
clasificacion de las bacterias desde el punto de vista historico es la tincion de Gram.
Esta tincion por lo general constituye el primer paso para dividir en términos generales a
las bacterias con base en una serie de diferencias fundamentales en la estructura de sus
paredes celulares. Las bacterias grampositivas poseen una pared celular semejante una
red constituida de peptidoglucano, la cual al tefiirse tomara el color azul, mientras que
las bacterias gramnegativas que poseen una capa mas delgada adquiriran una coloracién
rojiza (Carroll, Mietzner, Miller & Morse, 2016, pag. 23).

4.5 Uropatdgenos

Se denomina uropatogenos a los microorganismos que son responsables de producir
infeccion de vias urinarias. La mayoria de estas infecciones son producidas por bacilos
gramnegativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, entre los que podemos
citar a Escherichia coli (uropatdgeno mas frecuente), especies de Klebsiella spp,
Proteus spp, Pseudomonas spp, Serratia spp; y en menor proporcion son producidas por
cocos grampositivos como Estafilococos coagulasa negativo, Estreptococos y
Enterococos (Sola, Rodriguez, & Monteagudo, 2017).

45.1 Enterobacterias. Son un grupo heterogéneo y extenso de bacilos
gramnegativos, cuyo habitat natural es el intestino del ser humano y de los animales. La
familia comprende muchos géneros. Algunos microorganismos entéricos, por ejemplo,
Escherichia coli, son parte de la microbiota normal y en forma incidental producen
enfermedad, en tanto que otros especies como Salmonella y Shigella, son siempre
patdgenas para el ser humano. Las enterobacterias son aerobios o anaerobios
facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura
antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de virulencia (Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2017, pags. 253-254).

4.5.1.1 Escherichia coli. Es el miembro mas frecuente e importante del género
Escherichia. Es un bacilo gramnegativo productor de catalasa. Este microorganismo

estd asociado a multiples enfermedades las que incluyen gastroenteritis e infecciones
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extraintestinales (infeccién de vias urinarias, meningitis y sepsis). Escherichia coli
forma parte de la microbiota normal del intestino, aunque se puede comportar como
patdégeno oportunista cuando los intestinos se perforan y las bacterias ascienden a la
cavidad peritoneal (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2017, pags. 254-255).

4.5.1.2 Klebsiella spp. Las bacterias pertenecientes a este género poseen una capsula
de polisacaridos de gran tamafio, la cual confiere el aspecto mucoide de las colonias
aisladas, asi como, una mayor virulencia de los microorganismo in vitro. Estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza, es huésped habitual saprofito del hombre y
de los animales. K. pneumoniae forma parte de la microbiota normal del intestino
humano y de la cavidad oral. Las especies que con mayor frecuencia se aislan en el
laboratorio son K. pneumoniae y K. oxytoca, estos microorganismos pueden producir
neumonia lobular, infeccidn de vias urinarias e infeccion de heridas y tejidos blandos
(Carroll, Mietzner, Miller & Morse, 2016, pag. 233; Lopardo, Predari, & Vay, 2016,
pags. 112-113; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2017, pag. 262).

4.5.1.3 Proteus spp. ElI nombre Proteus hace referencia a la capacidad de estos
microorganismos de cambiar de forma. Generalmente se presentan como bacilos de
0,4um a 0,6pum de ancho por 1um a 3um de largo, pero también pueden observarse
como cocobacilos aislados o en cadenas y las formas jovenes pueden ser filamentosas.
Son microorganismos muy moviles, lo cual genera el efecto swarming caracteristico en
los medios de cultivo cuando son sembrados. Proteus mirabilis, el miembro mas
frecuentemente aislado del género, produce grandes cantidades de ureasa, que escinde la
urea en dioxido de carbono y amonio, este proceso eleva el pH urinario, lo que precipita
el magnesio y el calcio en forma de cristales de estruvita y apatita respectivamente, lo
que da lugar a la formacién de calculos renales. El aumento de la alcalinidad de la orina
también resulta toxico para el urotelio (Lopardo, Predari, & Vay, 2016, pags. 250-521;
(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2017, pags. 262-263).

4.5.2 Bacilos no fermentadores.

45.2.1 Pseudomona spp. Son bacilos gramnegativos mdviles, aerobios, sin
capacidad de fermentacion, algunos de los cuales producen pigmentos hidrosolubles,
tienen una amplia distribucion en el suelo, agua, plantas y animales. Ademas se pueden
encontrar en medios hdmedos en los hospitales. Este género incluye mas de 200

especies, Pseudomonas aeruginosa a menudo esta presente en pequefias cantidades en
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la microbiota intestinal normal y en la piel del ser humano, y es la principal especie
patdgena del grupo. Tiene accidn patégena cuando se introduce en zonas sin defensas
normales, como el caso de las mucosas Y la piel afectadas por dafio histico directo como
en quemaduras, cuando se introducen catéteres o sondas por via intravenosa o vesical, 0
cuando existe neutropenia, como en la quimioterapia oncolégica. Este microorganismo
puede causar neumonias, infecciones del tracto urinario y bacteriemias, asi como una
alta morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica, debido a las infecciones
cronicas que eventualmente conducen a un dafio a nivel pulmonar e insuficiencia
respiratoria (Carroll, Mietzner, Miller & Morse, 2016, pags. 245-246; Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2017, pag. 273).

4.6 Diagnostico microbioldgico

4.6.1 Recoleccion de la muestra de orina. Generalmente la muestra idénea para
analizar es la primera orina de la mafiana, ya que esta tiene una mayor osmolaridad, es
mas concentrado en elementos quimicos y formes, y estd sometida en menor medida a
desviaciones de la dieta, postura y ejercicio fisico. Si no es posible obtener la primera
orina de la mafana, se puede aceptar muestras que al menos tengan 4 horas de retencion
urinaria. Las muestras se deben recoger en recipientes limpios, secos, herméticos y de
boca ancha (Mérida & Moreno, 2015, pag. 121; Strasinger & Schaub Di Lorenzo, 2016,
pags. 30-31).

4.6.1.1 Muestra de orina del chorro medio de la miccién. Segin Procop y otros
(2017), para la recoleccion de esta muestra se deben guardar condiciones adecuadas de
higiene. En las mujeres, esta técnica requiere indicaciones precisas del personal para
lograr mejores resultados. Primero se limpia el area periuretral y el perineo con dos o
tres pafios de gasa embebidos en agua jabonosa, utilizando un movimiento de adelante
hacia atréas, seguido de un enjuague con solucién salina o agua estéril. Los labios
vaginales deben mantenerse separados durante la miccion espontanea y se debe
descartar los primeros mililitros de orina para eliminar las bacterias de la uretra. El
chorro medio de la orina se recolecta entonces en un recipiente estéril de boca ancha

que pueda cerrarse con una tapa ajustada.

La limpieza con agua jabonosa no suele requerirse para los hombres, en su lugar se
limpia el meato urinario inmediatamente antes de la miccion espontanea, con lo cual la

recoleccion de la muestra del chorro medio de orina es suficiente. EI cumplimiento del
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procedimiento de recoleccion de orina puede controlarse a lo largo del tiempo, teniendo
en cuenta la frecuencia con la cual el recuento de colonias de las muestras se encuentra
en un rango entre 10.000 y 100.000 UFC/mL. La mayoria de los pacientes tendran un
recuento de colonias que se encuentran fuera del rango. Los pacientes sin infeccién no
tendran bacterias 0 bien el recuento serd inferior a 10> UFC/mL. Los pacientes
infectados tendran un recuento de 100.000 UFC/mL o mas. Las muestras deben
procesarse dentro de las dos horas posteriores a la recoleccion para obtener un recuento

de colonias confiable (Procop, y otros, 2017, pags. 81-82).

4.6.1.2 Recoleccion de orina a partir del catéter. Debe evitarse en la medida de lo
posible la colocacidn de un catéter con el Unico propdsito de obtener una muestra de
orina debido al riesgo de introducir patégenos bacterianos. La colocacion de un catéter
se debe restringir a los pacientes que son incapaces de emitir una muestra de chorro
medio adecuada y debe realizarse con las normas asépticas correspondientes. Los
primeros mililitros de orina del catéter deben descartarse para eliminar cualquier
microorganismo que pueda haberse alojado en el catéter en su transito a través de la

uretra (Procop, y otros, 2017, pag. 82).

4.6.1.3 Recoleccion de orina por puncion suprapubica. La puncion suprapubica se
reservan casi en forma exclusiva para los recién nacidos y los nifios pequefios. Para
llevar a cabo esta practica, se desinfecta la piel suprapubica que se encuentra sobre la
vejiga y se colocan en el lugar campos quirtrgicos estériles. Se inyecta en forma
subcutanea un anestésico en el sitio donde se hard la puncion, se realiza una pequefia
incision en la epidermis con un bisturi. A través de esta herida se introducen
cuidadosamente dentro de la vejiga una aguja para puncién espinal de bisel corto y

calibre 18, y se aspiran 10 mL de orina con una jeringa (Procop, y otros, 2017, pag. 83).

4.6.1.4 Recoleccion de la orina en bolsa adhesiva. Este tipo de recoleccion se hace
en pacientes pediatricos o recién nacidos. Se emplean bolsas plasticas colectoras con
adhesivos hipoalergénicos, estas bolsas se colocan en la zona genital, previo lavado de
la zona pubica y perianal con agua y jabon, y se cambian cada 20 minutos para evitar la

contaminacion de la muestra (Mérida & Moreno, 2015, pag. 880).

