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RESUMEN

Dado que las infecciones an vias urinarias pressntan una elevade frecuencie,
este trabejo tisne como propésito el estudio de un método dimgndstico para el
urooultivo en fase liquide, para ol dingndstico rpido de infeccionos en vies urinariaw,
ael domo también parm la idenlificacion del uropatégeno responeable de dichae
infecciones.

En ol we analisardn y comparardn los métodos de urocultivo tradicional y
‘comerciul respocto al método de urocultivo en faxe liquida, 8l cual presenta une valiosa
ayuda para el dingndstico temprano de las infecciones del tracto urinmrio. De dicho
método se hace hincapié, respecto de lue grandes veniajas que puede proporcionar al
ofrecer al paciente un disgnéetico rapido y oportuno de Ia enfermedud. Dicho trabejo
nos introduce también ml conocimiento de los métodos dingnéaticos para el cultivo de
orino, estos mélodos incluyen desde los mae comunmente amplsados en ol laboratorio
clinico hasta los métodos que ulilisan equipos mucho mie sofisticados para detectar
cason sospechosos de infecciones del tracto urinario,

Abarce también algunos aspectos importantes en relucién a los problemas que
presenta la poblacién on general con infeccidn de vine urinariaw, los gastos ten elevados
que reprosenta par ol esledo, su elevada incidoncia dia con dia, y finalmente ei dicho
padecimiento no es dotecta y meneja oportunamente tiene como consscuencia una
elovada mortalided,

Se llevd a cabo un estudio de tipo prospectivo, observacional, irmneversal y
comparativo cuyo [in ee determinar ln calided disgnoetica, oonmblhdld y rapides del
método an fase liquide CL-25.

Se trabajurén 100 muestrae de orina de pasientes con dingndetico probable do
IVU en el laboratorio clinico del HRZ No. 25 “Geners! Ignacio W bejo los
siguientes crilerios de inclusién:

- Orinas tomadas de una poblacion en general,

- Orinas do pacientes qus lleguen al laboratorio dlinico con disgnéstico probable
de IVU,

- Orinew turbiss o no que resulten posotivas & los siguienies parkmetros: mtnto.
y loucocitos.

Dichus muestres se irabajmron eimultkneamenie on los 3 métodcs de
urocultivo: urocultivo tredicional, semicumntitativo y en fase liquida CL-25 cuyos
reaultados fueron los siguientes;

1. Tabla de contingencia estwdistica. El analisis estadistico es llevd a cabo integrando
una tebla de contingencia estadistica pam determinar la seneibilidad, calidad
dingnéetica y eepecilicidad (ver pag 30).

2. Qrificas ds correlucién entre los tres métodos de urocultivo estudindos, en lus
cuales se observa cémo el método de urocultivo en fase liquida CL-25 tiens un
cosliciente de correlucién de 90858.33 cuyo valor nos indica la importancia que
ticne sl método para utilisarse como método diagnéetico,



3. Curvms de calibracidn para que cada uno de loe microrganismos llllndoo, que
relacionan la D.0, contra No. de UPC/m! de orina.

4. Frecuencia de microorganiemao aislados de 100 muaestras de orina:
37% para B. coli
12% pare Protays sp

2% para Pasudomonas sp

2% para Candida sp

1% para Staphylococcus ap

34% restante corresponde a musstras contaminadas

S, la figura 9 corresponde al % do aislamisnto do los microorganisnwo aislados

osusantes de IVU, Donde se obserya que B. coli we aisld en meyor propore\én, lo
cual concuerda con lo que reporta la bibliografla.

Les conclusiones & lu que llegamos en nueetro uludio fueron lae siguisnties:
‘B medio en fase liquida CL-25 ae ol método de eloccion pera ol diagnéstice

temprano y efioas de IVU, ya que ofrece multiples ventajas respecto a otros matodos de
urooultivo y adn del matodo tradicional,

Encontramos que nuelro medio es confinble pars aquelics microorganiemso
que se encuentran causando con mayor frecuencia IVU como son B. coli, Klebaislla ep,
Proteys sp.

Las ventajns que ol método ofrece son:

- Identificacion de! uropatégeno responsable de ia infeccion en un tiempo mkximo de
14 hre.

- Menor costo dal material y equipo empleados.

- la técnica puede llevarse a cabo en lugares donds son insuficientes low & »
materisles y humanoe,

- Picil manejo de la técnion y squipo empleados.

- Pmpomom al paciante una terspedtica rhpide y oficas en menor hompo del que ea
ocupa con os otros métodos,



INTRODUCION

Las infecciones de vias urinarias son los padecimientos bacterianos mis
frecuentes en la practica clinica diana, constituyen un prablema {recuente. Su
importancia radica en que son responsables de una elevada incidencia de morbilidad
que causa numerasos trastornos (8, 29, 37).

Dichus infecciones constituyen un significativo problema de salud publica no
#dlo por eu alta incidencia y morbilidad sino también por loa costos finmncierce

asocindos con procedimientos diagndeticos y terapeliticos, incluyendo los gastos tan -

elevadon que ocasionan la estancia de los pacientes & nivel de hoepital. Cuando dicho
padecimiento no we delecta y manaejm oportunamente, la enfermedad pueds
cranificarse y evolucionar husta una insuficiencia renal e incluso llavar hasta la muerte
(8,12, 18,26,29,30,32).

Por su [recuencia ocupa sin lugar = "dudas el tercer lupr despiiea de lue
infacciones digestivaa y respiratorins, ademés so ubica entro las primerws veinte causas
do morbilidod de la consulta general y como la primers de Ia consulta especialisada de
Urologia (9, 29}: La mortalidad cruda reportada para pnclenten con infeccion de vise
unnlnn e hasta el momento de 13% (18, 30).

Por lo tanto, para evitar que cste padecimiento tenga un desenlace fatal ew
lmporhnlo y muy necesario realizar un diagndstico temprano de la infaccion de vias
urinarias.



FUNDAMENTO

En 1955, Kawse aporto la técnica de urocultivo y los criterios parn establacer el
dingnéatico de infeccionss de viss urinerias. La cusl mgue practickndose cominmente
hasta nuestros diae. Kass introdujo e! termino de bacteriuria significative, deflinio que
cifras de 10° o mis UPC/ml de orina ara una prueba significativa de infaccién. Beta
oritario ha eido modificado para incluir criterios cuantitativos ssparados, qua se aplican
a distintos lipos de pacientes, ya que en ciertas circunstanciae la presencia de 102
UFC/mi da orina es significative.

Existan diversos faciores durants ol dingndatico que son causa de baja ouenta
de colonias aGin cuando la infeccién wem uctiva,

8} Flujo urinario aumeantado.

b} pH urinario.

¢} Tempia antimicrobiana actual o reciente.

d) Organismos de lento crecimiento,

o) Técnicas de cultivo inmpropiadas.

[) Infoccién crénica,

@) Orina obtenida directanente de ureter o vejign.

b} Catoterismcién,

i) Dilucién de la orina por una elevada ingesta de liquidos.
j) Obetruccidn urinaria,

k) Casos de pislonelritis adquirida por dissminacién hematdgena.

8in embargo esta técnion de urocultivo no siempre puede aplicarse debido al
ooato de! malarial y aquipo qua s requiaere, particularmente an los laboratorios ‘de
primer nivel de atencién y ireas rurales (1, 8, 9).

Batablacer un diagndstico de infecciones e vies urinarias en el laboratorio
clinico, implica la correcta deteccién del sgonte omusal en oualquier parte del trmcto
urinario; pam ello existen diversos eximenes de laboratorio, ademés de los sintomas
clinicos que s pressnian como hipertermis, vémito, dolor lumbar, astenia, disuris,
ungencia urinaria, teneemo vesical, dolor supmpibico, frecuencia miocional y nicturia.
Dichos oxdmenes de laboratorio incluyen: el examen genersl de orina (BQO), la
deteccién de piuria (10 & mas laucocilos/mm? de onine), y la presencia da bactarias
(aislamisnto de 10* o mis UPC/mi de arina).

Bl BGO contempia 6! astudio macro y microscépioo.on in evaluacion del paciente
con IVU. Bate exmmen incluye la descripcion del color, detarminacion de csmolerided,
medicién de pH, glucosa, proteinas, cetonw, sangre, bilirrubine, nitritos, estenrasa de
leucocitde, mediants el uso de !a tir reactiva que se ve aliarada por la pressncia de
patégenos, .

So ha ganado mucha experiencin an low ultimos afios con ol método
semicuantitativo del cual se han sacado varias verviones en cuento & confisbilidad y
facilidad en o} manejo(1, 6, 23, 38).

Dicho método se basa en ¢l emplso de una place de plastico barate. y
desechable que tiene una pequefia cantidad de medio de cultivo no selectivo. la
inoculacién es practica introduciondo la placa que contisne ol medio da oultivo en In
muestra de orina, Bl indculo dopositado eaih an funcion de la superficie det medio.
Mediante correlacién con otras técnicas mée presisas sc han obtenido directricos de
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interpretacién que permiten determinar si el nimero ds bacterine en superior o inferior
a los 10% o mas UFC/ml de orina.

Una nueva alternativa para el diagndstico’de infeceiones an vias urinarias, es ol
eetudio de! método de urocultivo en fase liquida, el cual nos permite reducir el tiempo
on el cual se logra identificar al uropatégeno responsable de la infeccién, con una
fracuencia de 80% para E_coli y o] 20% restants pam otros uropatégenos como son
Klebsiella op, Proteus up, Enterobacier sp, Pssudomonas asruginosa, entrs otros.

El medio tiene adicionado un juegn deble de culorantes complementarios (rojo
de fenol y azu!l de 1imnl} los cuales parmiten qua vire de color por camnbio de pH sea
més [ranco, con éato ee posible detectar el tipo Je bacteria presente dependiendo de
su metabolismo, Ademas s su contenido en lactosa, permite distinguir a los gérmenes
que farmentan esls aziicar, tales como B, coli y Klebsielia up.

Al produciree la farmentacién de la lactosa, se liberan metabolitos acidos. Este
descenco do pH hace virar el indicador, obteniéndoee, cambios de color dependiendo
del microorganiamo presente, los cuales destacan sobra e! color del propio medio. :



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

B disgndstico de infecciones en vias urinurine habitualmente ee confirma con
base an los resultados de una o mhs prushas disgndsticas de laboratorio disponibles.
Tradicionalments ol urcandlisis completo consiste en una prusba mecroscopica
fisicaquimica y la lecturm del sedimento al microscopio. la prueba macroscdpioa
incluye la evaluscion del color; turbieded, gravedad.sspecificay In pruaba con reaotivos
qulmaco- y por otro lado la pruaba microscépica (urocultivo tradicional), la cual ee
practioa amplinments en los laboratorios clinicos con algunss desventajas, ya quo oe
un procodlmanto cosloso, consume lismpo, requisre de labor mlon- y habitualmente
no le proporciona al clinico informmeidn upcclﬁcn antes deal inicio de} tratamiento (12,
15,18, 33).

