-

3

UNIVERSTDAD NACIONAL AUTONOMA
"DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

VALIDACION DE UN METODO DE CULTIVO EN
FASE LIQUIDA COMO UNA ALTERNATIVA EN EL
DIAGNOSTICO DE INFECCIONES
DE VIAS URINARIAS

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO
P R E S E N T A

JOSE PEDRO LOPEZ ORTEGA

U N A ™M
FES
ZARAGDZA
ASESORES: Q.B.P. JAVIER ZAVALA GONZALEZ
Q.F.B. JOSE PONCE GUERRERO

L0 HYMAND b1

DI RUEITRA ALFLENIGR MEXICO, Dc Fl 2000

73697k



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Esta tésis se realizo en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital
General Regional No. 25 “General Ignacio Zaragoza' perteneciente al
Instituto Mexicano del Seguro Social en el Distrito Federal.



JURADOC

PRESIDENTE:  Q.F.B. JOSE PONCE GUERRERO
VOCAL: Q.B.L. JAVIER ZAVALA GONZALEZ
SECRETARIO: O.F.B. ROBERTO CRU Z GONZALEZ MELENDEY

SUPLENTE:  Q.F.B. MAR[A GALIA MARTINEZ FLORES

SUPLENTE:  Q.F.B. MARIA DEL ROCIO CASTILLO GONZALEZ




AGRADECIMIENTOS.

A wi familia por el apovo que nwe
by dada.

A mis amigos v amigas de ln FES
Zaragoza,  con o quieites pase

momentos molvidabiles,



A mis maestros por lo qgue

aprend( de ellos.

A tOCIRb ]HS [N’?r{i(l]l”:" l{llc nie
han  awdady en alpin

memento.




INDICE

RESUMEN ... .o s srsnssaems

INTRODUCC10 et bRttt Re e b ema s renenee s e nn s
CLASIFITATT T T T7AL 7 5 CLINICO DE oo ccvee e eremiens e eiree 4 semeeis
BATTERIURIA ASINTOLLATICA
LFETTINESLE VIAS T INARIAS BATAS.
SINDF UME UEETEAL ~ 7 0. cierens e
LIFETIINESDE VIAS "FRVARIAS ALTAS. ...
FACTORES DR ¥ I'LE‘I
BRES T T E VLS

Y =Y

el TUEIMARIAS DE AD L UISICION M
DaiihaTr TE Ll L TFECCIOMES DE VIAS URINAE LAl O .
TRATAMIENT  [¥ Lol LFECTIONES DE VIAS URDIARIAS. oivacs o v s ceme i
DESAFPAULL 0 B ITEF Trdf D o ceaceassss eesneectvntes sossemstmessssssiesens s sermmsanse con o0
SETAF LI B TER LaldD

JE ITIJ.A.F‘JA.

FUNDAMENTO TEORICO
PLANTEAMIENTO DE L PROBLEMA.

OBJETIVOS..

HIPOTESIS

MATERIAL Y EQUIPO

MATERLAL,
3
R TTIVOS

Eoomras

METODOLOGIA. ...

e

PRI EL. ~-:\ACL-25VL; -

OLE (.‘ .."'IV“!“F:.

TJMALDEMUEITEA
VTDELIED U LE CULTIVO
{PERPAFATI W DE LS T P00 NEFELOMETRICOS
TEIEILIRD LIORSTT .
FITERI W3 Lo TENTEY 7T o

DISENO DE INVESTIGACION,

300020 B v A
THELADE > HTORED
TRELIDI IS ET -

RESULTADOS...
ANALISIS DE RESL LTADOS
CONCLUSIONES... - PR
PROPUESTASY O RECOVIE‘\TDACIO\ES
IMPACTO ECONOMICO SOCIAL....
ANEXO..
BIB LIOGRAHA

.~ ESTADISTICA. ...




RESUMEN

Actualmente los conocimientos cientificos aunados al desarrollo tecnolégico
permiten abordar los problemas cotidianos con mas recursos y por ello fener
resuliados favorables a la mayoria de elios tal es el caso de las infecciones
urinarias, padecimientos infecciosos que afectan a la poblacién en general, las
cuales se van a manifestar con diferente grado de severidad cuando se
combinen diferentes factores como son el tropismo celular, la cepa bacieriana,
su virulencia, esta interaccidon nos permite conocer casos de bacteriuria
asintomatica o padecimientos como la cistitis y la pielonefritis los cuales se
pueden complicar hasta provocar una bacieremia que puede ser morial. Este
conjunto de padecimientos es una de las principales causas de consulta medica
tanto a nivel hospitalario como en la comunidad.