4.6.2 Transporte y conservacion de la muestra. Después de su recoleccion las
muestras de orina deben entregarse al laboratorio rapidamente y deben evaluarse dentro

de las 2 primeras horas. Una muestra que no pueda ser enviada y evaluada dentro de las
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dos horas posteriores a su recoleccion debe refrigerarse a una temperatura de 2 a 8 °C, o
en su defecto afiadir un conservante quimico a la muestra. Cuando la orina proviene de
centros periférico y esta se va a cultivar, se debe refrigerar durante todo el trayecto hasta
el laboratorio y se debe mantener asi hasta el momento en que sea cultivada. Para las
pruebas quimicas con tirillas, se debe dejar que la orina retome la temperatura ambiente
(Strasinger & Schaub Di Lorenzo, 2016, pags. 31-32).

4.6.3 Manejo de la muestra en su recepcion en el laboratorio de microbiologia.
Una vez que la muestra de orina llego al laboratorio se debe verificar que esta cumpla
con una serie de requisitos basicos como: un rotulado correcto, que las condiciones de
recoleccion, transporte y conservacion sean adecuadas, y de ser el caso de muestras que
procedan de centros periféricos, que este con toda la documentacion necesaria. En caso
de no cumplir estas especificaciones debera registrase cualquier incidencia o cualquier
informacion que pueda afectar la interpretacion de los resultados obtenidos (Mérida &
Moreno, 2015, pags. 879-880).

4.6.4 Procesamiento de la muestra. Cuando se trata de estudios microbioldgicos es
probable que hasta el 60-80% de todas las orinas que el laboratorio de un centro médico
recibe para cultivo no contengan agentes etioldgicos de infecciones o en caso de que los
contengan solo sean contaminantes. EI procesamiento adecuado de las muestras de orina
permite identificar con rapidez aquellas que serdn negativas en el cultivo y de esta
manera evitar el uso excesivo de medios de cultivo, la pérdida de tiempo por el personal
del laboratorio y la incubacion durante la noche. La deteccion sistematica de bacteriuria
0 piuria proporciona informacion importante al médico tratante el mismo dia de
recoleccion de la muestra, en tanto que si se esperara los resultados del cultivo podria

tardar uno o mas dias para obtener la misma informacion (Tille, 2014, pags. 924-925).

4.6.5 Métodos rapidos de diagnostico indirecto. Segun Pigrau (2013), los métodos
rapidos de diagndstico (quimico y microscopico), nos permiten hacer un tamizaje a las
muestras destinadas para urocultivo, verificando si estas en realidad ameritan realizar

esta prueba.

4.6.5.1 Métodos quimicos. Pigrau (2013), indica que estos métodos permiten la
deteccion de bacteriuria y/o piuria. Se basan en reacciones quimicas que el
microorganismo produce frente a sustratos propios de la orina, o bien frente a sustratos

especificos adicionados que cambian de color por accion de enzimas que poseen las
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bacterias presentes en la orina. Las pruebas enzimaticas mas frecuentemente utilizadas

para deteccion de bacteriuria o piuria son:

Reduccion de nitratos. Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
producen una enzima denominada nitrato reductasa, que transforma los nitratos en
nitritos. La reaccion en medio acido proporciona un compuesto de color rojo, este
cambio se interpreta como una prueba positiva. La presencia de nitritos es altamente
especifica de bacteriuria (95- 98%) con un valor predictivo positivo del 94%, pero su
sensibilidad es baja (<80%). Ademas, la prueba requiere la primera orina de la mafiana,
ya que al menos son necesarias cuatro horas de permanencia de la orina en la vejiga
para obtener niveles detectables. Aunque, un resultado negativo no permite excluir la
infeccion, en general, un resultado positivo permite realizar un diagnéstico rapido y
fiable de IVU (Pigrau, 2013, pag. 14).

Esterasa leucocitaria. Esta prueba detecta leucocituria o piuria de manera indirecta.
En este caso, la tira reactiva estad impregnada con un éster del &cido indoxil carboxilico,
que la esterasa transforma en indoxilo, y produce un color azul-violeta. Tiene la

capacidad de detectar leucocitos intactos y lisados (Pigrau, 2013, pags. 14-15).

4.6.5.2 Métodos microscopicos. Aunque el diagnostico de IVU se establece
demostrando por cultivo la existencia de bacteriuria significativa, la existencia de
leucocituria o piuria es un buen indicador de esta infeccion. El examen microscopico
permite, ademas, la observacién de cilindros leucocitarios sugerentes de afectacion renal
y de células escamosas vaginales, que indican contaminacién de la muestra e invalidan
los resultados del cultivo. La cuantificacion de leucocitos en orina se realiza
generalmente mediante recuento en cadmara cuentaglébulos (camara de Neubauer),
determinando  leucocitos/mm® (L/mm®), o tras centrifugacién, determinando
leucocitos/campo (L/c) en el sedimento urinario. Como limite normal se establece la
presencia de 10 L/mm® que groseramente se corresponde con 5 L/c en el sedimento
urinario. Aunque la existencia de piuria es un buen indicador de IVU, su presencia debe
valorarse siempre en relacion a la situacion clinica del paciente y a otros hallazgos de
laboratorio (Pigrau, 2013, pags. 14-15).

El examen microscépico de preparaciones de orina tefiidas mediante tincion de
Gram, para observar la presencia de bacterias en la muestra, es un método simple,

rapido, barato y fiable para identificar muestras de orina con recuentos bacterianos
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iguales o superiores a 10° UFC/mL. En el examen, mediante tincién de Gram, de una
gota (0,01 mL) de orina sin centrifugar con objetivo de inmersién de 100 aumentos, la
visién de al menos un microorganismo por campo sefiala una concentracion de bacterias
en la orina mayor o igual a 10° UFC/mL, con una sensibilidad préxima al 90% (Pigrau,
2013, pag. 15).

Sin embargo, las muestras con bajos recuentos en el cultivo (inferiores a 10°
UFC/mL) no son detectadas con este método. EI examen individual de cada muestra por
esta técnica lleva demasiado tiempo y resulta impracticable como método de rutina, sin
embargo, debe estar disponible para casos seleccionados que requieran un examen
rapido de orina. Asi, la tincién de Gram puede ser muy Util para establecer tratamiento

empirico en sepsis de origen urinario (Pigrau, 2013, pags. 15-16).

4.6.6 Urocultivo (cultivo cuantitativo). El cultivo de orina se realiza para
cuantificar el nimero de bacterias por mililitro y se expresa como unidades formadoras
de colonias/mL (UFC/mL). La técnica de cultivo cuantitativo mas utilizada es la
siembra con asa calibrada, que permite depositar sobre la superficie del medio de
cultivo un volumen determinado de orina. En general, se suelen emplear asas de 0,001
mL o0 0,01 mL, de forma que se puede cuantificar bacteriuria (Mérida & Moreno, 2015,
pag. 881).

4.6.6.1Medios de cultivo empleados para urocultivo. Se requieren medios selectivos
y no selectivos, casi siempre es suficiente una combinacidn de agar sangre de carnero al
5% y agar MacConkey para el aislamiento de microorganismos tanto grampositivos
como gramnegativos. También es comdn el empleo de agar eosina-azul de metileno
(EMB) (Procop, y otros, 2017, pags. 84-85).

También se puede usar como Unico medio de cultivo el agar CLED (Cistina-Lactosa
deficiente en electrolitos), un medio diferencial no selectivo, que permite el crecimiento
de bacterias grampositivas, gramnegativas y levaduras. Cabe resaltar que este medio
inhibe el fendmeno de swarming producido por Proteus spp (Pigrau, 2013, pags. 13-
14).

4.6.6.2 Inoculacion de los medios. Para obtener un recuento semicuantitativo la
orina debe ser previamente homogeneizada (moviéndola con suavidad para evitar la
formacion de espuma). Se emplean asas de plastico o asas de platino calibradas para

contener 0,01 o 0,001 mL de orina. Para la obtencion del volumen adecuado es
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importante introducir el asa inmediatamente por debajo de la superficie liquida y
ascenderla verticalmente. Con el asa cargada se toca el centro de la placa, a partir de la
cual el inoculo se distribuye en linea a través de todo su diametro, sin flamear ni tocar la
orina de nuevo, el asa se usa para sembrar en estria toda la placa; se cruza muchas veces
la estria del primer inoculo para producir colonias aisladas (Mérida y Moreno, 2015,
pag. 881; Tille, 2014, pags. 926-927).

4.6.6.3 Condiciones de incubacion para los urocultivos. Los cultivos de orina deben
ser incubados a 35-37 °C en atmosfera aerdbica antes de ser interpretados. En la
mayoria de los casos la incubacion debe durar 18-24 horas para detectar patdgenos
urinarios, por ende algunas muestras sembradas al final del dia no pueden leerse con
precision a la mafana siguiente. Estos cultivos deben incubarse de nuevo hasta el otro
dia o interpretarse al final del este, cuando se cumplan las 24 horas de incubacién
(Mérida y Moreno, 2015, pag. 881; Tille, 2014, pags. 926-927).