Las infecciones de vine urinwries aloansmn altas cifres de morbilided .y
moartalidad y consumen ﬂndu cantidades del pnoupuuto fedemal, incluyendo loo'
@astos tan elevados que ocasiona la estancia de los pecientes a mul 'do hospital. Por
ello técnicas mhs eficientes y mis rapidas pama el cultivo de onine son alternativas
imporiantes que pueden - contribuir & solucionar el problems; ya que permiten
ndsonuﬁcar ripidamenet el agente stiolégico causante da eetos padecimiantos (12, 13,
18,29, 30)

So han disefiado dm comerciales de detacoidn inicial parm idantificar casoe
sowpochouos de viws urinurine; como ol mélodo somicuwitititivo porv-este método de
ninguna maner proporciona un valor del namero de UPC/mi de orina (23, 38}, y al
oual le confieren un 95% de confiabilidad.

. Ante dicho problema, 8! método de urocultivo en fasa liquids, tiene como
propdeito principal eatablecer un disgndetico ripido de infeccion en vied urinariss,
evaluando su seneibilidad en comparacion con los métodos tradicional y comercial. Bl
método liens ademds un valor scondmico muy bajo'y la ventaja de esr facilmente
manejable (18, 23, 26). Bete método consists an sl empleo de un tubo de vidrio que
conliene un volumnn de maedio de ocultivo liquido, on el cunl se indculs una cantided
conocida de orina. Posteriormante a la incubacidn (37°C /10-14 hre). Se mide la
turbides (D.O) de Ia muestra y por medio de curvae de calibmcién o determina el
ndmero de URC/ml de orina. -

El medio actua por-cambio de pH con el consecuentie vire del indiondor. .

El medio oeta sdicionadio de componentes que permiten hacerlo altamente
saneible, ademés de que permite conocer de forma presuniiva ol agente causai~de la
infeocion, al cual por métodos de turbidimetria y curvas de crecimiento. bacteriano
podra ser Moilmente. cuantificable.



OBJETIVOS

- Establecer un diagndatico rapido del umpalégeno reeponeable de la infeccién de vias
urinarias.

- Valorar la sensibilidad del medio de cultivo en fase liquida, respecto de los métodos
tradicional y comercial,

- Valorar el papel de diagnéstico rapido como prueba confi mutona de infeccién en vias
urinarias.

"HIPOTESIS

Considerundo que el método de- urocultivo tradicional ee el -quo #0 praction

comiinmente en {os laboratorioa clinicos para astablecer un disgnéetico da infeccién an -

viae urinarias; ya que ofrece la posibilided de establecar un disgnéstico confiable;
suponemon que el método de dimgnéstico ripido en fase liquida ofrece mayores
ventajas respecto al método tradicional, principalmente por el manor tiempo en el que
wo detecta ¢f agente causal de lainfeccidn, por su bajo valor econémico, por w elevada
sonsibilidad y por su facil manejo.



QENBRALIDADES

Bl tracto urinario est formado por loe rifiones, los urélerss, la vejiga y la uretro.
Normalmente las viae urinariae en ¢l ser humano son eslériles exceplo la urelra que
abarca una microflora residente que coloniza su epitelio de transiciéon que consiste en
estafifococon coagulasa negalivas, Streptococcue viridans y no hemoliticos, lactobacilos,
difteroidas (Coryncbacterium ap), Neisseria ep no paldgenans, bacilos aerobios
gramnagativos tronsitorios  (incluyendo  Enterobactenacene) cocos - anaerabios,
Propionibtacterjurn wp, cacos y bacilos gramnegalivos anaerobios, Mycobacterium sp,
comenanles y acasionalmenta levaduras (4, 5, 32).

AQENTES ETIOLOGICOS BACTERIANOS

Lag infecciones de vias urinarias pueden confinarse a la uretra, vejiga o riflones;
el grado de infeccion esta delcrminndo por el tamafio del indculo bactenano, la
resiatencia del huéaped o laclores de defensa y los factores de virulencie de la cepa
infectante (18).

Les bacterias son los agentes responsables de la mayor parte de las infecciones
de vias urinarias, aungue también son ocasionadas algunas veces por hongos y virus
(1,4,13,18),

La mayor parta de lae infecciones son causadas por bacilos gramnegativos
acrobioe y anaerobios lacultativos, que habiluaimente s originan en la flora intestinal.
Otros patogenos como ol Fatreptococo del grupo. B, Staphylococcue spidermidie y
Candida albicane, se originan an |a lora vaginal o en la piel del periné en la mujer (18},

B. coli se aisla en mae del 80% de los casos de infecciones en pacientes
ambulatorios, espsciaimente en el grupo de mujeres jovenes sin patologia urolégica:
Proteus inirabjlie, Klebajella pneumonine, Euterobacier ‘ep, - ast como . otras
anlterobacterias y Pneudomonnn aeruginoen en menor proporcion suslen ir asociadas a
infeccionea urinarine conmplicadas, Enlre Ins Lucleriag gramposilivas Jas més frecuenies
won el Streptococcus fuecajia y Streplococcus uuprophyncun '

La infeccién urinaria por hongos es poco frecuente y cuando we presenta el
cuadro e caracteristico en Ja infancia produciendo cistitis hemorragica por adenovirum,

En pacientes hospitalizados £._coli es causa del 50% de los casos mientros que

el 50% restante e provocado por. Kiebsislla sp,: Enterobacter ep, Citrobacter sp,

. Serratin  ep, Pesudomonaa _aeruginosa, Providencia ep, Enterococcus: ep y
Staphylococcue epidermidis {18).

PATOGENIA

Los microorganismos pueden llegar al aparato urinavio por distintas vlna via
nncandents, via hemnlogena y via linfaticn,



Via ascendente.

Bxisten pruabas clinicas experimentales de que ol ascenso de microorganismos
a través de la uretra a partic de lan fuentee externas es la ruta mae usual para
|nfecmone| de vins urinarias (8, 12, 18, 22).

La mecuencia de aventos que producen infeccion del tracto urinario en mujeres
esté bien entendida: organismos coliformes localizados en el area perianal colonizan el
introito vaginal y meato uretral; asciends a través de la uretra ceueando infaccidn que
va deade uretritis husta pielonelritis (12, 35, 36). Lo anterior no es tan claro en hombres
ya que existe una considerable distancia entre el meato uretral y el ano, ademés la
uretra masculina es mase larga y lae propiedades antibacterianne de las secreciones
proatéaticas son barreras eficaces contra la invasion por esta vin; 1o anterior lleva a que
la infeccidn por via ascendente sea menoe probable.

Bntre los problemas mhs cominmente - encontrados, estan la’ presencia de
- cuerpos extrafios (catéleres, chlculos), obstruccion del cuallo : vemical, tumores
vesicales, y estrechez urelrnl; con frecuencia lne bacterias son introducidae -por
instrumentacidon uroldgicas, Otros como la elevada presion intraluminal o la
sobredistenaion en una porcidén de! lracto urinario; rara vez enfermedades sistémicas
que producen comprorniso inmunoldgico (diabetes o granulocitopenim) constituyen
factores predisponentes para la bacteriuna (12, 24),

Via hematégena.

La via hematogena se explica como componente secundario a una: fase
bacterémica corria localizacion en parenquima renal, es 8! mecaniame hubitual en el
recien nacido durante episodios septisémicos en individuos mayores con infeccionos
sistémicas graves y en pacientes inmunocomprometidos (1, 18},

La infeccién hematdgena del tracto uninario ee restrings a pocos patégenos como

Stephylococcus aureus, Candida ep, Salmonella ep y Mycobacterium uberculosis que

causan inleccién primaria en cualquier parte del cuerpo.

- Lo microorganismos pueden diseminar a nivel renal y ser eliminados por I
orina (8).

La infeccién urinaria con cepas de Salmonella, y Mycobacierium tuberculosis,

Schistosomas_hasmatobium o por Histoplesma duboirii aparece como un fenémeno
derivado de una infeccidn locelizada en otra parte del organiemo en la que la

penetracién de microorganismios o lae vias urinarine se produce & través do la commiente
sanguinea. La excresion urinaria de Salmonella puede der lugar o vignos clinicos de
infeccidn urinaria,

Bn la infeccién tuberculoea los microorganismos producen focos de infeccion en
los uréteres y la vejiga (12, 18, 32).

Los virus llegan al aparato urinario por via sangulnea en enfsrmedades virican
como ¢l sarampién, paperas, rubéoln o el citomegaluvirus.



Via linfatica.

Esta via ain persiste en coniroversia, ya que we habla sugerido una
comunicacion linfatica entre el tracto supenor e inferior, donde actuaria como via de
infeccién del parenquima renal, sin embargo estos trabgjos no fueron confirmados
sdecuadamaente en el hombre y experimentalmente (18, 32).

-Factores predisponentes. .

- Alimentacién vegelarinna (ee alcalinizants).
- Masturbacion sexual.

- Aumento en la actividad sexual.

- Embarazoe frecuentes.

- Edad,

- Diabetes mellitus.

- Litinsie,

- Instrumentacién meato-cisto-urelral,

- Hipertrofia prosttica (9, 18, 34, 35).

Mecanismos de defensa del huésped

- Osmolarided de la claridad

- Concentracién uréica urinaria

- Concentracion de écidoe organicos

= pH bejo

- Presencia de anticuerpos {IgA e 1g0)

- Fagocitosie por migracion de la mucosa vesical

- Peristalein uretral |

éul:l‘\?;?é sl::rrxl:iir;:ic; :e la orine con vaciamiento completo y espontanec de ln vejiga
SINTOMATOLOGIA

Law mo.nil'an;auionu clinicas son muy varindae y ne encuentran influenciadas
por la eded del paciente,
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La sintomatologia clinica clasion es hlpemmn, dolor Iunﬁu ; vomito, anorexia,
astemin, adinamia,  disuria, homnlunn, ummnu urinaria, lomlmo n-enl. dolor
suprapibico, frecuencia miccional y nicturia {26).

La infeocién unnaria crénion ee dificil de definir, las recaides o reinfecciones
pueden o no ser eintométicas, por definicidn se considera un proowso com pocos datos
clinicos y que we hace evidente por mmnilestaciones de infeccidn renlll, o bien ee
comprusbe por alteraciones de laboratorio (9, 11,36). -

DIAQNOSTICO

Rl diagnéetioo de una infeccidn urinaria se hace on b-u a I. n-mluucaonu
clinicas y ai hal de leucocitos y baoterias-en la orina, Bt # .
depende de g oa adecusdon de coleetn, del eatudio microecdpico y del cultive de
orina (6,13,

Parw confirmar el diagnéetico en la infeocién urinasin ee han utilieado diversos
métodos, los cusies incluyan desde preparaciones de orina centrifugades o ain
centrifugar; hasta cultivos y estudios con inmmunofluorsscencia (9, 18},

El andlisis general.de orina debe incluiri la desoripoién del color, medicidn de
ocemalaridad, pH, duco-, protelnes, celonas, sangre, bilirrubines. Betes mediciones s
reslisan  mediante una tira reactiva cuya interpretacidn .y resultados es dan en un
minuto. Seta parte del urcandlisis ve ha convertido en una prusbe bareiy y Rvil da
prectionr (15, 18, 39),

B ostudio del eedimento. urinario para detectar la prowencia de bacterias o
piuria (definida . como 10 & mhs leucocitos por campo de alto poder en ‘orina
centrifugade) en muestres oblenides do milad do :miccidn, sugeren: eitaments la
probabilidad de infeocidn. (13, 18).