Este problema se ha intentado solucionar empleando el tradicional método de
cultivo en placa para el aislamiento e identificacion del agente etildgico y que
requiere de 48 a 72 horas para su realizacion lo que favorece que muchos
clinicos utilicen su experiencia aplicando tratarnientos empiricos que muchas
veces son inadecuados y en ocasiones producen iatrogenias, es la razdn por la
cual se hayan buscado alternativas como son los métodos rapidos que en su
mayoria emplean tecnologias complejas y que en algunos cosos son caras, y
que no resuelven el problema ya que no se utilizan comunmente.

Ante esta perspectiva se pretende contribuir a la solucién de este problema
desarrollando el medio de cultivo en estado liquide que sobre la base de su
formulacion nos permitiera conocer el agente etiologico por el cambio de
coloracion del medio y ei nimero aproximado de unidades formadoras de
colonias por comparacion visual del tubo problema y los del nefelémetro de
MacFarland, estas observaciones se pueden realizar desde 8 a 12 horas por lo
cual se ubica como un método de diagnostico rapido que no emplea
metodologia cara ni sofisticada ademas de que proporciona mas informacion
que muchos de los otros procedimientios diagnoésticos y que si fuera necesario a
partir de él se podrian tomar alicuotas para identificar su perfil enzimatico por un
lado y/o conocer su comportamiento de drogo resistencia.



Para conocer este comportamiento sé realizo un estudio prospectivo,
transversal y comparativo del Medio de Cultivo en Fase Liquida para evaluar su
calidad diagnostica frente al método tradicional de diagnostico de infecciones
urinarias.

Para tal proposito se analizaron 579 muestras, este universo incluia muestras
de pacientes Hospitalizados, ambulatorios tanto masculinos como femeninos y
de diferentes edades, los crilerios de inclusion fueron orinas emitidas
recientemente todos ellos tuvo en su solicitud el diagnostico de probable
Infecciéon Urinaria.

E! resuitado de la evaluacion de la sensibilidad de 86.2 y una especificidad
89.4 para los criterios de Kass (para una s6la muestra por paciente) y de 95.6 y
63.8 para los criterios de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas.

Estos resultados nos indican que es un sistema diagnostico muy ventajoso y
debido a su versatilidad se puede emplear en cualquier situacion relacionada a
estos problemas, pues 1o mismo se puede emplear en pacientes en los que se
obtiene su muestra por el método de la miccidn directa, como en nifios
pequenos en los cuales se emplean bolsas adhesivas en los que la colecta es
sencilla, asi como en los pacientes que tienen sondaje vesical o catéter, o en el
caso extremo de las punciones suprapubica en la que para obtener la muestra
es necesario tener condiciones de quirdfano y ser tomada por un especialista.

Dada su presentacién en estos casos no seria necesario transportar la muestra

pues en el sitio donde se toma 1a muestra se puede inocular si se cumplen las
condiciones de asepsia y, hasta en un momento dado la incubacion se puede
efectuar a temperatura ambiente, pues los patdgenos causantes de estas
infecciones son mesdfilicos.

En situaciones confusas o de confirmacion se puede emplear el procedimiento
propuesto por Kass el cual consiste en repetir el procedimiento tres dias
conseculivos permitiendo la ratificacién o rectificacién de! resultado en poco
tiempo de una manera practica.
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INTRODUCCION

Las infecciones de vias urinarias se encuentran conformadas por un grupo de
padecimientos infecciosos sumamente frecuentes, que la ubican como una de las
principales causas de consulta médica tanto en la comunidad, como a nivel
hospitalario, y que cuenta con otra serie de factores que la mantienen como un
problema de estudio vigente

En 1979 el Medical Research Councilis Board de inglaterra, recomend6 la
creacion de un comité que se encargara de definir clinica, bacterioldégica vy
tratamiento de las infecciones de vias urinarias De esta forma, nos encontramos
con que la infeccidn urinaria se define como la invasién microbiana del aparato
urinario que sobrepasa la capacidad de ia respuesta inmune del hospedero,
produciendo alteraciones morfoldgicas o funcionales, -2

De acuerdo a Ia evolucién, manifestaciones clinicas, y zona afectada ias
infecciones wrinarias se denominan y clasifican en entidades distintas.
Considerando las formas de inicio y su evolucion, se dividen en agudas, cronicas y
recurrentes.

Un segundo grupo constituiria las manifestaciones clinicas, muy aparentes o
sintomaticas o totalmente inexistentes ¢ insidiosas (bacterivia oculta o
asintomatica).

El tercer grupo se encuentra constituido por aquellos casos en que hay infeccion
en el aparato urinario sin ninguna anormalidad subyacente (infeccién no
complicada o con anomallas anatomoestructurales o funcionales ({infeccion
complicada) que facilitan condicionar y perpetuar la infeccion.

Esta necesidad de establecer distinciones ha caracterizado la aparicion de
diferentes clasificaciones histdricas, de las cuales han perdurado las de
Petersdorff, las de Kaye y las mas modernas de Stamm-Hooton.

Clasificacién de Petersdorff.

|.- Infeccidn urinaria aguda no complicada.
Il.- Infeccién urinaria complicada.