4.6.6.4 Lectura de los cultivos. Segun Mérida & Moreno (2015), las placas deben ser
examinadas para su valoracion después del tiempo adecuado de incubacion, el cual es

de 18-24 horas. La lectura de los cultivos se realizara de la siguiente manera:

Cultivos sin crecimiento. Si las placas no presentaran crecimiento después del tiempo
adecuado de incubacion, el cultivo debe considerase como negativo. Se prolonga la
incubacidn otras 24-48 horas en los casos de las orinas que se obtuvieron por puncion
suprapUbica, cuando se especifica en la solicitud cultivo de levaduras o en pacientes

inmunocomprometidos.

Cultivos con crecimiento. Se distinguen las especies con capacidad uropatdgena,
enterobacterias, P. aeruginosa, otros bacilos gramnegativos, Enterococcus spp.,
Estreptococos - hemoliticos, levaduras, S. aureus, S. saprophyticus, etc. Se deben
valorara los posibles morfotipos que se encuentran y realizar el recuento de colonias
para cada una de las posibles especies, para ello, debe multiplicarse el nimero de

colonias por el factor de dilucion que se emplea.

Recuento de colonias. Se verifica la equivalencia en las siguientes unidades:
0.001mL, 1 colonia = 10° UFC/mL (10° UFC/L) y 0.01mL, 1 colonia = 10> UFC/mL
(10° UFC/L) (Mérida y Moreno, 2015, pag. 881).
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4.7 ldentificacion fenotipica

Mérida & Moreno (2015), sefialan que la identificacién convencional estudia las

caracteristicas fenotipicas que abarcan aspectos morfoldgicos, fisiolégicos, quimicos y

bioquimicos. Algunas consideraciones generales que se han de tener en cuenta son las

siguientes:

Las caracteristicas de la colonia (color, forma, tamafio, olor, etc.) y de las células
que se visualizan por medio de tinciones, como la tincion de Gram y otras que, a
su vez, ponen de manifiesto la forma, la existencia de esporas o flagelos y
presencia de granulos.

La primera aproximacion que se hace con las pruebas primarias como la
observacion de la morfologia en la tincion de Gram, el crecimiento en diferentes
atmosferas de incubacion, el crecimiento en varios tipos de medios de cultivo y
pruebas como la oxidasa y catalasa. Con estos datos se logra una primera
aproximacion a los distintos grupos de microorganismos. El siguiente paso
apoyado en la experiencia y los datos clinicos, es la clasificacion del género que
se suele conseguir con las pruebas primerias (en el caso de microorganismos
grampositivos).

La identificacion de la especie suele requerir una bateria de pruebas fisiologicas
y bioguimicas mas amplia. Entre las propiedades se incluye el crecimiento a
distintas temperaturas, la tolerancia a sal y a distintos pH, la sensibilidad a
diversos antibioticos, la presencia de actividad enzimatica o la capacidad de
utilizacion de distintos sustratos como aminoécidos, azlcares o lipidos.

Todos los datos fenotipicos han de ser interpretados como orientativos y deben

utilizarse con otras pruebas para obtener la identificacion definitiva.

4.7.1 Caracteristicas microscopicas (Tincion de Gram). Es la tincion mas

utilizada para el examen microscopico de las bacterias. Separa las bacterias en dos

grandes grupos, las que captan el colorante basico, cristal violeta (grampositivas) y las

que pierden ese colorante con el decolorante alcohol o acetona (gramnegativas).

Ademas de clasificar las bacteria en grampositivas y negativas, esta tincion también

permite describir la morfologia de las células bacterianas, es decir, si son formas

cocoideas o bacilares (Tille, 2014, pags. 71-73).
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Si bien los pasos para realizar la tincion de Gram se encuentran estandarizados, los
tiempos de reposo de los reactivos empleados varia entre laboratorios. En la siguiente
descripcion Mérida & Moreno (2015), sefialan los pasos para la realizacion de esta

tincion:

e Colocar la muestra en un portaobjetos de cristal con una gota de agua 0 suero
salino.

e Fijacion por calor (se pasa el portaobjetos dos o tres veces por la base de la
Ilama de un mechero o se utiliza una placa calefactora y se espera a que se
enfrié).

e Adicion del colorante cristal violeta o violeta de genciana. Se espera
aproximadamente 30 segundos y se lava la con agua.

e Tratamiento con lugol, que actia como mordiente para formar un complejo
estable con el cristal violeta. Se espera aproximadamente 30 segundos y se lava
con agua.

e Decoloracion con alcohol o alcohol acetona al 30%. Se retira en cuanto se
observa que ya no se elimina colorante. Las bacterias grampositivas retienen el
complejo azul formado, debido a que su pared celular es rica en acido teicoico y
pobre en lipidos, lo que impide que actué el decolorante al contrario de las
gramnegativas, de pared rica en lipidos que favorece la decoloracion.

e Lavado con agua.

e Tratamiento con safranina, que actia como colorante de contraste. Se elimina

con agua y se procede al secado.

4.7.2 Caracteristicas macroscopicas. Mérida & Moreno (2015), indican que
ademas de las caracteristicas microscopicas, para la identificacion fenotipica se pueden
emplear otros rasgos fisicos como las caracteristicas macroscopicas (morfologia de
colonia y propiedad de hemolisis), caracteristicas de cultivo y las caracteristicas

metabolicas (pruebas bioquimicas).

4.7.2.1 Caracteristicas morfoldgicas de la colonia. Se observa el tamafio, la forma y
la elevacion o el grosor sobre el medio; también se pueden observar en algunos casos la
produccion de pigmento especifico, por ejemplo el pigmento verde tipico Pseudomona
aeruginosa, pigmento negro en ciertos anaerobios, etcétera (Meérida & Moreno, 2015,
pag. 927).
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4.7.2.2 Hemolisis. La produccion de hemolisis del medio es tipica de algunas
colonias, puede ser completa (betahemdlisis, se observa como un halo transparente) o
incompleta (de color verdoso, denominada alfahemolisis) (Mérida & Moreno, 2015,
pag. 927).

4.7.3 Pruebas bioquimicas. Mérida & Moreno (2015), sefialan que las pruebas
bioquimicas ponen en manifiesto las caracteristicas metabolicas de las bacterias. Estas
pueden ser de varios tipos: las que demuestran la presencia de una enzima o las que
evallan la capacidad de crecer en la presencia de ciertos factores metabdlicos o
metabolizar algunos sustratos que hay en el medio de cultivo. Para algunas de estas
pruebas se emplean técnicas rapidas, que permiten la observacion en cuestién de pocos
minutos o pocas horas, mientras que las que requieren un medio de cultivo se obtiene
aproximadamente en 18-48 horas. Se pueden clasificar en tres grupos: pruebas
inmediatas, pruebas rapidas (lectura en menos de 6 horas) y pruebas diferidas (lectura
en 18-48 horas).

4.7.3.1 Pruebas bioquimicas inmediatas. Pruebas cuyos resultados se puede obtener
en minutos (Mérida & Moreno, 2015, pags. 928).

Catalasa. La catalasa convierte en perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno, este
ultimo se puede observar en forma de burbujas. Con esta prueba se separan los cocos
grampositivos Staphylococcus spp y Micococcaceae spp (catalasa positiva) de

Streptococcus spp Y Enterococcus spp (catalasa negativa).

Oxidasa. Esta prueba detecta la presencia de oxidasa, enzima que activa la oxidacion
del citocromo, el cual reduce el oxigeno molecular y produce agua o peréxido de

hidrogeno, segun la especie.

4.7.3.2 Pruebas bioquimicas rapidas. Pruebas cuyos resultados se puede obtener en
menos de 6 horas (Mérida & Moreno, 2015, pags. 928-929).

Hidrdlisis de hipurato. Detecta la presencia de la enzima hipuricasa, la cual es capaz
de degradar el hipurato de sodio. Esta reaccion se detecta al afiadir ninhidrina. La
prueba se utiliza para la identifiacion de Campylobacter jejuni y Streptococcus

agalactiae.

Ortonitrofenil-g-D-galactopiranosido (ONPG). La enzima f—galactosidasa hidroliza

la lactosa para formar galactosa y glucosa en las bacterias. Se comporta utilizando como
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sustrato el ONPG, que con la accion de la enzima se descompone y adquiere un color
amarillo. Diferencia la enterobacterias que fermentan la lactosa de la que son incapaces

de hacerlo.

Pirrolidonil peptidasa (PYR). Detecta la cantidad de pirrolidonil peptidasa que actua
sobre el sustrato L-pirrolidonil-p-naftilamida. Es util para identificacion de

Streptococcus pyogenes y Enterococcus spp.