Una de las prucbes de Mmonhnmuntuylcdmdwonibhm
loomconmpochdonbwnonddtnclounmnouhm*pmdn B
major mitodo de smwdir la piuria o la detenninaciin de la tese de emcresién Urinania de
leucocitos (método difleil~y pooa préotico): Una excresion de 400 mil leucocitos/hr o
mmyor correlacidn oon infeacidn urinasia sintomdtica (18).

La medicién de pmm con métodos ripidos para determinar la presencia de
osterven de lsucocitos en orine, shorm muoho de los problemes que esenousntren
durente ¢l examan de rutina del eedimento urinario en buson de leucocitos y de su
namero,

El aislamionto de oantidades signifiontivas de baotesins en una museir de orinm,
tomada por método setéril, ee el parkmetro con el que ee comparan kis otros métodos
para determinar la bacteriuria. Entre oetos se incluyen el emmmen m y low
Prusbas répides, como al de nitrilos, in cusl se realim por el método de ia tira resctiva
(15, 18),

nmrunodohmumunh-nmduommw.ﬂlum/ni
de orina como el esténdar de comparacion (4, 18,2¢),
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CULTIVO DE ORINA

Bl cultivo de orina ee ol método que mise se ulilisaparn establecer la presancia.y
cantidad de bacterias en onina.

Low cultivos esthndar de orina an la mayor parte de los laboratorios se realisan

en muestras de mitad de chorro reunidss on tubos estériles,  previo aseo de los

genitnlce axtarnos antes de la obtencién de fa muastra (5, 18, 29).

Una ves recogida !n muestra debe preseniarse inmediatamonts y wi no e

posible, se conserve on refrigeracion a 4°C para ervitar la multiplicasion bacteriana-un

méxirmo de 24 horas (S, 31).

Después da la siambra en madios apropiadoa sa requieran aproximadamante
18-2¢4 horms de incubwoion pem oblener un recusnto adecuado de coloniss. Bl
dasarrclio de 100 000 & mée bacterias por ml de orina es indicativo de una infeccién
urinasia. Posteriormonte, se neoesitan de 12 a 24 horsa para la identificacion del

‘ microorganieme y para realisar las prusbas de susceptibilidad a antibidticos (S, 18, 26).

Actualmente hay varios sistornas de cultivos automatisados, los cusles son muy
répidos pero muy costosos, tiene una slevada sensibikidad (95 a 98%) con:la desventaja
que son menos sensiblos en la dalaccién de infacciones con pocas colonins; por ello
won de .ueo limitedo. '

. Bxisten tarnbién otros métodos para Ia localisesion de infecciones del trecto
urinario como eon,

- Bacterias recubisrtas con anticuerpos (ACB). Se emplea para tratar de determinar
i un paciente sufre infeccién en la vajign (cistitie) o una infeccién del tejido renal
(pielonelritis) mediante el empleo de una téonica no invasora (22, 84, 35, 36},

- Microglobulina B-2 urinarin . Bs un método de localimcion indirecto, La produccién
dieria de la proteina ee constante; e filtra on ol glomérulo 'y se reabecrbe cesi
completamante en los tbuloe renales del rifidn sano. En presencia de daffo tubuler ln
concantracidn usinaria de sela proteina es'invrementa.

- Oupmdld méuxima. de concentracidn urinaria. Fué uno de los primeros métodos

para determinar la presencia de la infeccién del tracto urinatio superior. La prusbe
consisiin en privar al paciente de agua dumnts 16 horwe. .En:lecha més reciente, se ha
utilisado DTVP (derivado eintético de la hdrmona sntidiurédtics) intranasal para madir la
capacidad de concentraién unnaria en losnifios an quiénos la prusbe de privacion de
sgua puede ser paligross.

Dichos métodos anteriormente mencionados, ofrecen ulifidad y repides pero
requieren de equipo sofisticado pars su interpretmoién; por ello son pooo atruotivos
‘para muchoae clinicos. Por eilo otros métodos de deteccién rapida y poco costosos son
altemativas importantes (4, 18).

Rl comercio existen diversos estuches de deteccién inicial para cuantificar casos
sospechosos de infeccion en viss urinarias; uno de ellos consiste en el empleo da una
placa de plastico barata y desechable que contiene una pequefia cantided de medio de
cultivo no selectivo. Dicha placa simplemente ss sumerge on la muestrm de orine, se
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auca, se Introduce nuayamente en &l recipients esténl y ge incuba a 35°C dumnte 18 a
24 horas; antes de hacer el recuento de colonias en forma rapida y aproximada
comparando [a proliferacidn 2n 1a alnwhadille can una cuia para el tipo aproprado del
medio de agar {swtema usado en la consuita privada por los médicos) (16, 34)

El mstado quizd - mas precieo y mas lahoriogo, consiste en jreparar placas de
agar de tipo clasico, las mayores dificultades de ésta téeniea dependan del tempa y de
los materiales necesarios para practicarla. Adernas ja presicidn  del recuento de
coloning es demasiado sstricta para lar necemdades del clinea (2, 3, 15)

TRATAMIENTO

El objetiva del tratarniento es erradicar las bactenas del tracto unnano y asi
mejorar low sintomas, pravenir el daito renal y reducir la probabilidad ds digerinar
infecciones en otron sition,

Los pacientes con bacteriuria asintomatica no complicada no - presisan
trataniento, excepto en pacientes que tengan alto riesgo de desacrollar infeccion
sintométic, principalmente  muerss  emburazadas, y aquellos con  factores
predisporcntes  como  diabetes | mellitue, rifones - poliquisticos, ancrmalidades
anatomicas o neuroldgicas, paciente inmunosuprimides o quiénes van o 8er sometidos”
A instrumentacion uroldgica (8, 12).

En pacientes  ointomatices; - cerca. dal 80% de los  primeros  episodios
cspecialmente en mujeres sexuntmente activas son producidos por £. coli. Se puede
administrar tratamiento con doeis Gnica de trimetroprim-sullamstoxazol 32071600 my -
o sullizoxasol 2 gr o amoxacilina 3 gr (12,22, 24, 35, 36). :

La uretritis y la ciatitic son mejor tratudos con. antunicrobianos que alcancen
buenas concentraciones en lu orifik, come las sulias o la nittolurantoina (22, 24)

En prostatitis bacteriana aguda puede. ser naceaario e} vse de antibidiicos
parenterales. La mayorda de los anhilréticos nleanzan buenas concentmciones en la
glandula influnada por lo que s electivas fue penicilines,  celadssporinas,
arnnoghicéstdor y quinolonas (12, 18).

En la prostatitic crénica, los chloulos prosiaticor pueden sar nido de la infeecion
y en muchos casos ser necesaria la remocién quirirgica del caleuln infectade para
lograr la curacidn; con trimetroprirn-sulfumetoxazol en dasis de 160 /800 ingr dos vecen
al dla dumnte doce semenas o mas, se hun demostrado fos mejorss renulindos, pero
en ocasiones In cura 8élo ee logra despuds de prostatectomia totnl (12, 34). i

La' pisloneliitis: subclinica puede presentwrse especialmente en mujeres,
requieren tratamignio con antibidtico eue aleance buenas concentraciones hisulares
por lo que se puede utilizar por via oml: tnmatroprim-sulfamstoxazol, nitroflumntoina,
quinulona o celalosparines de primera generacidn durante 7 « 10 dina (12, 34, 35, 36).

Cuando se presenta piclonefritis aguda con aintomae sistémicos, se recomienda

hospitalizacidn y tratamients parenteral con cefalosporinas de primera generacién,
aminogluctsidon o quinolunan (12,17, 35, 36).
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{irogas roma nzireonam o Lnfaioﬁpunnus de wegunde y tercera generncion se
reservan para indicaciones cepecificaw, Si la infecciti es recurrente debe determinarse
la causa de la resistencin y obteper Ia terapia. de acuerdo ‘a ln sensibilidad an el
anbibiograma,

Reinfeccionea producidas por diferentes microorganiames, requisren evalgacion
uroldgea y despuéa de erradicar la bactenuna probablemente se deber ugar prohluxxa
antimicrobiana (12)

En ngeres  on pielonefniis o cislis recurrenle  que . tengan  Becrcecionss
vaginalea anormales se recorntenda 2 uso de mboluwrentuina o frunetropnim-
sulfametoxazol en forma profilactica poat-coilo (12, 22, 34, 35, 36}, :

Pielonaliitie crdnica. Debe considerarss como una nefropatia crénica resultants
de la inleccién baclenana persistenle en el mfidn. Antes de  (miciar cualquier
tratamiento, se deben agetar odon los recurava parnclinicos que Jescarten la presencia
de anomalia ssiruclum! da ving unnartas, =l syient: pase 2w establecer cualquisr
agente dominant: di la infeccién, para w cual se realisin urccultives seriados ¢on
sensibihdad antimicrobiann ulteriormente delinir el plan general de manejo desde
explomcidn hasla proparacidn quirirgica, en =sus condiciones 8é requicre esterilizar
praviamente la orinn, o cual ae legra con unn ampestding,  celalosporing o
aminvglucssido, Fosleriormente el prossso quirargico se adnunistm por un lapso de
uno a tres mesea en dosis cada 12 horas algin sulfnmlnlh,c», !nmelmpnm—mxl[u
nitrofuranos v an adultos zxcepto snibarazadas cinoxacina (9, 35, 36).

La piclenelritie enflitematosa as upa forma severa de prelonefritrie y puede
ocurrir en pacierter con enfermednd de base como dinbetes: tiene una mortalidad
cercana al 0% v =l iredamiento antibitica s drenage no es suficznte.

La pisloneinlis xantogranulomatosa ea una rarn enfermiedod en ia qus sl ffon
llega a zater infiltrado por un material granulomaicao. Se requiere nelractomnia parcial o
total cuando el rifidn ee encuentra extensamente comprometido (34).

COMPLICACIONES

Un procese infeccioso del sistama urinariv; es capas de tener prograsién
silenciosa hacia una lesion renel y ser evidente con diferentes grados de insuficiancia
renal, las complicacionas rndes frecuentes sén la hipertension y ln insuficiencia renul
19).



MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL .
cantidad

- Tubos de ensaye con tapon de rosca {PY REX) 10

- Tubos de ensaye de 13 x 100 (FYREX] 100

- Pipetae graduadas de 1, 5y 10 m! (FYREX) 30

- Vasos de precipitados de 100 y 250 ml (PY REX) 3

- Espatula I

- Algadén (paquete con 200 w4 2

- Portaobjeton 1

- Asa bacterioldgica rcta 1

- Anas calibradas (0.01 ml) 2.