Il - Infeccion urinaria crénica.

V.- Bacteriuria asintomatica.

Clasificacion de Kaye:
|.- Infeccién urinaria sintoméatica.



.- Infeccién urinaria asintomatica.
lil.- Recaida.
IV.- Reinfeccion.

Clasificacién de Samm-Hooton.

|- Mujeres jovenes con cistitis aguda no complicada.

ll.- Mujeres jovenes con cistitis recurrente.

Hi.- Mugeres jovenes con pielonefritis aguda no complicada.
V.- Adultos con infeccién urinaria complicada.

V.- Adultos con bacteriuria asintormatica

Una uitima clastficacién en base al tejido afectado, la sintomatologia y su grado
de intensidad se expresa en el sigulente cuadro:

Infeccion urinaria ] '

{ infeccion parenquimatosa Iinfeccion de vias
¥ K v v
Asintomatica Sintomatica Asintomatica | | Sintomatica
i

Aguda Crénica Aguda Crénica

\, [No complicada | 4

!

Comulicada

Fuente: Fernando Dalet 1598

Estas clasificaciones son particularmente importantes para establecer la ubicacion
del cuadro clinico para plantear ja solucién de una forma razonable. y dar el
tratamiento adecuado. En estas condiciones, la piedra angular es la identificacion
del agente eticlégico mediante el diagnostico clinico, el cual implica 3 etapas:

- Interrogatorio
- Exploracion fisica

Exploraciones complementarias. !>



Los sintomas clinicos durante la infeccién urinaria son caracterlsticos
fundamentaimente en las formas agudas, sin embargo los datos clinicos
tnicamente dan una orientacidn fundamentada, siendo ratificante el aporte
microbiologico y su localizacién anatémica.

Los sintomas de la infeccion urinaria pueden agruparse en cuatro grandes
sindromes:

- Miccional,

- Doloroso,

- Febril.

" Urinario. ®*

Caracteristicas del dolor uretral

la totalidad de las infecciones dec vias urinarias (IVU) acompanadas de
bactenuria, independientemente de su frecuencia o intensidad, pueden ser
manejadas con €xito en la actualidad por el médico clinico, esto debido a los
principales progresos que en los ultimos 20 afos han permitido un esclarecimiento
de los conceptos y que han contribuido significativamente al tratamiento de los
pacientes con VU, estos conceptos se enumeran a continuacion:

1 - Una mayor exactitud en la evaluacidon de la presencia o ausencia de infecciones
de vias urinarias. El empleo de la aspiracion suprapUbica de la vejiga, como del
cateterismo uretral que impide la contaminacion de la orina vesical han contribuido
a reconacer el manifiesto de fas limitaciones del concepto de las 100, 000 UFC/mL
como indica el caracter “significativo™ de los urocultivos.



2.- La mayorfa de las infecciones urinarias, incluso aquellas que son capaces de
causar serios dafios renales, son en realidad reinfecciones del tracto urinario

3 - La susceptibilidad de las IVU recurrentes se caracterizan principalmente por la
presencia de un namero excesivo de bacterias fecales a nivel de la mucosa vaginal
y de la mucosa uretral, el cual esta asociado a un incremento de la fijacion de las
bacterias a nivel de los receptores de las células epiteliales escamosas.

4.- Las bacterias que infectan el tracto urinario provienen de la flora fecal.

2.- La administracion profildctica de bajas dosis de antibidticos que ejerzan un
efecto mirimo sobre la flora fecal representa el instrumento clinico aislado mas
poderoso para la prevencidn de la tVU recurrente.

6 - El reconocimiento de las pocas anormalidades uroldgicas que determina una
persistencta de las bacterias en el tracto urinario a pesar de una adecuada terapia
antimicrobiana

7 - La introducctdn de nuevos agentes antimicrobianos con: a) Mayor espectro de
achividad, b) efectos diferentes y a veces ventajosos sobre |a flora bacteriana fecal,
y ¢} una farmacodinamia diferente. Estos agentes farmacoldgicos han determinado
un ircremente del indice de eficacia en el tratamiento de [as infecciones agudas
graves, asi como en el control profilactico de las reinfecciones urinarias.

8 - Por dltimo, una comprension mas adecuada de la histeria natural de las VU en
lactantes, niflos y adultos de todas las edades, el estado basal del paciente en
estado gravido, diabético, trasplantado y el gque esta sometido a instrumentacion
del aparato urinario, la virulencia del microorganismo y la respuesta inmune. que
son fundamentales en el establecimiento y desarrollo de las infecciones. Tode lo
anterior a contribuido a una aplicacion mas racional de una terapéutica adecuada,
reductendo 10s riesgos de sufrir un grado mayor de morbilidad o de destruccién del
tejido renal. @34

En la actualidad, las infecciones de vias urinarias (IVU) son de las enfermedades
infecciosas més frecuentes en la practica de la medicina. Las infecciones, que
ncluyen |a bacteriuria relacionada con sondeo constituyen la causa méas observada
de Iinfecciones bacterianas intranosocomiales, con una cifra promedio de 13.1
casos por 1000 egresos. Dada su prevalencia, las {VU ameritan consideraciones
cuidadosas.