4.7.3.3 Pruebas bioquimicas diferidas. Mérida & Moreno (2015), sefialan que las
pruebas diferidas, en general, investigan mediante reacciones la identidad de los
microorganismos con pruebas de oxidacion-fermentacion. Estas indagan si la deglucion
de los hidratos de carbono por parte de un microorganismo se realiza por via oxidativa
en presencia de oxigeno (proceso aerobio) o por via fermentativa en ausencia de
oxigeno (proceso anaerobio). Se lleva acabo con la inoculacion del microorganismo
problema a un medio en el cual esta el azicar que se desea estudiar y un indicador de
pH. El indicador vira de color cuando el microorganismo acidifica el medio con su

metabolismo, las pruebas méas habituales son:

Agar TSI (tiple sugar iron — triple azlcar hierro). Medio universalmente empleado
para la diferenciacién de enterobacterias en base a la fermentacion de glucosa, lactosa o
sacarosa, Yy a la produccion de acido sulfhidrico. La siembra es a partir de un cultivo
puro, se inocula este medio picando el fondo y extendiendo sobre la superficie inclinada
del medio. La incubacion del medio es a 35-37°C durante 24 horas, en aerobiosis. Los
resultados de la prueba se interpretan segun el viraje de color de la misma, la
acidificacion del medio produce un viraje al color amarillo, y la alcalinizacion produce

un color rojo. Los resultados que podemos observar son:

e Superficie acida/fondo acido (amarillo/amarillo): fermentacion de glucosa,
sacarosa y/o lactosa.

e Superficie alcalina/fondo acido (rojo/amarillo): fermentacion de glucosa
solamente.

e Superficie alcalina/fondo alcalino (rojo/rojo): no fermentador de azlcares.

e Precipitado negro en el fondo: produccion de H,S.

e Burbujas o roturas: produccion de gas (Laboratorios Britania S.A., 2015;
Lopardo, Predari, & Vay, 2016).
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Agar Urea. Es un medio utilizado para diferenciar microorganismos en base a la
actividad ureésica. Se emplea para identificar bacterias que hidrolizan la urea, entre las
cuales tenemos: estafilococos, especies de Proteus spp. y otras enterobacterias. Las
bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberando amoniaco y
diéxido de carbono, estos productos alcalinizan el medio y lo viran al color rojo. La
siembra se realiza a partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, se estria la
superficie del medio en pico de flauta. La incubacion se realiza en aerobiosis a 35-37°C,
algunos microorganismos que hidrolizan la urea lentamente pueden requieren 72 horas

de incubacion. Los resultados se interpretan como:

e Positivo: viraje al color rosado-rojizo

e Negativo: color amarillo (Laboratorio Britania S.A., 2015).

Agar SIM (motilidad-indol- H,S). Es un medio semisélido destinado a verificar la
movilidad, produccién de indol y de sulfuro de hidrégeno por los microorganismos. Es
atil para diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae. El triptofano es un
aminoacido constituyente de muchas peptonas y particularmente de la tripteina, que
puede ser oxidada por algunas bacterias para formar indol. En el proceso interviene un
conjunto de enzimas llamadas triptofanasas. El indol producido se combina con el
aldehido del reactivo de Kovac's o de Erlich, para originar un compuesto de color rojo.
Las cepas moviles pueden apreciarse en este medio, por la turbidez que producen
alrededor de la puncion de siembra, mientras que aquellas cepas productoras de acido
sulfhidrico se distinguen por la formacion de un precipitado negro de sulfuro de hierro a
partir del tiosulfato, siempre que el medio se mantenga a un pH mayor a 7.2
(Laboratorios Britania S.A., 2015).

La siembra se realiza a partir de un cultivo de 18-24 horas en medio solido, la
siembra se realiza se realiza por puncion profunda con aguja de inoculacién recta. Se
debe inocular el centro del tubo, y la puncién debe abarcar 2/3 de profundidad del
medio de cultivo desde la superficie. Es importante que la siembra se realice en linea
recta. En cuanto a la incubacion, esta debe ser durante 24 horas, a 35-37 °C, en
aerobiosis. Luego de la incubacién, agregar 3-5 gotas de reactivo de Kovac’s o de Erlich
para verificar a produccion de indol (produccion de un anillo de colo rojo sobre la
superficie de agar). Los resultados posibles en el medio se interpretaran segun la

turbidez, ennegrecimiento y la formacién de un anillo de color rojo posterior a la
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adicion de reactivo (de Kovac's o de Erlich) al medio. A continuacion enunciaremos los

resultados posibles segun las caracteristicas antes mencionadas:

e Movilidad. Resultado positivo: presencia de turbidez del medio o crecimiento
mas alla de la linea de siembra. Resultado negativo: el crecimiento solamente
en la linea de siembra.

e Produccién de H,S. Resultado positivo: ennegrecimiento a lo largo de la linea
de siembra o en todo el medio. Resultado negativo: el medio permanece sin
cambio de color.

e Prueba de Indol. Resultado positivo: color rojo luego de agregar el reactivo de
Kovac’s o de Erlich. Resultado negativo: el color del reactivo revelador
permanece incoloro-amarillento (Laboratorios Britania S.A., 2015).

Agar Citrato de Simmons. Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias,
en base a la capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia. El medio
de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato
como Unica fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de nitrogeno,
con la consiguiente produccion de alcalinidad. La siembra se realiza a partir de un
cultivo puro de 18-24 horas. Se siembra en superficie un indculo ligero, usando un asa
sin arrastrar el agar. La incubacion se realiza a 35-37 °C, durante 24-48 horas, en
aerobiosis. Algunos microorganismos pueden requerir hasta 4 dias de incubacién. La
interpretacion de los resultados se da mediante el viraje de color en el medio y se

interpretaran de la siguiente manera:

e Positivo: crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta.
e Negativo: ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de
cultivo (Laboratorios Britania S.A., 2015).

Agar Lisina hierro. Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos,
basado en la decarboxilacién/desaminacion de la lisina y en la produccién de acido
sulfhidrico. Por decarboxilacion de la lisina, se produce la amina cadaverina, que
alcaliniza el medio y esto produce el viraje del indicador al color violeta. La
decarboxilacion de la lisina, tiene lugar en medio &cido, por lo que es necesario que la
glucosa sea previamente fermentada. Los microorganismos que no producen lisina
decarboxilasa, pero que son fermentadores de la glucosa, producen un viraje de la

totalidad del medio de cultivo al amarillo, pero a las 24 horas de incubacion se observa
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el pico de color violeta debido al consumo de las peptonas y el fondo amarillo. La
produccion de sulfuro de hidrogeno, se visualiza por el ennegrecimiento del medio

debido a la formacidn de sulfuro de hierro.

El medio preparado tiene un color violeta. Con un asa recta se siembra el medio, se
punza dos veces en el centro del agar hasta el fondo del tubo y después se siembra por
estrias sobre la superficie del agar inclinado. Se incuba a 35 °C en atmosfera aerdbica

durante 18 a 24 horas. Los resultados se interpretan de la siguiente manera:

e Decarboxilacion de la lisina.  Resultado  positivo:  superficie
alcalina/profundidad alcalina (Pico violeta/fondo violeta). Resultado negativo:
superficie alcalina/profundidad &cida (Pico violeta/fondo amarillo).

e Desaminacion de la lisina. Resultado positivo: superficie rojiza/ profundidad
acida. Esto sucede con cepas del género Proteus, Providencia y alguna cepas
de Morganella spp.

e Produccién de H,S. Resultado positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo.
Resultado negativo: el medio de cultivo permanece sin cambio de color
(Laboratorios Britania S.A., 2015).
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5. Materiales y Métodos
5.1 Tipo de estudio

El presente estudio tiene un enfoque cuantitativo de tipo descriptivo, prospectivo y

transversal.
5.2 Area de estudio

El Hospital Isidro Ayora se encuentra ubicado en la ciudad y provincia de Loja, al
sur del Ecuador. Pertenece a la parroquia Sucre, barrio Sevilla de Oro. Ubicado en la
Avenida Iberoamericana (calle principal) y Juan José Samaniego (calle secundaria).
Este establecimiento de salud cuenta con el nivel dos de atencion y complejidad, y
provee a la poblacion los servicios de: Emergencia, Consulta Externa, Cirugia General,
Odontologia, Fisiatria, Hospitalizacion, Cuidados Intensivos (UCI) y Diagnostico
complementario, en el cual se incluyen el servicio de Imagenologia y Laboratorio

Clinico.
5.3 Universo

El universo constituido por 394 usuarias durante el periodo Diciembre 2017 — Abril
2018.

5.4 Muestra

Estuvo constituida por 164 usuarias, ya que estas cumplieron con los criterios de

inclusion.
5.5 Criterios de inclusion

e Pacientes con solicitud urocultivo.

e Pacientes cuyos cultivos primarios tengan un crecimiento > 1.000 UFC/mL
(pacientes inmunocomprometidos, con sindrome uretral femenino, puncion
supraplbica o renal percutanea) o > 100.000 UFC/mL (pacientes
inmunocompetentes).

e Se incluird una muestra por paciente.
5.6 Criterios de exclusion

e Pacientes que hayan recibido terapia antibiotica por o menos 7 dias antes.

e Muestras que no conserven la cadena de frio.
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e Muestras con espermatozoides o sangre de origen menstrual.

e Muestras con méas de dos patdgenos aislados.
5.7 Equipos y materiales

Para llevar a cabo el presente estudio y dar cumplimiento a los objetivos propuestos
en el mismo, se conto con la autorizacion correspondiente por parte de la Direccién de
Docencia e Investigacion del Hospital Isidro Ayora. Dicha autorizacién es para la
realizacion del Macroproyecto de Investigacion denominado ‘“Caracterizacion
molecular de Betalactamasas aisladas en muestras de orina del Hospital Isidro Ayora y
SOLCA de Loja”, macroproyecto el cual abarca dentro de si, el estudio realizado
(Anexo 1).

5.7.1 Fase preanalitica. En esta etapa se verifico aspectos muy importantes como la

recoleccion de informacion y criterios éticos:

e Aplicacion del consentimiento informado (Anexo 2).

e Llenado de la ficha de recoleccion de datos (Anexo 3).