- Papel indicador de pH (Labatix) 1

- Caja de Petri (PYREX) 2

- Matraz volumétrico de 100 ml (FYREX) 1

- Tirae reactivas para uso visual (Bili-Labstix) (Irasco) .

- Machero Fisher ’ i

- Sisterna comarcial para cultivo (Cultorin) 100

- Papel parafilm *M' )

- Celdillas para espactrofotdmetro redondas 12 x 15 (PY REX) 2

- Qradilla metalica para 60 tubos 2

- Marcador lapiz diamante 1

- Aceite de inmersidn

- Frasco colector estéril 10

APARATOS

- Balanza analltica {Mettler DR-426}
- Microscopic (Karl Zeiss A-501)
- - Incubadora (J.M. Ortiz 8.1.C. D.Q.E. 774)
- Bspectrofotémetro (Sequoia-Turner modele 340)
- Centrifuga Solbat J-12

—d oyt bs e

'REACTIVOS
1. Formulacién del medio de cultiva* CL-25 (g/]) 250 ml

Paptona de carne 7.0
Peptona de caseina 7.0
Lactosa : 7.0
Urea ) 16.0
Rojo de f=nol 0.024
Azul de timol 0.1
Agua destilada 1L

pH final 74

‘La materia prima utilizada e¢n la
formulacion del medio es de la marca
SIGMA.



2: ‘Tincion de Gram (SIGMA)
Cristal visletn
Lugnl
Alcoliol-catona
Safranina
Agua comian

3. Reactivo para Oxidova 1% (Bigaux]
4. Pardxida de hidrsgen. 3% (SIGMA)
§. Plasma narmal humano

6. Reactivo de Kovake (SIGMA)

PRUEBAS ESPECIALES

7. Coagulasa (plasmn humano normal, una coloma de un cultivo de agar sangre de 24
hrs. de incubacién)

8. Oxidasa (monoclorhidrato de p-aminadimetilaniling al 1%)

9. Catelasa (peroxido de hidrogena 3%)

10. PRUEBAS BIOQUIMICAS
Citrato de Sirnimena
Surrco (urea-sacaiosn)
Malcnata
Kligler
- Agar de hierroy ligina (LIA)
MO
Rajo de meatilz -
Voges Pronknuer
(19, 24}

11. MEDIOS DE CULTIVO .
’ Agur sangrs de carnero al 5%
Agar de Mac Conkey
(19,24
Comercial (Cultorin) (Bigaux Diagnostica)
(14, 22)

12 Acido sulfunconl 1% F/V 250 mi

13. Cloruro de bario at 1% P/V 15ml



DISERO DB INVESTIGACION

Sa lievd a cabo un estudio-de tipo prospestivo, traneversal y comparativo, cuym
finalidad es determinar la calided disgnéstion, sensibilidad y repides del método de
urooultivo on fase liguida.

Se trabajaron 100 muesires da orina da pacientes con diegndstico ptoblblo de
IV en el laboratorio clinico del HRZ No, 25-'Gral. Ignacio an-gm e¢ ulilisaron
muestras do orina' do pacientos inlemos y axtemnos bajo los siguientes criterios de
inclusion y de exclusion. )

_ Crilerios de includion,
- Orines tormmdes de une poblaoadn .on general,
- Orinsia de paciantes que leguon al Inboratorio con diagndetioo probable de IVU.
- Orinas turbiae 0 no que resulien positivas a cualquiera de los siguijentes parkmelros:
Nitritoe
Actividad seterhsica deleucocilos

Criterion de exclusion.

- Orinas turbias o no, que no prestntaron reaccion a la tira nuhu on ninguno de loe 2
parkmetros (Nitritos, leucocitos).

~ Oninas hegatives a leucociton y bucterias én el sedimento unnario.

Variablee

- Método Tradicional,
Positivo, Cuando el conteo oolonial es >100,000 UPC/mI de orina,
Negativo. Cuando el conteo colonial o8 manor que 100,000 UFC/mI de orina.
Contaminacién. Cusndo sparece mks do un - tipo do mnomnnmn on la
muestma,

- Método semicuantitativo, :

‘Positivo, i el conteo colonial es mlyorque 100 000-UPC/mi de orine y ademés
ol medio de cultivo pressnta’ cambio en la coloracién, espacifica parm oada
mvr:::pnmm in oual ha-sido establecida por la cesa oomnmd de acuerdo a lo
siguiente:

COLORACION MICROORGANISMO(S)'
Amasitio B colj
Narenja Kobgiclla sp
) Staphylooecoyy ep
Streptacoooys ep
Megenta Protous ep
Peeudomenas sp



Matodo en fase liquida CL-25

Positive. Si el conteo colonmial es mayor que 100 000 UFC,’ml'de onnn al terpolar en la

v curva estndar para ese gineru baclsnano y s adernas correspende el cambio :
rde coloracion del madio al que hemnce establecido; ef cual es el miguients:
COLORACION. - MICROORGANISMO(S) FUNDAMENTO
s "Amanllo . col Los gérimenes que fermentan la
lacteaa B _coli, Klsbesialla wp,
Naranja Klebwiells ap liberan imetabolios deidos, con o
v Streptecasiug ep - cual dieminuye o pH hadtiendo
Staphwvlococcus 8p virnr alindieador  con
el consiguienta cambio de cular
Morado Proteus ep del medn rde cultivo

Morgarnella morganii
Klebsizlla ep

Vino Staphylococcue aureus
Pasudomonas sp

Original: Candida sp
{rojo ladrille]  Enterotacter sp

-Negativo. Si &l conteo volonial menor que 10 000 UFC/ml de unna y ademda i sl
cambio de coloracion del medio liquido no corresponde al que se ha zetabilecido
an nuestro estudio.

-Conlaminacién, Cuando existe un canibio de coloracidn en ol medio de cultivo que no »
corresponde al patron de colores astablecido. . e



MBTODOLOGIA

A) Toma de la muestra.
- Bl paciente no deber tomar unhmxcmbmnoc minimo 8 dias antes.
- La muestra dsber ser la primera orina de la mafiana.
- Instruir a! paciente que realice un aseo escrupuloso con agua y jabdn de
genitales externos.
- Desechar | primera parte de | orina y recolectar la miccién media, tapando ol
frasco inmediatumente (frasco ostéril).
- En nifos se coloca una bolea recolectora (dispositivo de machuca) previo aseo
de gonitales extenos,
- Ba conveniente on nifios practicar urocultivos en eeris de 3, uno dianio,
- La mueatra ss debe sembrar inmediatamente o refrigerarla méximo dos horee,

B) Bremmen microsodpioo.
« Contrifugar 5 ml de orina a 1500 rpm/$S min,
- Dosschar ol sobrenadante.
- Colocar ¢l sedimento entre porta y cubreobjetos.
- Leer al microscopio con objetivo seco fuerte.

C) Se trabajarmn las muestrae de orina por tniplicado, y en forma simulidnes
comparando los diferentes métodos de urocultivo, los cuales eon los siguientes:
Urocultivo tradicional, Urocultivo semiouantitalivoy urocultivo sn fuse liquida,

UROCULTIVO TRADICIONAL

1. Quemar ol asa putndoln por la llama (pora ducu-r 0.01 mi) dejar que we enirie,
apoyandola en posicidn invertida sin tooar ninguna superficie.

‘2. Meacler la orina cuidadosamente y destapar el recipiente.
3. Insertar ol asa verticalmente en Ia muestra para que la orina ee adhiera al arco.

4, Dissminar lu orina oargada en ¢l anea sobre la superficie de In place con agar sangre
do camero sl 5% (por estria corrada),

5. Sin quemar ol asa, insortaria nuevamente on la orina en forma vertioal parm inocular
la placa con mgar MaoConkey (por estria crusads),

6. Incubar las piacas durante 18-24 hrs, a 35-37°C en werobiosis,

7. Contar el no. do URC/ml de orina tomando en cusnta el factor de dilucién. -

8. Las plucas on las que no hubo crecimiento o solo desarrollaron colonins muy
poquelins deben ser incubadas 24 hre. més anles de desecharias ya que &l

tratamianto con antimicrobianos o ouslquier otro factor puede retardar el
orecimiento inicinl,

19



9. Del crecimiento an agar MacConkey seleccionar une coloma pam realizar, frotia,
tincién de Qram y siembre 2n pruebas bioquiricas (Kligler, LIA, MIO, Qitrato e
Simmions, Surraco, Malonats, RM v VPR .

10. En caeo de dentdicar microorgamamons tales como Staphylococcus sp. o
Streptccgoctia ap, realizar pruebae especialen come catalasa, coagulasa.

11. En ¢aso de identilicacion de Candida ep realizar la prusba de tabo germinative.



URGCULTIVO TRADICIONAL

MUESTRA HOMOIIENTA
(FOSITIVA EN ASFECTO,
TIRA REACTIVA O
FROTIS)

SEMBRAF CON AGA
CALIBRADA i0.01 mi)

AGAR SANGRE ‘ MacCONKEY
(MASIVAMENTE) (BSTRIA CRUZADA)
24 HRS/37°C " 24 RS/ 37°C
CONTAR EL No IDENTIFICACION
DEUPC/ml BIOQUIMICA

MULTIFLICAR POR EL
FACTUR DE DILUCION

REPORTAR LOS RESULTADOS
OBTENIDOS

OTRAS PRUEBAS CCMC:!
COAGULASA

CATALASA

OXiBASA

PARA MICSOUCRCANISMOS DB LA
FAMILIA NO ENTEROBA.TERIACEAE




UROCULTIVO SEMICUANTITATIVO

1. Quitar el tapén del lrasco comercial del urocultivo (cultorin)
2. Impregnar «an la orine homegeneizada la placa da! medin de cultivo que sontiens «|

[rasco.

3. Sacar la plasa de la muestra y colocarla nuevamente #n el dispositivn,

4. licubar durante 24 horas 0 37°C.

5. Obsarvar el cambio de eoloracidn del medio.
G, Realizar el recuento del nimero de UFC/ml de onna y mulliplicar por el factor de

eilue o

UROCULTIVO SRMICUANTITATIVO

IMPREQGNAR CON LA ORINA LA PLACA
DEL MEDIO DE CULTIVO QUE CONTIENE
EL DISPOSITIVO.

SACAR DICHA PLACA DE LA MUESTRA Y
COLOCARLA NUEVAMENTE EN EL DISPOSITIVO

24 HR

S/37°C

OBSERVAR EL CAMBIO DE COLORACION DEL
MEDIO SEQUN EL MICROORQANISMO PRESENTE

CONTAR EL NUMERO DE COLONIAS Y
MULTIPLICAR POR.EL FACTOR DE DILUCION




UROCULTIVO EN FASE LIQUIDA

1. Quitar el tapdn de algodén al tubo que contiene el medio en fage liquida.

2. lnocular 0.1 ml de aiina con pipeta esténl a 25 ml del medio CL-25.