Las infecciones de vias urinarias representa una gama de padecimientos clinicos
y anatomopatoldgicos, que afectan diferentes partes del rifidn. Los sindromes
varian desde bacteriuria asintomatica hasta absceso perirrenal con sepsis. Cada
uno tiene su propia epidemiologia, evolucidn natural y peculiaridades diagnosticas
La diferencia de los sindromes relacionados con VU, tienen importantes

repercusiones sobre el tratamiento y pronastico. (%%

Clasificacién y cuadro clinico de

las infecciones de vias urinarias (Kaye).
Agentes etiolégicos bacterianos y patogénia
de las infecciones de vias urinarias.

A pesar de que las infecciones de vias urinarias pueden ser causadas por virus y
hongos, gran parte de ellas se deben a bacternas. Hay tres posibles vias por las
que las bacterias pueden invadir y diseminarse dentro de fas vias urinarias (ia
linfatica, la hematégena y la ascendente); sin embargo, la mayor parte de Ios
episodios progresa por la via ascendente, y en menor proporcion por la via
hematdgena v linfatica. ¥

Las infecciones urinarias pueden confinarse a la uretra, vejiga o rifones,; el grado
de infeccién esté determinado por el tamano de inoculo bacteriano, la resistencia
del huésped o factores de defensa, y los factores de virulencia de la cepa
infectante, Estos factores también influyen en la gravedad de fa infeccién a cada
nivel anatémico de las vias urinarias. Cuando las defensas del huésped estan muy
dafadas ¢ son defectuosas, como en caso de uropatia obstructiva avanzada, solo
un inoculo pequefic de bacterias poco virulentas pueden producir una infeccion
grave. En contraste, se requiere un inoculo de bacterias virulentas mayor para la
induccidn de inflamacion.

La mayor parte de las infecciones son causadas por anaerobios facultativos, gue
habitualmente se originan en la flora intestinal. Otros patégenos como
Streptococcus del grupo B, Staphylococcus epidermidis y Candida afbicans,
se originan en la flora vaginal o en Ia piel del pering, en la mujer.

Escherichia coli es, con mucho, el patdgenc urinaric mas frecuente, produciendo
hasta el 85% de las infecciones de las vias urinarias addquiridas en fa comunidad.
Con menos frecuencia, bacterias entéricas Gramnegativas (como Proteus o
Klebsiella y Staphylococcus saprophyticus) causan infecciones adquiridas en la
comunidad. La distribucién de patdogenos urinarios en pacientes hospitalizados es
distinta, ya que E. coli es causa de 50% de los casos, y Staphylococcus
epidermidis Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Serratia,



Pseudomona aeruginosa, Providencia, Enterococcus y Staphylococcus
originan e resto ‘4% %789

Bacteriuria asintomatica.

Se considera que tienen bacteriuria asintomatica aquellos pacientes que
incidentalmente presentan bacteriuria, sin los sintomas cldsicos referentes al
aparato unnario La bacteriuria asintomatica es un problema importante para et
clinico especiaimente en nifias, mujeres embarazadas y personas de edad
avanzada.

La bacteruna en nifios es comin, se presenta en mas de 3 7% de los nifios y
2 0% de las nwas durante el primer ano de vida.

Las mujeres embarazadas con bacieriuria asintomatica se encuentran en resgo
potencial para el desarrollo subsecuente de (VU sintomatica y complicaciones
obstétnicas

L.a bacteriuria asintomatica es mas frecuente en la edad avanzada Al menos 20%
de mujeres v 10% de varones de méas de 65 arios de edad tienen bacteriuria 8.9

Infecciones de vias urinarias bajas.

Esta resulta de 12 infeccidn de la vejiga, la cual se denomina cistitis Los sintomas
tipicos son producto de las alteraciones de la funcion y sensacion de la miccion
causada por la inflamacion de |a vejiga y la uretra. La disuria es el sintoma cardinal
de los pacienies con cistitis. Puede haber dolor o sensacion de ardor al inicio
durante o al término de la emision urinaria. Otros sintomas incluyen urgencia para
annar, malestar suprapibico y emisiones frecuentes de pequefias cantidades de
grina. En ocasiones, el paciente puede notar hematuna o turbidez en la orna. que
pueden tener un olor acentuado. La fiebre y otros sintomas pueden estar ausentes
si fa Infeccidn estd limitada a las vias urinarias bajas, %%

Sindrome uretral agudo.