5.7.2 Fase analitica. En esta fase se realizaron los procedimientos y técnicas

relacionadas directamente con el procesamiento de la muestra, entre estos tenemos:

e Siembra de urocultivo (Anexo 4).

e Verificacién de los requisitos de los cultivos empleados para el crecimiento
bacteriano (Anexo 5).

e Tincion de Gram, aplicado solamente a los aislamientos donde existid dificultad
en la identificacién bacteriana (Anexo 6).

e Preparacion de la muestra para la identificacion bacteriana por el equipo
automatizado (Anexo 7).

e Lectura del resultado en el equipo (Anexo 8).

5.7.3 Fase postanalitica. Fundamenta en la validacion de resultados, elaboracion y

emision del informe de los analisis realizados en el laboratorio:

e Recoleccion de los resultados de la identificacion de los microrganismos de
todas las muestras que se procesaron en el registro de datos del laboratorio
(Anexo 9).
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5.8 Instrumento de recoleccion de datos

Las herramientas de recoleccion de datos que se empled fue la ficha de recoleccion

de datos y el registro de datos de laboratorio generales del macroproyecto.
5.9 Presentacion de datos

El instrumento que se empled para la presentacion de los datos obtenidos en la
investigacion son tablas y graficas circulares, las cuales se obtuvieron mediante el
analisis estadistico de la informacion, el cual fue realizado en el programa Microsoft
Excel 2013. A cada una se le asigné un titulo, una frecuencia, un porcentaje y la fuente

de donde se obtuvo la informacion.
5.10 Anélisis e interpretacion de datos

El analisis e interpretacion de datos se realizd mediante la tabulacion de los datos
que se obtuvieron mediante las fichas de recoleccion de datos y el registro de datos de
laboratorio, este ultimo contenia la informacion acerca de la identificacion bacteriana
realizada por el equipo automatizado VITEK 2 Compact. Posterior a ello, dichos datos
se relacionaron e interpretaron con la evidencia cientifica anexada en el presente

proyecto y con la epidemiologia de estas infecciones.
5.11 Consideraciones éticas

Entre las consideraciones de caracter ético con la que cuenta el proyecto esta la
Autorizacién para el desarrollo de la Investigacion, emitida por la Subdirecciéon de
Docencia e Investigacion, la cual autorizd el desarrollo del presente proyecto en el

Hospital Isidro Ayora.

Otra consideracion que se incluye en el proyecto, es el consentimiento informado
aprobado por el Comité de Bioética de SOLCA, el cual asegurdé que cada persona
participante en la investigacion recibi6 la informacion de una manera clara y que acepta

participar de forma voluntaria en la misma.
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6. Resultados

Tabla Nro.1

Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias aislados en urocultivos
en mujeres que asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Agentes bacterianos Frecuencia Porcentaje (%)
Grampositivos 10 6
Gramnegativos 154 94
Total 164 100

Fuente: Registro de datos del laboratorio
Autor: Tayron Alberto Celly Campoverde

En la etiologia de las infecciones de vias urinarias se observa un marcado
predominio de los agentes gramnegativos sobre los grampositivos. Estos datos
coinciden con la bibliografia citada, la cual sefiala que estas infecciones son producidas
en su mayoria por bacilos gramnegativos de la familia Enterobacteriaceae.
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Tabla Nro.2

Identificacion de bacterias gramnegativas aisladas en urocultivos en mujeres que
asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Agentes bacterianos Frecuencia Porcentaje (%)
Escherichia coli 140 91
Klebsiella pneumoniae 8 5

Proteus mirabilis 5 3
Pseudomona aeruginosa 1 1

Total 154 100

Fuente: Registro de datos del laboratorio
Autor: Tayron Alberto Celly Campoverde

Grafico Nro.1

Identificacion de bacterias gramnegativas aisladas en urocultivos en mujeres que
asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

= Escherichia coli = Klebsiella pneumoniae

= Proteus mirabilis Pseudomona aeruginosa
3% .

5% \ /_M)

N

Fuente: Registro de datos del laboratorio

Autor: Tayron Alberto Celly Campoverde
De todas agentes gramnegativos aislados en los urocultivos, se puede observar una
clara superioridad de E. coli sobre el restos de agentes. Estos datos se correlacionan con

la literatura citada, la cual sefiala que este agente es el de mayor prevalencia tanto en
infecciones ambulatorias como nosocomiales.



Tabla Nro.3

Distribucion de agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias segun edad de la usuaria y area del servicio de salud.

Area
Agente bacteriano ~ Emergencia  Consulta Gineco- Otros Cirugia UClI Total
externa obstetricia
F % F % F % F % F % F % F %
E. coli 75 489 53 342 5 3.2 4 2.7 2 14 1 0.7 140 91
K. pneumoniae 4 2.7 2 1.4 - - 2 1.4 - - - - 8 5
P. mirabilis 2 14 2 1.4 - - - - 1 0.6 - - 5 3
P. aeruginosa - - - - - - - - - - 1 0.7 1 1
Total 81 53 57 37 5 3 6 4 3 2 2 1 154 100
_ Edad
Agente bacteriano Neonatos  Lactantes Nifios Adolescentes  Adultos Adulto mayor
(0a28dias) (29diasa (25 mesesa (10a19 (20a59 (mas de 60 Total
24 meses) 9 afos) anos) anos) anos)
F % F % F % F % F % F % F %
E. coli - 2 14 8 52 11 7.1 78 50.6 41 26.6 140 91
K. pneumoniae - - - - - - - - 5 32 3 1.9 8 5
P. mirabilis - - - - - - - - 1 0.7 4 2.7 5 3
P. aeruginosa - - - - - - - 1 07 - - 1 1
Total - - 2 1 8 5 11 7 85 56 48 31 154 100

Fuente: Registro de datos del laboratorio
Autor: Tayron Alberto Celly Campoverde

Las infecciones de vias urinarias tuvieron una mayor prevalencia en adultos y adultos mayores, y contrario a lo previsto existio una clara
superioridad de las infecciones ambulatorias sobre las nosocomiales, presentandose el mayor nimero de aislamientos en las areas de emergencia

y consulta externa.
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7. Discusién

Producto de la investigacion realizada a 164 usuarias del Hospital Isidro Ayora, se pudo
determinar que en la etiologia de las infecciones de vias urinarias existe un predominio de
los agentes gramnegativos (94%) sobre los grampositivos (6%). En lo referente a las
infecciones causadas por agentes gramnegativos se determin6 que el agente etiol6gico méas
frecuente fue E. coli (91%), seguido por K. pneumoniae (5%), P. mirabilis (3%) y P.
aeruginosa (1%). Comparando estos resultados con los obtenidos en un estudio realizado
en Caracas por Guevara y otros (2015) denominado “Patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de bacterias gramnegativas aisladas de infecciones del tracto urinario en
Venezuela: Resultados del estudio SMART 2009-2012”, podemos encontrar una
semejanza en cuanto a los agentes bacterianos identificados. En el estudio citado también
se identifico a E. coli (67.9%) como el agente méas prevalente, seguido de K. pneumoniae
(10.6%) y P. mirabilis (4.2%). Sefialado esto podemos observar un punto de divergencia
entre ambos estudios, el cual radica en el porcentaje de aislamientos de E. coli, siendo mas
bajo para el estudio caraquefio. Esto puede deberse al mayor nimero de asilamientos de
bacilos gramnegativos del estudio venezolano, el cual fue 472, una cifra significativamente
mayor en comparacion con los 154 aislamientos de nuestra investigacion. En lo referente a
los porcentaje de asilamiento de K. pneumoniae (10.6%) y P. mirabilis (4.2%), estos se
mantuvieron semejantes. Un aspecto a destacar es la diferencia de porcentajes obtenidos en
relacion con el area de servicio de donde provinieron un mayor nimero de aislamientos, la
cual fue emergencia, el porcentaje obtenido en el estudio venezolano fue de 40% y en esta
investigacion de 53%. Esta variacién puede ser debido a que en la investigacion
venezolana, las muestras provinieron de tres centros de salud y en esta investigacion

solamente de uno.

En un estudio llevado a cabo en Buenos Aires y La Plata, denominado “Etiologia y
resistencia a antimicrobianos de la infeccion no complicada del tracto urinario”, realizado
por Bertoni y otros (2017), se determind que al igual que en nuestra investigacion el agente
etiologico méas frecuente fue E. coli, sin embargo el porcentaje de aislamientos en el
estudio citado fue mas bajo (70%). Esta diferencia puede ser debido a que la muestra
empleada en el estudio argentino fue mas pequefia (138) en comparacion con la nuestra
(164). Un punto a considerar entre ambas investigaciones radica en que el segundo agente
méas frecuentemente aislado en el estudio argentino fue Staphylococcus saprophyticus
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(17%), un agente grampositivo, lo cual difiere con nuestros resultados, ya que en nuestro
estudio se encontré una minoria de estos agentes (6%). Esta diferencia puede deberse
concretamente a un criterio de inclusion de la investigacion argentina, el cual especifica
gue un recuento >10° UFC/mL para S. saprophyticus, se considerara como un resultado

positivo.