3. Incubar a 37°C durante un periodo de 10-14 haras.

4. Observar el cambio de coloracidn del medio, segun el microorganismo prascme

5. Realizar una dilucién 1:5 en celdillan redondae para espectrolotémetry de la
‘siguiente manera;

A 0.6 ml del cultive obtenido udncmnnr 2.4 mil de agua dectilada para

obtener un volumen total de 3.0 ml.

6. Medir la turbidez de In muestra en el espectrofotdmeatro, segin los siguizntes datos:

Leer a 40 nrn para: Leer a 870 nm para:
E col Proteus sp
Klebsiella sp Morganelia morganii
Staphylocncicue ep .
Peeudomonas sp

Candida sp

Enterobuocter sp

7. Multiplicar por la dilu<ién hecha.

3. Initerpolar =1 dato obtenido en una curva de calibracién turbidimétrica especifica
para el micr-organismo identifirado, para obtener el nimero de UFC/ml.

UROCULTIVO EN FASE LIQUIDA

MUESTRA DE ORINA (0.1 ml)
T
INOCULAR A 2 ml DEL MEDIO

EN FASE LIQUIDA (CL-25)
14-14 HR8/37°C

OBSERVAR EL CAMBIO DE COLOR DEL
MEDIC, SEGUN LA BACTERIA PRESENTE

3
l REALIZAR UNA DILUCION 1:5]

‘ MEDIR LA TUBIDEZ DE .A MUESTRA ENEL
SSRE BTRT,SEGUN.LO.SIGULEN -

LEER A 440 NM PARA: LEER A 570 NM PARA:

E _coli Proteus sp
Klebsielin sp Morganella rriorganii

Staphylococcus sp
Peeudomonas sp
Candide sp

... Baterobacter sp
v
[_MULTIPLICAR POR LA DILUCION ]

TRTERFOLAREL tm‘zrmm*
CURVA DE CALIBRACION TURBIDIMETRICA, PARA
OBTENER EL NUMERQO DE UFC/ml DE ORINA
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CURVAS DE CALIBRACION TURBIDIMETRICAS
1. Hucer una suspensidn bacteriana en matres efdenmeyer de 250 mi, de un cultivo
bacteriano (copa control) en 100 ml de madio de cultivo on fase liquida CL-25,
2. Tomar la D.O. iniciul en ol sspectrofotémetro (=0},
t=liompo
3. Incubar In auspensitn a 37°C durante 20 minutos.

4. Roalisar an forma simultinos los pusos A y B que e indican a continuacién;

A} Tomar 0.6 ml de suspsneidn con pipete greduada y trensferir dicho volumen
a una celdilla redonda pars sspectrofotémetro adicionando 2.4 mi de agua

deatiladm, meacler y leer in D.O. da la muaatre on el aparato & una longitud de

onda de 440 4 570 nm de acuerdo al microorganiemo que se esth trabajando,

B) Con s! asa calibrada inocular la superficie de una placa con ager sengre de
cameroc al 5% sn lorma mesive.

§. Realimar low 4 altimos pasos a intsrvalos de 20 min, hasta cbiener une serie de datos
para gralicar la D.O. en funcidn del tismpo de generwcion (curva de crecimiento
bacteriano).

6. Las cajas inoculecdas del paeo B #e incuban a 37°C durwnte 24 horus,
7. Contar ol No. de UFC/ml de orina tommndo en cuenia el factor de dilucisn,

8. Graficar con este dato la D.O. cbienida de! paso 5 en funcion del No, de UPC/mi de
orina pam obtener la curva de calibracion turbidimétrioa.

NOTAS:
- Todos lon pasos que »e indican se realisan en condiciones de esterilided.
- Para cada cursa de calibracion, se siguen los miemos pasce {1 a 9),
unicamente se cambia e} microorganismo,



DISERO ESTADISTICO

En medicina una de Ins inquietudes mAs comtnes es la avaluacidn de lus

pruebas de laboratorio; es pnmordml conocer la importancia que se debe dar a cada-

resultado do cada axamen, misma que varia en funcién de la calided de ia prusba,
Para valorer o} método en fase liquida jpare ol andlisis microbiolégico de muestras de
orin enfocado al disgnéetico olinico, so determiné In eficacin do outa pruob. ,rmdnlnle
la evaluacion de la sensibilidad y especificidad.

En funcién del tipo de estudio que se realiad, los resultados obtenidos fuerdn
sometidos & un andlisie esladistico propuesto en ol Teorema de Bayes (iabla no. 1),

TERMINOS ESTADISTICOS

Songibilided nogolégica. Ee ll pmhcbnlndad de que la prusba resulle positiva
ouando el individuo realments tiene la enfernedad

P(+/B) ® Probabilidad (P), do(gue la prusba sea positiva (4, dado (/), que el

individuo tiene la enfermedad
- TABLA No. 1
‘TABLA DB CONTINGENCIA ESTADISTICA
" (leocrema de Bayses)
) PRUEBA DB REFERENCIA
PRUEBA DB
DIAGNOSTICO
: + -B TOTAL
* A : B A+B
- (o] D C+D
TOTAL A+C B+D A+B+C+D

Av No, do casos verdadoros poutnoo
B*= No. de casos falsos positivos

C= No, do casos {alsos negativos

D= No, de casos verdaderos negativos

Fuente: Mendes , 1990.



v

Bepectlicidad _nosolégien. Fa la probabihdad de que a prueba sea m-gmxm
cuando sl individuc realmente no tiene la enfermeda-d.

Pt/ = Probabilidad (P}, de que 1a pruebn sea negativa (<, dade (], que ol
indwiduo no tiene la enfermedad

Valor pradichivo poative o sensitalidad dingndayca, 8i la pruaba es pomitiva, qus
probabilidad hay de que o individus pradments wengcda snfenmadad

PE/ 4 & Prabatalidad (B, de que =t ndedus st enfermie (8, doado 87, que la
prueha es positivi (+ ‘

Valor predichivo negativo o sepeciicdad diagnishica. Bi la prucha s naganm
que probabilidad hay de que el individuo v tenga la safennedad.

&/ 2 Probabitidad (), de que ol individuc aste enfermo (B, lads (), que n
prueba es negatvi (+.

K

'drmulas seladisticas aphcadas

‘ A
Sensibilidad nogologica @ P{+/ B} & weaeeaenne
A+C
D
Eepecilicidad nosoldgicn = F{~/B) ® wremenenae
B+D

Valor predictive positivo = P (1/+) % -

A+B
D
Valor predictivs viegativeg ® F(B/<) 2 cavasmenss
D+D
B
Indice de falsos positivos = P (+/F) ® -« eneieen
A+B
C
Indice de lslece negativos = Pl</ 1) ® cevermenns
c+D
A+B
Potencin dingnoslicn = PD S ceeeevmicameaicnns
A+B+C+D



RESULTADOS



RBSULTADOS

A continuacién se presenta ol orden on que -pusoot.u loe resultados obtenidos.
" 1. Cuadro que asocia el nimero de URC/ml de orina para cada método de u@ulﬁvo.
2. Tabla de contingencia ostadistioa. v ’
3. Datos estadisticos de la regreeién lineat,
_ 4. Qrifions de correlecion entre low tres métodos de urocultivo.
5. Curvae do calibracién turbidimétricas.

6. frecuencia de nuomot'm.m causantes da VU que (uerén oneontudoo, de las
100 muestras de orinas trabajadas.

7, Figura 9 que commesponds al % de aislamiento de los microorganiemos causantes de
VU,

Se estudiardn 100 muestras de orina de las cuales, edlo el 66% results de
m!eru pars nuestro sstudio. Bncontramos que la mayor frecuencia de infeccién en vias
urinariag comlpondn a B coli (37%] y el 29% restante corresponde a otros
microonganiemos como Proteuy sp, Klobsiella sp, m.demenu op, entre olm

Qbservamos que al método de la tira reactive, asi como e} andlisie microscépioo
de orina son métodoe inespecificos y edlo se utilissron como une herramienth parm
datectar cantidades de bacterias no cuantifioables on ias mueatras, ea decir, ss ussron
como tamis para efectusr un urocultivo postenior,

A continuacion se presenta ol siguiente cuadro que relaciona el no. de UPC/ml
de orina para oads método de urocultivo,



DATOS OLTENIDOS DEL NUMERC DE UFC/ML DE QRINA FOR CADA METCDG DR ‘

UROCULTIVO

. IN METQDOS N METODOS 1
| T ¢ TRl ] SO KON -
i 15 10 6a 51 0 ¢ 0 i
2 10¢ 16 100 52 100 [toc oo o
3 0 0 0 53 0o o !
4 0 0 0 34 20 12 88 |
5 i {100 {100 55 00 1we g
6 160 (100 100 | 56 ot 17 B
7 0 7 QJ ! 37 0 164 NG |
8 oo - f106 {100 ! 38 |0 G 0 i
g 0 0 0 1 G "0 I o i
10 0 0 b} ; 30 106|136 o3
1 10 10 65 | 61 5 0 0
1 0 o G 32 e ico |30
13 n G 0 ‘ BE v ¢ 1100 !
14 15 3 3B s Lo fee lito
15 20 an 45 A5 100 40 1030
i5 100 i00 | 16C 36 o 0 0
17 0.002 {0.002 |0 57 (0 0 0 ;
18 0.002 {0002 {0 Y M LT £ 30|
19 100 {100 1100 ' NP= NUMBFS |69 4 0 0 |
20 106 {100 " |100 DE tIJETRA - |70 30 00 |15
21 0.00% 10002 |0 DECFINA - |71 0 0.002 |0
az 106 100 |100 7 100 |so T3
" 100 {100 {106 R 100 1100 1iod
w4 106 106|100 | TRADNTIVEAL |74 100 |ioc j1vo
5 100 e 1o ; 'S R0
26 100 {100 |1a0 | caMETCDG- ve lion lioc s
a7 0 )] 10 COMERCIAL 7 (D] 101 Q0
22 1y 2 10 78 136 180 100
l2a 1100 7o 100 Fl=t 41 Ty (70 0 0 oo
3c 169 |35 136 ENFRIE LY. |80 3G P 01100
31 b} 0 0 i L 3l oo fe 900

. 32 lioo |28 (13 ! 182 (160 {ioc |ioc
33 40 a0 40 B3 e o 100
34 108 (100|100 84 100 |30 120
35 |0 G 0 ) 85 100 - |40 100

. 36 0 0 0 86 06 Ji0c |10
37 0 20 0 a7 100 oo fou i
3 0 0 0 2 !
39 100 |50 100
40 100 }i0C {100
41 100 {100 {100
42 100 100 100
42 100 {106 1100
34 160 100 'ilo

° 45 0 0 apn !
4G 60 20 0
47 20 12 o
48 20 0 G i

- 49 100 1100 1100 i
56 12902 {4 2 :




TABLA DE CONTINGENCIA ESTADISTICA

Bl andlisis eetadishise ee lHew! a aol'c integrande una (abla de contingenais

astadiatica para determinar la senaibnhdad, calidad diagnéatica y capecifica.