En ausencia de bacteriuria significativa, los pacientes que se presenian con
sintomas de disuria, sin etiologia evidente, tienen el denominado sindrome
uretral agudo. Aproximadamente, la milad del total de la frecuencia, no lienen
bacteriuria significativa. De hecho, hasta el 30% de estos pacientes pueden
tener orina estéril.



Infecciones de vias urinarias altas.

Los pacientes con esta enfermedad clasicamente se presentan con signos y

sintomas de pielonefritis aguda. Los datos caracteristicos incluyen sintomas como
fiebre y escalofrios, asl como dolor de flanco y espalda. Estas manifestaciones son
el resultado de la inflamacion del parénquima y pelvis renat.
Los signos y sintomas de la pielonefritis aguda se desarrolian rapidamente en un
pericdo de horas a dias. De acuerdo con algunos expertos, la fiebre es el dato
clinico mas importante en infecciones de vias urinarias altas, alcanzando
temperaturas hasta de 39.5 °C a 40°C. Los escalofrios concomitantes sugieren que
la infeccibn se acompafa de bacteremia. Otfros sintomas incluyen escalofrios
cefalalgia, nduseas vémito y postracién. Los sintomas localizados se presentan
como dofor en flanco o regién lumbpar adyacente al rifién afectado, en ocasiones, el
dolor se refiere al abdomen o epigastrio.

Factores de virulencia de los microorganismos mas comunes en infecciones
de vias urinarias.

Escherichia coli.. E. coli uropatégena se adhiere a las células epiteliales
escamosas y transicionales presentes en la orina expulsada. Esta caracteristica
es de importancia especial porque la adhesion de E. coli uropatogena a las
membranas mucosas del aparato genitourinario parece ser un estado que
necesariamente precede a la colonizacién exitosa. Tal adhesion esta mediada
por proteinas sobre la superficie de la bacteria, denominadas adhesinas, las
cuales unen las moléculas de los receptores de la célula epitelial. Las proteinas
adhesinas de E. coli suelen localizarse en las puntas distantes de filamentos
finos, lamados velios o fimbrias. Puesto que cada bacteria puede transportar de
10 a 200 vellosidades con adhesina en la punta, esas estructuras estan
disefiadas para poner prueba las superficies epiteliales respeclo a sus
receplores correspondientes.

Estos estudios también establecen los siguientes principios generales de
uropatogenia: la receptividad de Jas membranas mucosas genitourinarias a
bacterias, dependa de la capacidad que el microorganismo tenga para unirse y de
fa distribucién y densidad relativa de los receptores de adhesinas sobre la
superficie de células epiteliales, y como compuestos solubles en moco u orina.
Esto predice que las mujeres con VU recurrente tienen més receptores de
adhesinas en {a mucosa genitourinaria y, por lo mismo, mas sitios de union para E.
coli 0o poseen menos compuestos receptores solubles en sus secreciones de
mucosa (es decir, “no secretoras’) y por lo tanto tienen una capamdad Mmenor para
una inhibicién competitiva de colonizacion mediada por adhesina. ® 303241



Klebsiella sp. Endotoxinas. Gran parte de las manifestaciones tdxicas son
producidas por endotoxinas, lipopolisacérido asociado a la membrana exterma gue
se libera con la lisis celular Mdas concretamente, la toxicidad se asocia al
componente lipidica A del lipopolisacarido.

Pii. Los pilis o fimbrias, son proyecciones similares a pelos que surgen de la
superficie de ios bacilos y facilitan la adherencia a la célula huésped.

Capsufa, La presencia de una capsula polisacarida, es un importante factor de
virulencia, Tres funciones de virulencia han sido propuestas para la céapsula: i) La
capsula puede actuar como una barrera en la deposicion de factores fagociticos
del suero fales como anticuerpos o componentes del complemento, i) Puede
prevenir la fagocitosis por neutrdfilos y macréfagos, y n)Puede tener efectos
supresivos en el sistema inmune.

LPS Algunos antigenos se han asociado en forma especifica a meningitis,
gastroenteritis e infecciones del tracto urinario. Sin embargo, el papel de estos
antigenos somaticos, capsulares y flagelares en la patogenia de ia infeccion no han
sido definidos claramente. Ciertos antigenos capsufares son poco antigénicos y
protegen de la fagocitosis mediada por anticuerpos. Es prebable que los antigenos
flagelares contribuyan a la adherencia de las cepas nefrogénicas al uroepitelio
antes de que aparezca la infeccion.

Ureasa. La ureasa es una enzima que escinde la urea en CO» y NHs lo que
incrementa el pH de la orina y facilita la formacion de calculos. La mayor
alcalinidad de ia orina también resulta toxica para el uroepitelio ©% 3% 4%

Estafilicocos. Toxinas estafilocécicas 8. aureus produce, al menos 5 toxinas
citolticas o destructoras de ia membrana. alfa, beta, delta. gamma y leucocidina:
estas toxinas se conocen también como hemolisinas, aunque la actividad de las 4
primeras no se limita Unicamente a los eritrocitos y, por cira parte, la leucocidina no
es capaz de destruir los hematies. Estas citotoxinas provocan una lisis de
neutrégenos con liberacién de enzimas hsosémicas que finalmente causan dafo a
los tejidos circundantes.