En un estudio realizado en Medellin, por Orrego, Henao, & Cardona (2014),
denominado “Prevalencia de infeccidon urinaria, uropatdégenos y perfil de susceptibilidad
antimicrobiana”, se determind que el agente etiologico mas frecuente de las infecciones
urinarias fue E. coli (69%), resultado que esta acorde con nuestra investigacion, pero una
diferencia significativa entre ambos estudios reside en el porcentaje de aislamientos de
agentes grampositivos, en el estudio medellinense el segundo agente aislado con mayor
frecuencia fue Enterococcus spp (11%), mientras que el nuestro todos los aislamientos de
agentes grampositivos solo alcanzaron un 6%. Esta incongruencia puede deberse a la
marcada diferencia entre las muestras empleadas para ambos estudio, la cual es
significativamente mayor en el estudio colombiano (1959) en comparacién con la nuestra
(164). En lo referente al grupo etario mas afectados por estas infecciones también
encontramos diferencias, ya que en nuestra investigacion fueron adulto (56%) y adulto
mayor (31%) y en el estudio colombiano fue adulto mayor (43.4%) y adulto medio (31%).
Estas diferencias pueden ser atribuidas a la mayor muestra empleada en estudio
colombiano, a que la investigacion incluyd tanto a mujeres como hombres y a la diferencia
del rango de edades para definir al grupo etario. En este Gltimo aspecto, cabe recalcar que
en nuestro estudio el rango de edad para el “adulto” fue de 20 a 59 afios, mientras que la
investigacion colombiana no utiliz6 este grupo, en su lugar empleo dos grupos
denominados como “adulto joven” y “adulto medio”, cuyos rangos de edades

comprendieron entre 21 a 44 afios y 45 a 64 afios respectivamente.
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8. Conclusiones

Los principales agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres
que asiste al Hospital Isidro Ayora (Loja) fueron bacilos gramnegativos, dentro de los
mismos, E. coli fue el més prevalente, seguido de K. pneumoniae, P. mirabilis y P.

aeruginosa.

Las infecciones de vias urinarias afectaron con mayor frecuencia a los adultos y adultos
mayores y son predominantemente del tipo ambulatorio, presentdndose mayormente en los

servicios de emergencia y consulta externa.
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9. Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos en la investigacion y después de observar que los

grupos etarios mas afectados son adulto y adulto mayor, se recomienda:

Realizar charlas informativas por parte del Ministerio de Salud Publica, las cuales
estén dirigidas a los diferentes establecimientos de salud, para que enfaticen su
atencion sobre estas infecciones y de esta manera tener especial consideracion con
los pacientes cuyas edades correspondan a los grupos etarios de adulto y adulto
mayor, ya que son grupos vulnerables.

Realizar campafias dirigidas a familiares, personal de casas de retiro o cualquier
otra persona que tenga a su cuidado adultos o adultos mayores, para concienciar a
cada uno de ellos, de que estos grupos etarios son mas susceptibles de adquirir

infeccién de vias urinarias.
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11. Anexos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO 1

Proyecto: Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Autorizacion del Macroproyecto

Sﬂ Ministerio
de Salud Pablica

HOSPITAL GENERAL ISIDRO AYORA
Direccién Médica Asistencial

* D et G gt Oorprcs

Memorando Nro. MSP-CZ7-HIAL-DI-2017-0049-M
Loja, 15 de junio de 2017

PARA: Sr. Ledo. Angel Minos Luzon Ramirez
Responsable del Servicio de Laboratorio Clinico

ASUNTO: AUTORIZANDO DESARROLLO DE INVESTIGACION.

De mi consideracion:

Por medio de la presente me permito comunicar a Ud. que Iucgo de la revisién del
proyecto de investigacién: “CARACTERIZACION MOLECULAR DE
BETALACTAMASAS AISLADAS DE MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE
HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA LOJA 2017, dirigida por la Leda. Carmen
Ullauri Gonzdlez docente de la carrera de Laboratorio Clinico de la UNL, se autoriza el
desarrollo de mencionado estudio, con el cumplimicnto de todas las normas éticas y de
bioseguridad del caso, por lo que solicito a Ud. se digne supervisar su proceso,
recordando que estd prohibido fotocopiar cualquier documento del expediente clinico,
llevarlo fuera del servicio o tomar fotografias al paciente, imdgenes o su entorno sin
autorizacién del responsable del servicio, sus pacientes y/o familiares.

Con sentimicntos de distinguida consideracién.

FEESEGINAT I CENTIA

Dr. D3 d
SUBDIRECTOR DE DOCENCIA E INVESTIGACION

Avenida Manuel Agustin Aguirre y Juan José Samaniego

Teléfono: 2570540 ext. 7275

hip://instituciones.msp.gob.ec/dps/loja/
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO 2

Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).
Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENER MUESTRA DE ORINA QUE SE SOMETERA A
ESTUDIO DE INVESTIGACION MOLECULAR PARA AISLAR BETALACTAMASAS EN EL HOSPITAL
SOLCA DE LOJA Y HOSPITAL ISIDRO AYORA

Historia Clinica....,.......... Nimero de cédula. .<:m ool

FaCha .. .oviewrawn v B causis Hora:.....1.2. %0
L vowsnes
- X T . ‘l o ) Coa
ESTADO CIVIL NACIONALIDAD DOMICILIO EDAD
e [ e § 25

(EN QUE CONSISTE?

Su muestra de orina que va a ser incluida en un estudio se usara para identificar las bacterias causantes de la
infeccién y determinar la posible presencia de bacterias resistentes y ciertas sustancias (betalactamasas) que causan
que las bacterias sean resistentes al tratamiento con ciertos antibidticos.

La muestra debe ser la primera orina de la mafiana, o por lo menos luego de 4 horas de retencién, se debe realizar
lavado de los genitales con agua y jabén, luego orinar desechando el primer chorro, y recolectar el resto de la orina
en un frasco estéril. Se debe llevar la muestra enseguida al laboratorio de SOLCA,

Los resultados se informaran al propio laboratorio y no tienen ningin costo extra. En caso de que su muestra de orina
sea positiva para infeccion uno de los participantes del presente proyecto tomara una muestra de las bacterias que
crecieran y las transportara hacia los laboratorios de la Universidad Nacional de Loja donde se realizara el estudio
especifico.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Beneficiara al paciente ya que el tratamiento sera instaurado o meadificado por el médico correspondiente siendo éste
el principal beneficio para el paciente.

EFECTOS Y RIESGOS

No existen efectos secundarios ni riesgos de ningdn tipo para el paciente.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE MUESTRA

Fecha: Hora:

Estoy de acuerdo con el procedimiento (enviar la muestra de orina para que sea sometida a estudios en el proyecto
de investigacion de la UNL), que se me ha propuesto; he sido informado de las ventajas e inconvenientes del mismo;
se me ha explicado de forma clara en qué consiste, los beneficios y posibles riesgos del procedimiento. He
escuchado, leido y comprendido la informacion recibida y se me ha dado la oportunidad de preguntar lo que he
necesitado consultar sobre el procedimiento. He tomado consciente y libremente la decision de autorizar el
procedimiento. También conozco que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

- = T
2 e — = e

Nombre del paciente Firma del paciente

Firma del Responsable de la investigacion
NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

FECHA:

No autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto, responsabilidades futuras de cualquier indole

al servicio de salud y a la intervencién sugerida

Nombre completo del
paciente - ~ Cédula de ciudadania Nombre del investigador

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Revoco el consentimiento realizado en fecha.. vivrio..... ¥ NO deseo que prosigan con el procesamiento
de la muestra entregada, doy por finalizado en esta fecha .Asumo la responsabilidad sobre mi salud
y desvinculo de responsabilidades futuras de cualquier mdole al servucuo de salud y al profesional sanitario que me
atiende.

Nombre completo del
_paciente Cédula de ciudadania Nombre del investigador
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO 3

Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Ficha de recoleccion de datos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

FORMULARIO PARA PACIENTES QUE SE SOMETERAN AL ESTUDIO DE INVESTIGACION MOLECULAR PARA
AISLAR BETALACTAMASAS EN EL HOSPITAL SOLCA LOJA Y HOSPITAL ISIDRO AYORA

Hospital H1 /\(J Servicio Eme GGG
2% ro
N il L0
Profesion 2 Procedencia \
A YO ('_k.‘_’ Q0N A ‘\'\“XJ' L.l\()r\(J
Tipo de muestra \, o »\ ] i:lospitalizado Si No /
Sondas, Si No /
catéteres -
Especifique
Hora de la toma - Hora de
de la muestra 12:30 llegada al 12 :4)
laboratorio
éConsume antibiéticos con | Si No / ZPor qué?
regularidad?
éConsume pollo, huevos o|Si e No
leche? /
Primera vez con infeccién de | Si / No Recurrente{ 2|Si No
vias urinarias J o mds veces
al ano)

¢Supo qué bacteria le causé | Si No ¢Cual?
la infeccién?
¢éQué antibiético o B ¢Por  cuanto
antibioticos us6? tiempo?

Si " Ne ¢Por qué?
¢Cumplio el tratamiento?
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO 4

Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Siembra de urocultivo

Definicion. Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra
(inéculo) en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su
desarrollo y multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una
temperatura adecuada para el crecimiento bacteriano. EI método mas usual para la siembra
es la técnica de estria en la cual podemos obtener colonias aisladas en una placa Petri a
partir de un inéculo.

Una colonia bacteriana es una agrupacion de bacterias formada a partir de la
reproduccion de una Unidad Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio sélido; aunque
varia de tamafo generalmente es visible a simple vista. Las colonias bacterianas tienen
una medida, forma, textura y en algunos casos colores caracteristicos, que aungue puede
variar de acuerdo al medio en que se encuentren, es constante bajo condiciones controladas
y depende de la especie bacteriana que la forme.