METODO | TRADICIONAL | SEMISUANTI TATI ] AT UQUIDA
A 52 SO iR .
B ) 2 3
[§] ) 11 . 1C
D 4y 6 15
ST%) _ 100 78.54 30.76
E (%) 100 9593 9 75
VPP (%) 160 95.34 93.33
VPN (%] 100 80.70 818}
IFP { 9 9045 0008
FN | [¥) PRLA R
PD (%) [T 87 27 |
A VERLALEROS POSITIVOS
2] FALSOS POSITIVO:S
c FALSOS NEGATIVOS
o VERDADERGS KEGATIV8
3 SENSIBILIDAD '
B ESPECHICIDAD
VPP VALGF PREDICTIVO FOSITIVO
VPN VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
IFP INDICE DE FALSOS POSIIVOS
IFN  INDICE DE FALSCE NEGATIVOS
PO POTENCIA DIAGHOSTICA
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DATOS ESTADISTICOS DE LA REGRESICN LINkAL

A continuacién se presentan los datos astadisticos ae i regresis lineal v [ne
graficas (1, 2, 3) ervlas cualse s abe.iva la correleasn que gardast v o altive on fass
liquida CL-25 2on respects de los matudos de urscuitive semicuanttative jcomercial) v
wadicional ‘

METODC TRADICIONAYL RESPECTO DEL METODC COMERCIAL

s 100
Lxes BHSID N |un
Tx= 50015
L= 456157 ¢ 100
Ly= 4919012
Lxy® 4:66785X 101
im 58200 18
XOn® 40594 30145
ey 1718598366
T3 49190 12
YO, @  4G280.68814
¥ Ot = 46513.8417
A® 1632.039122
B2 081885652586
r= 0.8306963994
= 0.69005650°
By 10, 1532035122)
™ 1 100000, 85418.56491

METODO TRARICIT NAL RESPECTO EN FASE LIQUIDA

0E 00

D= 53020 % 1011
Ex= 33300:9

Ly2s 520070 X 1011
Zya 8582004

Cxyw 49240 X 1011
k= - 56300.19
YO ™ 47146.45911

y Oqy® 47383.9742

§= - 55820.04

y o, ® 45900 79661

¥ On) "46132 2064

A= 10673 32025

B= 08017951582

r= 1.80135543609

= Q67T

Py (0, 10p78.4:0

Pz (100000 ,50258.23
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ANALISIS DE CORRELACION DEL METODO TRADICIONAL CON
RESPECTO AL METODO COMERCIAL ‘

CUFCImE x 10°

T UFCm! x10’

T:METODO TRADICIONAL
C:METODO COMERCIAL
r=0.8306963894

GRAFICANo. 1



ANALISIS DE CORRELACIOM DEL METODO TRADICIONAL CON
RESPECTO AL METODO EN FASE LIQUIDA CL-25

LUWOm! x10° .

o¢ + A e ¥ $ + > h 4
0 10 2 % “° 60 ® nw ] 100
TUFC/mi n 10
T: METODO TRADICIONAL
L: METODO EN FASE LIGUIDA CL-25
r = 0.3235542909

GRAFICANo, ¢



ANALISIS DE CORRELACION DE LOS METODOS DE UROCULTIVO
TRADICIONAL, SEMICUANTITATIVO COMERCIAL Y

' SEMICUANTITATIVO EN FASE LIQUIDA CL-25
100
%
»
» 0
; Pu - iodo
: x travictonal.
§ E o Matedo
g comarcial
; ) =lben M dlodo
¢ J tradicional.
i % Método en fase
{ ifquida
H m ’
1
!
‘ 0 A T A e e |
: 9 10 2. 33 &0 6 0 7 0 § {0
' TUFC/mI x 10° '
|
METODO TRADICIONAL -METODO COMERCIAL
‘ r' =0.8306963984
¢ . fETODO TRADICIONAL - MET! ODO EN FASE LIQUIDA
‘ r? = 0.8235543909 .

GRAFICANo. 3



CURVAS DB CALERACION TURDIDIMBTRICAS

Las siguientes curves de calibracion turbidimétrices noe indican la D.O. a la
cual ee posible conocer el nimero de UPC/ml de orina de acuerdo al dato obtenido de
la turbides de la muestra y al microorganismo presente. Y ademds determinar cuando
o8 tionen mie de 100,000 UFC/ml de orina y por lo tanto una IVU (Gréfices 4,5,6, 7 y
8). :

3
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Klebsislia sp
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Pseudoinonas aeruginosa
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GRAFICA 9

La siguiente gréfica corrzeponde al porcentaje de aislamiento de fos
tnicroorganismos causantas de VU, de lus cuales tenemos:

37 % para . coly
12 % para Proleus sp

7 % para Klebaislla ep

3 % para M ap

2% para MM&g 8/

2 % pam Candida sp

2% paro Morganeailn mg_fsm
| 1 % parn Stophylococcus wp

34% restan « correspor . di A Luestias ontam.adas
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ANALISIS DB RESULTADOS

De acuerdo a los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos para 8! medio
en fasa liquida CL-25, tomendo como referencis los medios de cullivo deo uso
tradicional, puede cstablecerse que cl meadio an estudio proporciona mayor poder de
resolucién que ol cultivo de orine en los medios comercinles de acuerdo a los
resultados que se muesiran on |a tabla de contingencia en cuanto a sensibilidad y
espacificidad cuyos valores resuliaron ser de 80,76% y 93.75% reepectivamente, los
cuales apoyan el usc de! medio en fase liquida CL-25 para utilisario como método do
urocultivo en 5l disgnostico microbiolégico.

Bl método de urocultivo tradicional es el método que se utiliza actualments
como opcién para obtener resultados mas confinbles en el urocultivo por lo tanto se ha
tomado como purametro de referencia pua e} estudio de ol método e fase liquida
(medio C1-25) y es por ello que se tomd con un 100% de confiabilidad.

SENSIBILIDAD. Para ovaluar éste pardmetro ee probd ol medio CL-25 con
diferentes cepas bacterianss, espacificamnente_B. coli, Klabsiells op y Prolsye ep, y e
cumprobd que el medio CL-25 os capes de deteciar cantidades minimme de bacterias
presentes en la mueetra (1x107 UFC/ml de orina).

La sensibilidad del medic en estudio, resulto eer del 80.76%, por lo que
consideramon & eete valor elevado y por lo tanto al método en eetudio con una
sansibilidad aceptable para wer utilisado como método diagndetico.

CONFIABLILIDAD

Se pmb6 la confimbilidad do nuestro medio mesclando diferontes bactorise parm
ohunu, pnmonm-nle ol comportamiento de dicho madio en oasos de infeccidn ds
visa urinarine por mhs de un germen paidgeno; éstee infecciones mixtas aungque son
poco frecusntes llegan a presantarss, en raras ocasionss. En segundo témmino pera

establecer criterios de contaminacién bactsrimna y por lo lanto en estos casos padir,

nueva muostra a} pacisnte pam comprobar si el resultado de! urocultivo ew debido a Ja
IVU de mixto o si en trata de unm contaminacion bactesianm.

La confiabilidad del medio CL-25 resulté de un 87% por lo que consideramos &
oste valor slevado, ol ~ual pnede deridir que la ticnico que ve ha utilimdo ee confiable,
para ®ar utilizado en clinicas y por lo tanto proporcionsr a! pacienta una larepdutica
me lemprana que la que se da con el urocultivo tradicional.

RBPRODUCIBILIDAD

Al probar .10 cepas diferentes de cuda uno de low siguisnios génaroe
bacterianos: E. goli, Candidy sp, Proleys sp, Klebgiella sp y Pesudomona sp, se observd
- que e} comportamianto de cada género ee de lonma siinilar an cada uno de los métodos
de urocultivo, eeto o8, que las bactorias de! misrmo género al eer inoculadas en los tres
mitodoe desarrollan su metaboliemo en forma habitual, ee por ello que comprobamos
que el método en iase léquide es muy reproducible, ya que adeinks los resultados
obtenidos an cada ves que se utilisd el mdtodo con muestras da orina resultaron de
acuerdo a lo que s osporsbe, ce docir similer en los 3 diferentes métodos de
urocultivo,

Ademans de comprobar estos 3 métodos de urocultivo, podemos mencionar a}
uso de otro, que aunque se cualitativo también presenta una valioss ayudn en’la
deteccion de gérmenes en muoetras de orina; nos referimos a I tira reactive, s cual ee

“



utilizd sulamente como una hermmienta par wsegurar la positindad (pressncia de
bacterias) de las muestras. En este carc no recurrimen a su analisis cstadiatico debido
a que no ee contemplo wu estudio dentro de eein investigacdn, wers adn asi,
obeervemos la exintzncia le falsas pesitives en algunas determiia ores

ESPECIMCIDAR

o e 0 cor | .
En cuants ala espacilicidad, e5ta results con un vl 4z 92 75% por lo que éete
v...or nos indica yue Ja caluded cilacndsti 1 e a8l Rued melon s Ge ure G:ive es muy
buena.

Tymando en consideracion qus tants Ly ecpeibilidad cerio ta ordatili lad y la
eape ifiziuad resuitwon con valoren eievados, hemes: consideriado que el métado
cuade ulilizarge com un mMEtess de 3 gndstics shniso para 2 dantificancn de
gurMwnes an vias Uinarias reeponsat.jes de la inlec.1on,

45
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CONCLUSIONBS

Do scuerdo a los resuitados obtenidos durante la parte experimental do nuestro
estudio, podemos concluir o siguiente:

& medio on fase liquida CL-25 ee el método do eleccién para el diagnéetico
temprano y eficas de IVU ya que ofrece multiples ventjus respecto a ciros métodos de
urocultiva. Dicho medic es conliable para aquallos microorganismos que se encuentran
causando con mayor frecusncia IVU como lo son &, coli, Proteus ep y Klebsiella sp.

8 método en estudio ofrace diversas ventajas con recpecto a otros métodos do
urocultivo como eon: :

- identificacién del iropatégeno responsable de la infeccién en un tiempo
mAximo do 14 homa.

- Menor costo del material y equipo smpleado.

- La técnica puede llevares a cabo en lugares donde no we lisne los medios
necesarion parm realizares un urocultivo tradicional, por ajemplo hospitales de esossocs
recureos y en dreas rurales, asi como en ol consultorio del médico.

- La técnica y equipo ampleado son de facil manajo.

- Proporcionar el pacients con IVU, una terapdulica eficas an un menor lismpo
posible y por lo tanto abatir aei los costos de estancia hospitalaria de los mismos,

-ademds de disminuir e} slsvado indice do morbilidad y mortelidad causado por este
padecimiento.
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TRASCENDENCIA ECONOMIC O-80CIAL

Las .afseciones de vias unparias alcanzan altae cifrae de morbilidad y
mortalidad v coneutnen grandes cantidadas del presupuasto laderal, incluysndo los
gastee tan elevadus que acasiona la 2atancia de lod pacientes a nivel de hoepital. & use
dai medio en lases liquida CL-25 propurciona al paciente un diagnéatico y tratamiento
muiche mas temprano qua los métcdoa de urocultivo habituales.