Enzimas estafilocécicas. lLas cepas de S. aureus productoras de coagulasa
poseen dos formas de coagulasa: unida (denominada también factor de
aglomeracion) y libre. La coagulasa unida a la pared celular estafilocécica
transforma directamente el fibrinégeno en fibrina insoluble y provoca Ia

10



aglomeracion de los estafilococos. La coagulasa libre efectda la misma funcién por
medio de un mecanismo algo diferente.

Catalasa. Todos los estafilococos producen catalasa, enzima que cataliza la
conversion de peroxido de hidrégenc en agua y oxigeno. La catalasa protege a los
microorganismos del peréxido de hidrégeno téxico que se acumula durante el
metabolismo bacteriano y es liberado después de Ia fagocitosis.

Hialuronidasa. Esta enzima hidroliza el acido hialurénico, el acido mucopolisacérido
presente en la matriz celular del tejido conjuntivo. La hialuronidasa facilita la
disemninacidn tisular de S. aureus.

Fibrinofisisna. Esta enzima, también denominada estafiloquinasa, la producen
practicamente todas las cepas de S. aureus y disuelven los coagulos de fibrina
La estafiloquinasa se diferencia de las enzimas fibrinoliticas producidas por fos
esfreptococos.

Lipasas. Todos los 8. aureus y mas del 30% de los estafilococos coagulasa-
negativos producen diversas lipasas. Como su propic nombre indica, estas
enzimas hidrolizan los lipidos, esenciales para fa supervivencia de los estafilococos
en las areas cebaceas del organismo.

Nucleasa. Ctro marcador de S. aureus es la nucleasa termoestable, cuyo papel
patogénico se desconoce.

Penicilasas. Mas del 90% de los estafilococos eran sensibles a la penicilina.
cuando esta se administraba para el tralamiento de las infecciones bacterianas. Sin
embargo rapidamente desarroffaron resistencia a través de la produccion de la
penicilasa.

Ctros factores de virulencia.  Produccion de limo. Esta sustancia pofisacérida la
producen aigunas cepas de estafilococos coagulasa-negativos y facilita la
adherencia de éestos a los cateteres y al material sintético {p. . Injerios, prétesis
valvulares y articulares y derivaciones). £l limo fambién interfiere en la respuesta
inmune celular, ya que inhibe la quimiotdxis y la fagocitosis de los leucocitos
polimorfonucleares y la proliferacidn de las células mononucleares tras la
exposiciéon mitogenica. Las cepas productoras de la capa de limo son més
virulentas que las que no la producen en presencia de cuerpos extrafios {p. Ej.
Dispositivos protésicos, catéteres, derivaciones).

Cépsula y pared celular. La capsula y pared celular interfieren en la quimiotaxis,
opsonizacién y en la fagocitosis. Ademas, la adherencia a la superficie mucosa
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estd mediada por {os 4cidos tEICOICOS de la pared celular, que se unen de forma
especlfica a la fibronectina. ©% 341

Streptococcus dei grupo A La glomerulonefritis aguda es una consecuencia de
las infecciones causadas por un numero limitado de tipos de estreptpepeps del
grupc A. Muchas cepas que producen nefritis pertenecen al grupo 12; ofras han
sido identificadas entre los tipos4, 18, 25, 49, 52 y 55. La virulencia de los
estreptococos del grupo A depende de diversas moléculas estructurales y de
toxinas y enzimas muy elaboradas. La importancia patogénica de cada una de
eflas no se conoce con detalle, pero se sabe que la proteina M y el acido
lipoteicoico son muy importantes para el desarrollo de la infeccidn, y ademas las
manifestaciones clinicas se pueden atribuir directamente a molécuas como las
toxinas eritrogénicas y las estreptolisinas. “*

Capsula. La capsula de acido hialurénico de los estreptococos del grupo A no es
nmunogeénica, pero protege a las células bactenanas de la fagocitosis Sin
embargoe, €l princtpal componente antifagocitario es la protelna M,

Proteina M. Si no se producen anticuerpos especificos contra la proteina M. 10s
estreptococos estan protegidos de la fagocitosis. Esta proteina impide también [a
mteraccion con el complemento. Las restantes proteinas estructurales, Ty R no
poseen una funcién definida de virulencia en los estreptococos del grupo A,

Acido lipoteicoico. La capacidad de los estreptococos del grupo A de unirse a tas
células epiteliales de la boca y de la piel estd mediada por el acido lipoteicoico de
la pared celular

Estreptolisinas S y O La estreptolisina S es una hemolisina no inmunoclégica,
estable frente al oxigeno, que lisa los hematies, los leucocitos y las plaguetzs tras
2l contacto directo con la célula. La estrepiohisina S también estimula la liberacion
del contenido lisosémico después de ser deglutida, con la posterior muerte de fa
célula fagocitaria. La estreptolisina O se inactiva de forma reversible por el oxigeno
e irreversiblemente por el colesterol. A diferencia de ia estreptolisina S. los
anticuerpos contra la estreptolisina O se producen de inmediato y permiten
documentar una infeccion reciente.