Debido a que las caracteristicas de las colonias ocurren en varios grados vy
combinaciones dependiendo de las bacterias y son a menudo muy uniformes, sirven para
identificar bacterias en cultivos mezclados. La morfologia colonial es comparable a una
estadistica ya que se deriva de una célula individual pero es la caracteristica de la masa
celular. En una colonia pueden distinguirse varios aspectos como forma, elevacion, borde,
tamario y color.

Para el conteo de colonias se usan varios métodos cuantitativos, en este caso
utilizaremos el método de asa calibrada, el cual consiste contar el nGmero de colonias
desarrolladas después de incubar la siembra a 37° C durante 24 horas, el resultado se
multiplica por 100 ya que el asa de platino contiene 0,01 mL de orina. Cuando se obtienen
dos recuentos sucesivos con mas de 100 000 UFC/ mL, la probabilidad de infeccién 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
UFC/mL. Cuando el recuento revela valores intermedios, entre 10.0000 y 100.000
UFC/mL, el examen debe repetirse. Conviene advertir que pueden pasar inadvertidas
infecciones urinarias verdaderas, si no se toman en cuenta recuentos inferiores a 100.000
UFC/mL, ya que existen diversos factores que pueden explicar recuentos bajos en
infecciones urinarias verdaderas, como por ejemplo: diuresis acentuada, obstruccion
uretral, infecciones crénicas e infecciones por cocos grampositivos.
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Objetivo. Definir los pasos necesarios para garantizar la correcta siembra de las
muestras de orina en medios los de cultivo, de tal manera que se obtengan colonias aisladas
que permitan diferenciar las caracteristicas de las mismas y el fenémeno de hemdlisis en
agar sangre.

Equipos y materiales.

1 Asa bacteriolégica de platino calibrada (0.01 mL)
1 Mechero Bunsen o ldmpara de alcohol al 70%

1 Incubadora

1 Muestra de orina

1 Caja bipetri con agar sangre y MacConkey

1 Lépiz graso

1 par de guantes

Muestra bioldgica.

Orina

Procedimiento.

Procedimiento para realizar un cultivo bacteriano es necesario

Rotular todo el material a utilizar con el codigo correspondiente.

Esterilizar el asa calibrada.

Homogenizar la muestra de orina.

Destapar la muestra e introducir el asa calibrada esterilizada de 0.01 mL en
posicién vertical.

Inocular la placa de agar sangre y MacConkey por estria primaria y secundaria.
Incubar a 35°C, por 24 horas.

Lectura de cultivo en UFC/mL

Anotar las caracteristicas de las colonias y el nimero de colonias diferentes.
Contar después de la incubacion, el nimero de colonias desarrolladas y el
resultado se multiplica por 100, ya que el asa de platino contiene 0.01 mL. de
orina.

Reportar los resultados de la siguiente manera:

v No hubo desarrollo microbiano.
v" Menos (<) de 10 000 UFC/mL.
v Entre 10 000 y 100 000 UFC/mL.
v" Mas de (>) 100 000 UFC/mL.
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Observaciones.

e La siembra debe realizarse a partir de orina sin centrifugar con un asa
calibrada, esto permitird obtener una estimacién semicuantitativa del desarrollo
microbiano.

e No hablar durante la siembra.

e Flamear el asa antes de realizar la serie de estrias y enfriar en una orilla.

e Las placas no se descartan si no hay crecimiento a las 24 horas, se vuelven a
incubar hasta por 72 horas (observando cada 24 horas), si transcurrido el tiempo
no hay crecimiento, si se descartan.
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ANEXO 5

Proyecto: Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que
asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Tabla de requisitos del cultivo

Tarjeta de Medios Tiempo Condiciones Patrones  Dilucion  Tiempo de
Gramnegativos de de McFarland para suspension
cultivo’  incubacion AST antes de
cargar el
instrumento
GN TSA*®  18a24  35a37°C Patron N/A* <30 minutos

CBA?® horas18  Atmosfera McFarland
MAC?® a24 aerobia, sin  entre 0,50y
BCP horas CO, 0,63
CET
CLED
CHOC
CHOC
PVX
CHBA
CNT
CPSID
DENA
DRIG
HEK
SM ID
TSAHB
TSAB
TSAL
VRBG
XLD

GNyAST Par CBA 18a24 35a37°C Patrén 145puL < 30 minutos
GN MAC horas Atmosfera McFarland en 3.0
TSAB aerobia, sin entre 0,50 y mL en
CPSID CO, 0,63 solucién
salina

"Los cultivos con crecimiento escaso o deficiente pueden brindar resultados no identificados o
incorrectos incluso cuando se cumple con los requisitos de tiempo del cultivo.

“Estos medios fueron utilizados en el desarrollo de la base de datos de productos de identificacion y
daran optimos resultados.

*Medio validado por OMA (Official Methods of Analysis).

*N/A = No aplicable.

(Continua...)
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Abreviatura

Medio de cultivo

BCP
CBA
CET
CHBA
CHOC
CHOC PVX
CLED
CNT
CPSID
DENA
DRIG
HEK
MAC
SMID
TSA
TSAB
TSAHB
TSAL
VRBG
XLD

Agar purpura de bromocresol

Agar Columbia con sangre de carnero al 5 %

Agar cetrimida

Agar Columbia con sangre de caballo

Agar chocolate

Agar Chocolate polyvitex

Agar cistina, lactosa, deficiente en electrolitos
Count-TACT®

chromID™ CPS (agar CPS ID)

Agar neutralizante DE

Agar Drigalski

Agar Hektoen

Agar MacConkey

chromID™ Salmonella (agar ID2 SM)

Agar de soja Trypticase

Agar de soja Trypticase con sangre de carnero al 5%
Agar de Trypcase soja con sangre de caballo al 5%
TSA con lecitina 'y P80

Agar con cristal violeta, rojo neutro, bilis y glucosa
Deoxicolato xilosa lisina

Fuente: VITEK 2 - technology
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ANEXO 6

Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Tincién de Gram.

Definicion. Es una coloracion diferencial, dado que las bacterias pueden clasificarse
seglin su respuesta en grampositivas 0 gramnegativas. Las primeras se tifien de color azul
violeta y las segundas adquieren un color rosado o rojo. La diferente reaccion de las
bacterias a la coloracion de Gram se relaciona con diferencias fundamentales de la
envoltura celular de estas dos clases de células.

Objetivo. Clasificar a las bacterias en base a las caracteristicas de tincion en
grampositivas y gramnegativas.

Equipos y materiales.

e 1 Porta objetos

e 1 Asa bacterioldgica

e Cultivo bacteriano puro
e Kit de tincion de Gram
e Mechero Bunsen

e Suero fisioldgico

e Aceite de inmersion

e Soporte para placas

Procedimiento.

e Colocar una pequefia gota de suero fisioldgico en el portaobjetos.

e Flamear un asa bacteriolégica a la llama del mechero Bunsen y esperar que
enfrie.

e Tomar varias colonias del cultivo puro y colocarlas en el portaobjetos mediante
movimientos circulares.

e Fijar el material al portaobjeto de modo que no sea arrastrado durante el
proceso de tincion, pasando rapidamente el portaobjeto 3 o 4 veces por la llama
del mechero.

e Colocar el portaobjetos sobre un soporte de tincion y cubrir la superficie con
solucién de cristal violeta.

e Colorear un minuto y lavar con agua.

e Cubrir la Idmina con lugol durante un minuto. Lavar nuevamente con agua.

44



e Colocar sobre la superficie del portaobjetos unas gotas de alcohol acetona hasta
no arrastrar mas colorante violeta. Generalmente requiere de unos 20 a 30
segundos.

e Lavar con agua y colocar nuevamente el portaobjeto sobre el soporte.

e Cubrir la superficie con safranina durante un minuto. Lavar con agua.

e Dejar secar la lamina.

e Examinar la lamina coloreada al microscopio colocando una gota de aceite de
inmersion y observar con el objetivo de 100 x.

Resultados. Las bacterias adquiriran una coloracion roja o rojiza se denominaran
gramnegativas y las que adquieran una coloracion azul grampositivas. Ademas se puede
observar la morfologia de la bacteria y asi poder discernir si se observan formas cocoideas
0 bacilares.
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ANEXO 7

Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).
Preparacion de la muestra para la identificacion bacteriana por el equipo automatizado

Definicion. VITEK® 2 Systems identifica un organismo mediante una metodologia
basada en las caracteristicas de los datos y el conocimiento acerca del organismo y las
reacciones que se analizan. Se han recogido datos suficientes de cepas conocidas como
para estimar las reacciones tipicas de las especies solicitadas a un juego de perfiles
bioquimicos discriminantes. Si no se reconoce un patron de identificacion dnico, se
presenta una lista de organismos posibles o se determina que la cepa esta fuera del alcance
de la base de datos. El informe de laboratorio impreso contiene sugerencias de los tests
complementarios necesarios para completar la identificacion. Si los tests no son suficientes
para completar la identificacion, deberan consultarse las referencias y la bibliografia
microbioldgica estandar.

La tarjeta de identificacion de Gram negativos (GN) VITEK® 2 esta disefiada para ser
utilizada con VITEK® 2 Systems para la identificacion automatizada de los bacilos gram
negativos fermentadores y no fermentadores clinicamente mas significativos. La tarjeta de
identificacion GN VITEK® 2 es un producto desechable de un solo uso.