El casto reciente de! urocuilive cuanhitativo en laboratonos privadcs a ia fecha

tens un valor aproximado a 7 ealarics minimos, el del urocultive eemisuantitative 2n
{ase liquida CL-25 tiena un costo de una:12a. parta de un ealano minimo por cada
detarminacién. Can esto ee lugraria la utilizacién de éste nuevo método de muy bajo

costo para la identilicacion oportuna, rapida y slicaz da! uropatiogeno mponublo deln

infaccidn an vias urinanae.
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PRURBAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS

Las prustas bicquimizas utilizadas fueron las siguientea

Citrato de Simmons

FRINCIFIO

Capacidad del microorgamsmo de.ynlizar citrato romo unica fuents de carbono
para el mataboliamo provecande alcalinidad 2n el medic.

&n las buctaerias 2! deedoblamiznts del citrato samprende .n aistama 2nsimatico
mn {a intervencién da la coenzima A llarmada citnitasa o citrato deamolasa, La snzima

requiere un catién bivalente para au actividad, que e8 suministrade por =1 magnaesio o
el manganeuo.

Lo productos obtenwos del metaboliamo del cirato dependen del pH del
medio, Si el pH aumenta (alcalino) se producen mas acetato y formato con disnunucidn

de la produccién de lactato y COz. Por ancima de pH 7.0 110 hay produccion da lactats y
los preductos eon:

Citrato «--=-2e- » COq + &cido fArmico + 2 Acido acdtico

C-an pH acido, el acetimet:lcarbinol (a‘.eloinu) y el lactaio acn lce principalze
praducios de la ubliacidn del citrato.

Bl medio utilimdo para la fermentacidn del citrato conhiene también sales de
amonio inorghnicas {como fuente de nitrégeno}, lae cuales se desdoblan con. la
coneiguients alcalinidad,

Indicador de pH:
Azl de bromotimol.

Inoculacion:
Batrincién en ol pigo de flauta,

{nterpratacidn.
Positivo. Crecimiento con color azul intenss en el pico de lauta.
Negativo. Sin crecimiento ni cambio de coloracion {verde}.
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Smevece prres-sacerons)

PRINCIPIO

Datectar la preaencia de enzimas que participan 2n la fermentacidn de sacarosa
s hidroliwe da la ures, . :

Inoculacién: )
Sa realiza por incculacidn directa 2n el tuba de prueba,

Indicador de pH:
Rojo de [enol.

PERMENTACION DB SACAROSA,

Sacerosa. Daetarminar la capacidad de un organismo da lermentar (degradar} un
carbohidrato especificc incorporudo a un medio basico, produciendo dcido; o dcido con
ges viaible.

lmerpremcién':

Poailivo: color ainanilo,
Negmtivo: No hay cambio de coloracién.

PRODUCCION DE LA BNZIMA URBASA.

Ureass, Determinar la capacidad de un organiemo ds dewdobler la urea,

formands 2 moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

Ha N urcasa Coannnnnrn )
>Cn0 + QHy 0 covmeeemecenees> COg + Ha O+ 2HNg eeoveeneed (NHa |2 COy
Ha N

Botu actividad ensifrditics es caracteristica de todus lus especies do Prolgus y we
usa pars difsrenaiar los organiemoa Protaus rpidaments positivos de otros mismbros
de las entercbacteriag

La ureasa ee una enzime microbisna vinculada con la descomposicidn de los
compusetos orghnicous,

Interpretacion.

Positiva: color morado (hidrslisis de urea).
Negativa: sin camnbio de color.
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Malonato

PRINCIPIO ‘ i

Deaterminar la capasidad 12 Gn srganmms <2 atilizar el malonata s sedio wome
amice iuantea de carbono con la conneiguienta alcaiinidad de! medio.

El malonato as un nhibidor anzimatice de la anzima suceinato deahidrogenasa
que nterfizre 2n la cxidacion d) acide suscinies snacids fumarics, inhibiznde la accidn
catalitica de la anzima euccinato-iechidrogenasa. Bl resultado linu! ‘es que sl
microorzamiemn =& wiapaz de cracer y reproducirse a mence que guada utilizar al
malonato de gordio comn unica luente de carbono.

La ulilisacién de malonato de wad:a hibera sodio:
Na+OH -ecevvencann > NaCH {ale)

{nooulacidn:
Calde: Inoculacién diracta sn ol tubo de prueba.
Agar. Inoculacidn por setria an af pico de ilauta.

Indicador de pH: ) . i
Azu) de bromotimol. '

Interpretacidn:
Positiva: Color azu!
Negativa: Verde (sin alteracién) ¢ amanlle (deb|dn al acido por la fermantacién
de la'glucosa).

PRINCIPIO

Se basa en la deecarboxilacién y desarmunacién do la lisinm, formacién de
sulfurce y farmentacidn de la glucosa.

Descarboxilacidn.  Lae pruebas de las descarboxilneas se emplean
fundamentalmanta parn determinar grupos bactarianos entre las entercbacterine,

sl



La descarboxilacion es el procesn por el cual lag bactanae que poseen enzimas

descarboxilasas eapecifican son capacss de atasar a lva aminodcidos en su - grupo
carhoxilo {-CQOH| dando una amina o thamina v anhidnde carodnico.

R-CH-NHy «COCH <semrenmmnnen > R-CHa -NHp + CCq
aminoacids amina anhidrde carbénico

Batae descarboxilasas son enziniae adaptativas o inducidas, son formadas por
un mcroorganiemo solaments cuitivadas en un medio acido en preseancia de un
sustrato especifico, y loa productos de la descarboxilacién provocan una desviacidn sl
pH hacia la alcalinidad. El proceso ee irreversible, no oxidativo y requiere una cosnzima

zmin, el (uafars de pirdexal

Bl aminoAcido a-lisina eulre la descarboxilacién para dar cadaverina (diamina) y
COp por accién de la enzima sepeciiica hnina descarboxilaea.

NH2  lisina descarboxilasa
NHz -(CH2 J¢ -CH¢ » NHjz -(CHz Ja -CHg -NHz +COs
CCOH
x-lisina COz (anmerobiousis) cadaverina (diamina)

Inoculacién:
Se realisa por picadura y astria en la superficie del tubo,

Indicador de pH:
Purpura de bromocreso! y rojo de cresol,

Desaminacidn de la lisina, Proceso que comprende la descomposicién del grupo
amino {NHz ) de un aminoécido.

PRODUCCION DEH3 8.

Determinar si se ha liberado Hj 3 por accién enaimdtica, de los aminotcidos que
contiane 8 produciendo une reaccién visible color negro. La peptons, la cisteina y el
ticsullato eon fuentes de asulre, pero las diferentes easpucies utilisan distintos
compuestos. 0 aminodcidos que contisne esufre para produdir Hs S. La ensime
regponsable de esta actividad es la cistelnasa.,

Interpretacién.
Positiva:
-Extremo euperior purpur (deecarboxilacion da la lisina)
-Pico de flauta amarillo (fermentacidn de la glucoss)
Pmduccidn de gran cantided de H2 S (precipitedo) &n el axtremo nupenor
«Color rojo pardo en el fondo y pico de flauta del tubo o elo en el plco de
Nauta (desaminacién de la lisina).
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Tedo el tubo vira a amanilo por la farmentacion de ia giucosa, despuée el pico
da flauta {aerdbico) revicrte a plirpura por la desaminacitn de peptona

3i la lisina 28 descarbeoxilada, < sxtrame: infavior 4l tube fanaeribic:) tambitn
raviarte a purpura (alcalino).

e ne;
Quperfizie inclinada (alealina, 4cido, neutre)
Fondo {alcalinw, Anido, neutral
Ha O

PRINCIPIO

Daterminar la capacidad de un organiemo de atacar un carbohidrato aspacifico
incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccién o no de gases y
produccién de Ha 8,

Inoculacidn:
Por picadura y estria an la superficie del tubo. ’

Indicador de pH:
Rojo de lenol.

Bl medic Kligler contiene 2 ctrbohidmon‘quc' oon [a [actosa 1% y la glucosa
0.1%. La fermentacion e produce aerébicamente (pico de flauta) o anaerdbicaments
(capa inferior).

REACCION DB FERMENTACION DE LA GLUCOSA.

Algunos micrcorganismos farmentan ambos carbohidratos, otros nlnibno. la
[armentacién ee produce serdbicamente (pico de flauta) o anaerébicamente (capa
inferior).

2n el pico de flauta la glucosa es catabolizade inicialments por madio del cicie
anaerdbico de Embden Meyerhol utilizado tanto por aerobios como por anaerobios para
dar sl intermediario (cido pinivico] qua a su ves s degradado por el ciclo de Krabe,
por los asrobios o anaerobios facultativos para dar CO;y, Ha0, y energla. )

> Glucosa + Galactosa
-=-=> COp + Hz0 +EBnergia
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Bn el fondo del cultivo existen condiciones anaerobias por las cusles la giucosa
es metabolizada  travée del ciclo de B. Meyerhol en ATP y dcido pirdvico que luego ee
convertido en diversos producios fineles estables (Gcido léctico y otros dcidos
orghnicos, aldehidon, alccholes, COz , hidrégeno y energle).

Qlucoss ------------> acidos orghnicos, aldehidos, alcoholee
COx, H3O, ATP

1j. Fermentacién de glucosa (K/A),
Orgmnismos capaces de fermentar glucosa y no fermentan laclosa,

Pico de flauta ulcalino (rojo). Indica que sc ha producido la degradmcién
aardbica da la glucosa. .

Despuée de 18-24 hores de incubacion ia baja conoentrecion de glucosa (0.1%)
ha sido consumida por completo y el organiemo comisnsa w ulilisar las peptonas del
medio para su crecimiento, )

&1 catabolismo de las peptonas libera amoniaco produciendo pH alcalino con el
rojo de fenol,

- En ol fondo del tubo (color amarillo) indica degradmcion anmerdbion de la
glucoes, ee forman productos acidos dando un pH écido.

Interpretacion:
Poaitiva: Color arnarillo en el fondo del tubo,
Negativa: Color naranja o rojo en el fondo del tubo.

2) Permentacion de lactosa y glucose (A/A).

Algunos microorgmnismos  lienen la capacided de fermentar ambos
oarbohidratos an busca ds elementos nutsitivos dando une resccién #cido/kvido
despuée de 18-24 horme de inoubmcién. '

Interpretacion:
Positive: Color amarillo en el pico de ﬂlula.
Color amarillo en el fondo del tubo,
Neguliva: Color naranja o rojo en el pico de flauta,

3) No fermentacion de la lactosa ni de In glucosa (K/K & K/sin cambio).

Algunes bacterias no fermentan ningin carbohidrato, obtisnen sus nutrientes
de las peptonas del medio.

Un micoorganismo cuys reaccién es (K/K) degrada la peplona tanto serdbica
como anaerdbicamente,

Un microorganisrno cuym reaccidn os K/sin cambio degrada la peptona edlo
asrdbicaments de ahi que solo el pico da flauta musstra ol cambio de color (rojo).



PRODUCCION DE Ha 8.