Estreptoquinasas Se han descrito al menos dos formas (A y B). Estas enzimas

destruyen los codgulos sanguineos y son las responsables de la rézojda
diseminacién de ios estreptococos del grupo A en los tejidos infectados. ¢
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Infecciones de vias urinarias de adquisicién hospitafaria.

Las infecciones de vias urinarias (IVU), constituyen cerca de 40% de las
infecciones hospitalarias y afecta a 3% de los pacientes hospitalizados o a casi un
milldn de pacientes cada afio. Los factores de riesgo para sufrir IVU nosacomial
incluyen  exposicibn a bacterias patégenas en el medio hospitalario, uso de
cateteres urinarios y técnicas diagndsticas invasoras, asl como la presencia de
enfermedades subyacentes graves que suelen relacionarse con disfuncion de!
aparato urinario. Las complicaciones graves de la (VU de adquisicion nosocomial
son bacteriuria crénica, bacteriemia, toxicidad por antibiéticos e insuficiencia renal.
Por lo mismo esa clase de mfecmones suele ser causa de estancias proionqadas
en el hospital, de tratamientos costosos y aumento de la morbimartalidad. ¢ 12

Hasta 80% de todas las IVU de adquisicién hospitalaria se deben al uso de algin
catéter en el aparato genitourinario. En 5% de pacientes, los factores precipitantes
incluyen otras formas de manipulacion uroiégica, tal como ia citoscopia y dilatacion
uretral. Los pacientes hospitalizados tratados con catéter fijo son especiaimente
susceptibles a infectarse con bacterias patégenas gramnegativas, las cuales
invaden el sistema de vias urinarias por una de las siguientes rutas: aj durante la
introduccion del catéter, las bacterias podrian penetrar o transportarse desde la
uretra hacia la vejiga; b) las bacterias podrian tener acceso a la vejiga a traves de
la pelicula delgada de liquido uretral sobre la cara externa del catéter en la
interface catéter-mucosa y ¢) consecutivo a la contaminacion del aparato, las

B?%%:i)as podrian migrar hacia la vejiga a través de la iz interna del catéter,

La mayoria de infecciones hospitalartas de las vias wurinarias parecen ocurrir a
través de la Ultima ruta descrita.

La duracion del cateterismo es también un factor importante. La frecuencia de
infeccion varia desde un 1% en catetenzacién sencilla hasta 100% en pacientes en
quienes e} procedimiento se realiza de manera abierta y durante mas de cuatro
dias. Inclusive cuando el sistema de drenado es cerrado, casi [a mltad de todos los
pacientes cateterizados durante 14 dlas a mas dfas presenta [VU, (%139

Aun cuando desde hace tiempo se insiste en usc de sisterna cerrado para
pacientes con catéteres fijos, como un medio eficaz de reducir la exposicidn de la
persona a las bacterias hospitalarias patégenas, la medida no parece limitar la
diseminacidon de las IVU de adquisicibn nosocomial. Debido a los errores
frecuentes causados por el personal del nosocomio en el uso de sistemas de
catéteres y a las medidas de conservacion de los sistemas cerrados y estériles de
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drenado. Es mas, los datos epidemiolégicos sugieren que cuando se utiliza un
sistemna cerrado de drenado, una vaina de mucosa entre el catéter y la uretra sirve
como un mecanismo iddneo para que las bacterias penetren a la vejiga. Por 1o
tanto, 1a colonizacién del meato uretral por bacterias potenciaimente patogenas
podria ser un factor de riesgo importante de la salida de bacterias hacia la vejiga vy
de una bacteriuria subsecuente. '*'®

A causa de que la cateterizacion es un factor de riesgo de gran impoitancia para
el desarrolio de VU nosocomiales, ia colocacién de catéteres debe evitarse
siempre que sea posible, o ya introducidos, extraerlos en la primera oportunidad.
La alternativa a {a cateterizacién podria ser el uso de drenado en condones o
panales.

Entre pacientes hospitalizados, la infeccién cruzada es comun y podria presentarse
por contacto de paciente y personal del hospital o de paciente a paciente El agua,
hielo, lavados. humidificadores, desinfectantes contaminados y alimentos se han
visto Implicados en casos de infeccién cruzada. Hasta 15% de los casos de
bacteriuria hospitalana se relaciona con infeccién cruzada

Dos diferentes poblaciones de pacientes tienen riesgo especialmente elevado de
contraer VU hospitalarias a saber, los del ramo de ginecologia quienes antes de
tener 50 afios de edad suelen adquirir infecciones reiacionadas con la introduccitn
de cateéteres, las cuales rara vez causan morbilidad El otro grupo es el de los
varones de 50 afios de edad o mayores con patologias debilitantes, (314 1519

Diagnéstico de las infecciones de vias urinarias.