La tarjeta GN se basa en métodos bioquimicos establecidos y sustratos recientemente
desarrollados para medir la utilizacién de la fuente de carbono, las actividades enzimaticas
y la resistencia. Existen 47 tests bioquimicos y un pocillo de control negativo. El pocillo
control negativo de descarboxilasa (pocillo 52) se usa como referencia basal para los
pocillos de analisis de descarboxilasa. Se obtienen resultados finales en aproximadamente
10 horas 0 menos.

Objetivo. Definir o establecer los pasos necesarios que garanticen que el
procedimiento de preparacion e identificacion de muestras en el equipo automatizado
VITEK sea efectuado de manera correcta.

Equipos y materiales.

e 1 Equipo automatizado para identificacion bacteriana (VITEK 2).

e 1 Tarjeta o cassete de identificacién bacteriana que viene con el equipo.

e 1 Tubos de ensayo desechables de plastico transparente (poliestireno) limpios
de 12 x 75 mm.

e Solucion salina estéril a 0,45 a 0,50 %, con un pH de 4,5a7,0.

e 1 Bastoncillo o torunda estéril.
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e 1 Densitometro calibrado

e 1 Pipeta automaticas de 1000 pL

e 1 Punta para pipeta automatica

e 1 Cultivo bacteriano puro en un medio no selectivo (agar sangre)
e 1 Dispensador de solucion salina de volumen ajustable.

Procedimiento.

e Rotular los materiales a usar.

e Seleccionar el cultivo en el cual deseamos identificar el microorganismo.

e Preparar el inoculo a partir de un cultivo puro (muestra sembrada en agar
sangre), segun las buenas practicas de laboratorio.

e Elegir colonias aisladas de una placa primaria si se satisfacen los requisitos del
cultivo (Anexo 5). De ser necesario subcultivar el organismo a analizar en el
medio de agar apropiado e incubelo adecuadamente.

e Transferir asépticamente 3 mL de solucién salina estéril (0,45 — 0,50 %, con un
pH de 4,5 a 7,0) en un tubo de ensayo de plastico transparente (poliestireno) de
12 x 75 mm.

e Transferir con un bastoncillo o torunda estériles una cantidad suficiente de
colonias morfoldgicamente similares al tubo con solucion salina preparado en el
paso anterior.

e Preparar una suspension homogénea de organismo con una densidad
equivalente a McFarland N°. 0,50 a 0,63 utilizando un densitometro. El tiempo
de suspension no debe superar los 30 minutos antes de inocular la tarjeta de
identificacion bacteriana.

e Colocar el tubo con la suspension y la tarjeta en el casete.

e Introducir el casete en el equipo.

e Introducir los datos correspondientes en el equipo.

e Eliminar correctamente los desechos bioldgicos peligrosos y todo el material
utilizado como corresponda, ya sea en desechos comunes, cortopunzantes o
especiales.

Resultados. El software compara el conjunto de reacciones de los tests, con el conjunto
de reacciones previstas de cada organismo o0 grupo de organismos que pueda identificarse
con el producto. Se calcula un valor cuantitativo (el porcentaje de probabilidad), que
representa el nivel de comparacion entre las reacciones observadas y las reacciones
habituales de cada organismo. Se obtiene la identificacion y resultados a ser interpretados
por el personal del laboratorio de microbiologia. El equipo automatizado para
identificacion bacteriana emitird un informa impreso con el microorganismo.

Observaciones. Debe realizarse una tincion de Gram con el fin de determinar la
reaccion de Gram y morfologia de un organismo antes de seleccionar qué tarjeta de
identificacion usar para inocular.
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ANEXO 8

Proyecto: Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Lectura del resultado del equipo

HOSPITAL ISIDRO AYORA

N° de Cliente: Informe clinico Editado __,  __ _ . _ __.
Nombre del paciente: _ _ . _ ~ " . .. ..__. N? paciente: 0706628625
Localizacion: EME Médico:
N°de examen: “-"_ " T N° de aislamiento: 1

Cantidad de organismo: 100 000 cfu/mL
Organismo seleccionado: Escherichia col

Origen: Recogida:
‘iomom-dou:
Informacién de identificacion ~ |Tiempo de analisis: 4,75 horas |Estado: Final
96% Probabilidad Escherichia coll
Organismo selecclonado Bioniimero: 0405610554424610

|Mensajes de andlisis de ID

Informacién de sensibilidad |"*™*°% 775 horas [Baendo:
Antibiético cmi Interpretacion Antibidtico CMI [interpretacion

BLEE NEG - Amicacina <=2 S
Ampicilina/Sulbactam 16 | Gentamicina <=1 S
Cefotaxima <= 1 S Ciprofloxacino <= 0,25 S
Ceftazidima <=1 S Norfloxacino <= 0,5 S
Cefiriaxona <w 1 S Nitrofurantoina <= 16 S
Cefepima <=1 S Trimetoprima/Sulfametoxazol | >= 320 R
Meropenem <= 0,256 S

+= Antibidtico deducido *= AES modificado **= Usuario madificado

[Conclusiones de AES |

INlel de confianza: ]Cohetente

Pagina 1 de 1




UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO 9
Proyecto. Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Registro de datos en el laboratorio

CARACTERIZACION MOLECULAR DE BETALACTAMASAS AISLADAS EN MUESTRAS DE ORINA PROCEDENTES DE LOS HOSPITALES ISIDRO AYORA Y SOLCA DE LOJA.
)

TODIGO: FE00T
P T FORMATO DE IDENTIFICACION ¥ SUSCEPTIBILIDAD REWISION: 1 EDICION:1
A BoEET ORI L ANTIMICROBLANA FECHA: 22412017
FORMATO DE REGISTRO DE LABORATORIO
PROVENIENCIA SEXO
E— = PERFIL DE SUSEPTIBILIDAD OTRO OBSERVACIONES
FECHA 8 g ? Hospitalizacién 2 | E 5 g
ggmmcgzmom B ;-I slzle|glzlglgiglglelzslzilgle|z(ol=]e
DD/MM/AA gaf—.%ﬂzszaﬁ o R == |2 EIRIRIBIEIFIFI®|R|=|2|7 183
: g5 22
Q

EME: Emergencia; UCT: unidad de cuidados intensivos; GIN: ginecologia; NEQ: neonatologia; CRG: Cirugia.; 8: sensible; R: resistente; AN: amikacina; AM: ampicilina; SAM: ampicilina‘sulbactam; CF: cefalotina;
FEP: cefepime; CTX: cefotaxime; CAZ: ceftazidime; CRO: ceftriaxona; CXM:cefuroxime; CIP: criprofloxacina; ETP: ertapenem; ESB: ESBL; FOS: fosfomicina; GM: gentamicina; MEM: meropenem: FT:
nitrofurantoina; NOR:norfloxacina; SXT: Trimetropim/ sulfametoxazol.

Nota:
»  Presuntivas de expresar BLEE: Que tengan una CMI de = a 1 ug/ml de ceftazidime, aztreonam o ceftriaxona.
» Presuntivas de expresar AmpC: Que tengan disminucion de sensibilidad o resistencia a cefotaxima con una CIM = 1 ug / ml v la R a cefouitina, son resistentes también a los inhibidores de betalactamasas.
+ Presuntivas de expresar carbapenemasas: En el caso de Enterobacterias: CMI de 2 a | ug/ml para meropenem, = 2 ug/ml de imipenem. En el caso de Acinetobacter una CIM de Z 4 ug/ ml para imipenem
* En el caso de Pseudomona aeruginosa se usardn puntos de corte de ceftazidime 216 ug/ml, = a 1 ug/ml para meropenem, =2 ug/ml de imipenem.
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ANEXO 10

Proyecto: Agentes bacterianos causantes de infeccion de vias urinarias en mujeres que

asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja).

Certificacion de traduccion del resumen

“Easy English” School of Languages gﬁ;"_“

Centro de Preparacion para Examenes Internacionales de Cambridge English Qualifications

Lic. Mg. Sc. Alex Fernandez C.
Director Académico
“Easy English™ School of Languages

CERTIFICA:

Que hemos realizado la traduccién de espaiiol a inglés del articulo cientifico y
resumen denvado de la tesis: "Agentes bacterianos causantes de infeccion
de vias urinarias en mujeres que asisten al Hospital Isidro Ayora (Loja)"

De la autoria del safior; Tayron Alberto Celly Campoverde, portador de la
cédula de identidad nimero 1105704165, egresado de la Carrera de
Laboratorio Clinico de la Facuitad de ia Salud Humana de la Universidad
Nacional de Loja. misma que se encuentra bajo la direccion de la Dra. Magister
Maria de los Angeles Sanchez Tapia.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad facultando =l interesado
hacer uso del presente en io que estime conveniente.

Loja. 22 de Agosto del 2018 i “,‘2.5‘ Alex Ferndnder
> %‘:&s’! ACADEMIC
It DIRECTOR

V- 4 -4
easy english
e
Schaol of Languages
Ageis 24 28 aprerito!

RUC: 1103991145001

/ﬁg«(f 4L 4e . L’&,‘:“J/Z(fa’.:’ Lauro Guerrero entre Teaicnte Maximiliano Rodriguez y Mercadillo
—— Telefax: 07 2 560 310 E-madl- yenglishiojamail.com
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