PRINCIPIO:

Daterminar ai a2 ha libarads Y2 8 per aceidn snzimatica, de [cs amincdsidos qus
uontianen aguirs produciendo una reaccon viatbis color negro.

La peptona, ia cisteina v el tinauifato son juentes de azutre, paro ias dilerantes
sepesies uhihzan Mshntod Sorapusstos o amincdcides, que sontizn:n asulrs cam
produeir Fe 8. La enzima responsabie de esta actividad es la cisteinasa. Cuando un
srganismo [ressnla <3la engima y se ancuentra en . anaercbiosie, reduce por
hidrogenacidn e! azuire presente en [as: paptonas o los anunokcidos produciendo He 3,

Loa indicadorse de Ha S son una sal, citrato lérnco de amonio y una sustancia
quimica, tizsulfato de wodio

la. atapa. La bacteria reaccisna con el tiosullato da sodio por medio de una
reaccién de reduccidn aue da un sullito y un eullsto. Para reducires al tiosuilato es
necesario un madio acidv en la capa superior del medio KIA. Para proporcionar esta
acidea 86 encuentran 2 carbohidratos.

~ El Ha 3 @8 un gas incoloro y por lo tanto hace [alts un 2* indicador para detectar
visiblamente au produccion.

2a. Brape. Pl Hz S reacciona con una sal pesada, citrato férrico de amonio para
producirun precipitado negro insoluble, aulfuro farrosc. Se deterrmina la produccidn da
Hz S cuando ol gas entra en contacto con ciartos metalas {plomo, hierro o bismuto} y-
forma con eltos wulluroa.

El Ha 3 puede ser producido por la reduccion de una luants de S morgtn_lcd
como el tiosulfato (Sg0s") o la reduccisn de azulre crghnico proporcionado por ol Ry -SH
dal aminoacido cisteina de la paptona.

Fotd
bacteria (medio Acido} + tiosulfato de acdio ----->  Hz§ = weeeen > P8

{gme 1:coloro) (negro):

PRODUCCION DE QAS:

_la produccidn de gus (CO; ¢ hidrégeno) se manifissta por el desdoblamisnto del
madio; una sola burbuja do gas, desplazarmuento total del medio del fondo dal tubo
dejando un area clara o una ligera muesca del medio en ol costado del tubo.
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FRINCIFIO

Yedic Gti] parn daterminar cwacterlstion tales somo nwevilidad, producsidn de
mdol v producaidn  de  urmna  aekcarboxiaea  qua  oresentan - algunoe
MISHOrganismos.

Movilidad Dstarminar sl un srganiemo cs mévl o nmdvl Lag bactinas Lanen
movihidad por madio de sus flageloa que ®e ancusntran prnncipalmente aptre los
bacilos aunqua algunas formas de coces son miviles. Los flagelos aon de naturaleza
proteica pueden desnajurmizares & el micraorganiamo se omets a cajor inteneo.

Interpratacion,

Positiva. Migracion de la linea de siembia y difueidn an el medio provocando
turbiedad. Puedan mostrar crecimiento en aetriae vellosas.

Negativg, Crecimiento bacterians acentuado siguiendo la linea de siembra, ol
medio circundante sa mantiene claro.

PRINCIPIO

Determinar la capacidad de un organiemo le desdoblar el indo! dal aminoacido
tnptolane, qua puede sar oxidedo por ciertaw bactarias para formar 3 mataboluitos
pnncipalea: indol, sscatol {matilindol) & indolacético. Civersas enzimas intracslularse
que intarviensn en ests proceso reciben el nombre colectivo de *“tnptofanase’ lo que
indica un sistema complet de enzimae vinculadas con fa zreduccida e (adil

La degradacién dal triptofano libtem indsl, acido pirtvico amomaco y energla.

triptolanase
LetAPLOfMND vmveereumacncenae-ar> indol, acido pirtivica, amomaco

H0 :

Bl indol pueda detectarme por un reactivo que posea una coinbinacién quimica
que produzca un color definido, {reactivo de Kovac's o Brlich para der un color rojo en
la capa alcohdlica par formacién de una quinana coloride, ‘

HC!
indal + podimetil-aminobenzaldehido (Kovac'a} +-eceesenusanaeaasns calor rojo

ateohol




interoratacion: )

Pogiiva. Formacitn da un amlls vops en o aupsefitie del tubs deapuds ole
ayragar unas gotas del reactivo,

Hegative, Nobay formaciin ds amllorge

Produsciin ds ALY
SRINCIFIC
Cetestar la capacwdad de ciartes misroorganiamon dz descartioxilar la Senitina.
L ii-niting e deecarboxilada por la ornitina descarboxilasa, =nzima induvida

aapecilica, para dar una diaruna v antudnda carbdnica.

orniting descarboxilaea

NHq -({CHa I3 -CH-COGH > NHy - (CHq ly-NHy + COy
} -2Ca putresina {diamina)
NHa '
L-ornitina
interpratacidn:

Pagitiva; Color plirpura an todo el tubo.
Nagative: Color amanilo paje an =l tubo.

Prusha de Vages-Presimuer
FRINCIF‘IO

Detarminar la capacidad de un organiemo de producir un producto fi rnal nsutro,
al acetilmetilcarbinol (acetoina) a partir de la fermentacién de glucosa.

Los fermentadores da dcidos mixtos pueden ser divididos an 2 grupos: los Que
producen Acidos, pero no 2,3 hutanediul 3 loe qu= produce 2,3 butanediol como
QﬂﬂClPlll. productos lurmmaln, S8(08 MICIONGANnISMOos son conomdoo como Joe VH{+},
Sin ambargo la respussta de VP es basa en la detaccion de acetoins.

La glucosa ese meiabolizada 2n Acide pirdvien intermediario clave an la
slucshaie. A partir de eate producto la bactena pusds seguir varnos caminoe, uno de
allos a8 la producridn de acstolna por la dascarboxilacidn de das moldculae de acido

pirtvico, o bian por ia oxidacion del 2,3 butanediol an prasancia ds 2,3 butanediol
deshidrogenaaa.

Tanto la acstolna eomo el 2,3 butanadiol eon productos neutros de la
mrmentacion de la glucosa. La acetoina puare ser metabolizadm por uno de dow

medios: la reduccidén a 2,5 butanedicl o pur cxidacién de un dw:eulo que a wu vey
puede ssr metabolizado.



La produccion de 2,3 butanediol wprovoca un aumento de la oenducein ge
arkulrdo sarbénics, son la producciin de menss dcidis ) la acunsulandn d: acst:lna,
an presencia de oxigeno atmosfdrico v oaitaii, we groductes linaise neutros son
sxidades 2n diacetile con gH dlzaline, que 2s al reactante paca 2 color produnids ea la
reaceion. El x-naltol actua como intenailicanor e caior '

Zl oH de 75 ea impartanta para que &8 ilave a cano ia reRRUERIA da Viges.
Proskausr

interpretaciin

Pegitive. Color rojo intenso #n ia superficie que va generalizandoas [deepits 4=
10 min.).
Negativo Amarillo ¢ cobrizo.

Prusba de rojo de matilo

PRINCIPIO

Comprobar la capacidad de un orgamemo y producir y manlener =etablee ion
productos terminales acidos de la fermentacidn de la glucosa y vencer la capacidad
amortiguadora del aistema. .

Inoculacion:
3a inocula directamente en e tubo de prueba.

Reactivos reveladoras:
Rojo de metilo pH 4.0

La prueba del rojo de metilo, se basa n el ampleo d= un indicadnr de pH, injo
de metilo, para determinar la concentracidn de iones hidrégeno {pH} presente suando
un arganiemo isrmenta |a glucosa. La concentracion de hidrogenionae depende de la
relacidn gassosa {CCa y Hy ] que a su vez ae un indice de loa diferentes :iclos dal
metabaolismo de la glucosa que muestran diversos organiemos.

La prueba da RM es cuantitativa para la produccion. de acido y requisre
wrganismos positivas que produzean Acidos fuertes (lactico, acético, fSrmice) a partir da
glucoaa, por la via de la f[ermentacidn acido-mixta.

Las bacterias que sigusn principalments la via de |a farmantacidn acida-mixta,
producsn a menudo euficiente Acido zomo para mantener el pH po debajs de 4.4
{limite &cido de viraje del colar del indicadur rojo -de metilo] contra el wstema
catabilizador del pH del medio.

Interpratacidn.

Positiva. Color rojo (presencia de dcido pH 4.4}
Negativo, Color amanilo.

5



ESTA TESIS W9 oume
SHIR BE LA BBLITECY

Prusbe de ls oxidgsa

PRINCIF'O

La prusba de la cxidasa ssta basada <n 1a producrita bactariana 42 una snzima
stonpomo oxidasa que cuando se ancusntra =260 presencia de oxigeno atmdéalanco..
trerama ©y un reactive cxidasa, cxidan al fsactive para farmar wi ompusete
eoloreadu. indotenal. -

Intarpretacion,

Pouitive. Las colonias re ponen negras o rowas.
Negativa. No hay sambio 43 color o ligeramente rasa por los reactives.

Prucba de la catalasa

PRINCIPIO
Datectar la presencia de la anzima catelass en ciertos flicrocrganiemos.

Enzima catalasa. B paroxido de hidrégeno ee producido por todas las cepas
ewtalilocdcicas y &6 sonvertido an HzO y oxlgeno pur la accion de la catalasa.

2 Hz Op .eemeesacenn >2H20+0, I {burbujse de gas}

[nterpretacidn

Pousitiva. Formacidn de burbujae a} adicionar el peroxido de hidrégéna.
Negativa. No hay lormacién de burbujas.

La catalawa es una hemoprotalna; el grupo prostético esta (ormado por 4 atomos
de hierro trivalente. por moldcula que ratiene su- eatado oxidado 'durante la actividad
enzimitica,

El peréxido de hidrogeno ss lorma como un producto terminai oxidativo de la
descompeeicién asrdbica de los azGcares, la flavoprotelna reducida . reaccicna
directamente con el oxigeno grseceo por medio de la reduccidn de slactrones para
{ormar paréxido de hidrégeno. Bl peréxido de hidrigeno, i ae deja acumular, sa 16xico
para lae bacienas ¥ provoca su muerte, la catalasa descompona al perdxido de
hidr8geno sn 2 moléculas de agua y oxigano.

A
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Prucha de la ulass.

PRINTITIC

Toagulazs Batas sasimas, U2 sstan anidas ala sAlala o 3on sclubles, hace
que coaguid 21 piasma ai activar ivs pasce hinalee de ia cascada de la ccagulacidn a
travds da mecaniamas qus difiersn 1 bas fisiclégizcs human:s.

La csagulana en una encima pratelea ds composicidn quimu.a deszonccida san
actividad aemeants a la protmmbma. capaz da translormar el fibrindgeno en libnna,
provocands la formacidn de un scdgulo vieible en un sisterna analitic: adecuado Sa
cree que la coagulasa funciona  vivo orodun.umdo una barrera an el a0 de ia
infeceidn setafilecdcica

interpratacion:
Pasitiva: Pormacién de un codgulo visible.
Negaliva, No hay formacién de coagulo.

A0
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