Las infecciones del tracto unnario estan entre las infecciones mas comunes gue
se presentan en el humano, lo que constituye que los cultivos de una muestra de
orina sean una proporcion significante de muestras procesadas en la mayor parte
de los laboratorios de microbiologfa clinica. Sin embargo, el tiempo de estudio es
una limitante, puesto que el método cuantitative puede tardar mas de un dia en dar
resultados, aunado a que a?roximadamente 80% de las muestras suministradas
para cultivo son negativas. (7.1

El diagnéstico se basa en el cuadro clinico y se apoya en el examen general de
orina (EGO) y urocultivo {UC). El EGO puede maostrar pH acido o alcalino vy
presencia de nitritos por Ia actividad bacteriana, asi como leucocituria (a veces
piuria) y eritrocituria o proteinuria. Ef urocultivo identificard en uros tres dias para



conocer el resultado. Su interpretacion se lleva a cabo de acuerdo con los criterios
de Kass (ver anexo), y por ultime la prueba de sensibilidad a los antibiéticos

En los Gitimos afos se han desarrollado y evaluado dlversos métodos de
escrutinio, con la finalidad de descartar bacteriuria significativa (>10 UFC/mL) en
orina. Entre estos se incluyen una variedad de procedimientos automatizados,
quimicos prueba directa del sedimento urinario, microscopia de frotis, tefido de
orina centrifugada, métodos biogquimicos y método semicuantitativo en placa.
Algunos de estos procedimientos son mas rapidos de realizar que el estandar en
placa de agar y la presencia o ausencia de crecimiento bactertano es determinada
en pocas horas. Sin embargo, no se usan ampliamente en el laboratorio de
microbiologia como una Eréctica ordinaria, debide a que son poco sensibles o de
tecnologia compleja. {71819

En nuestro pais, el método de urocultivo semicuantitativo més utilizado es el de
portaobjetos, que se basa en la utilizacién de una placa de plastico barata y
desechable que tiene una pequefia cantidad de medio de cultivo no selectivo. La
Inoculacion se practica introduciendo |a placa que contiene e medio de cultivo en
la orina. La sensibilidad y especificidad diagndstica que tiene le confiere a dicho
anzé)ztodo es de 93.7% (empleando incubadora) a 75% (a temperatura ambiente).

En todo paciente con VU alta debe investigarse la presencia de alteraciones
anatoémicas que condicionen dafio renal. Estos son el reflujo vesiculouretral (RUV)
y la obstruccion a cualquier nivel del fracto urinario. (s

Son los estudios de gabinete (imagenologia) los que daran la informacién
necesaria. El ultrasonido, es el primer procedimiento que se realizara, ya que no es
invasivo y en manos habiles confirmara o descartara cualquier proceso obstructivo.

El siguiente estudio es la cistouretrografia miccional, la que de manera especifica
valcra tres condiciones: el reflujo vesicouretral, alteraciones en la funcion vesical y
obstruccion uretral. No debe efectuarse durante la fase aguda de la enfermedad
por el riesgo de exacerbaria.

La urografia excretora, no es el estudio inicial. Esta indicado sI alguno de los
estudios anteriores (o ambos) es anormal.

La gamagrafia renal, se utiliza para valorar la funcién del rifion afectado y con fines
de seguimiento.

’
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Los estudios endoscdpicos pueden confirmar los diagnésticos establecidos,
aunque no son indispensables, % 2% 24.25.26)

Tratamiento de las infecciones de vias urinarias.

Las estrategias terapéuticas disefladas para grupos especificos de pacientes con
infeccion winaria pueden elevar l0s beneficios del tratamiento y al mismo tiempo
reducir costos vy la frecuencia de reacciones adversas. En la mayoria de los casos,
no $e puede esperar hasta conocer los resultados del laboratorio, por lo que el
tratamiento se inicia de forma empirica %% %

En general entre mas inestable sea la situacion del paciente, mayor es ia
necesidad del tratamiento bactericida empinco que cubra todos los patdégenos
potenciales Las personas en estado grave como para justificar su hospitalizacion,
deben tratarse con ampicilina y aminoglucoside £l uso como producto Unico de
cefalosporinas de segunda y tercera generacion es también eficaz, pero podria no
ser adecuado contra enterococos y Pseudomona sp. De ahl que no serian los
productos de primera eleccién para pacientes en riesgo de presentar dichos
microorganismos {es decir, perscnas de edad avanzada quienes padezcan
infeccion adquirida en alguna institucién o con tincidn de Gram morfoldgicamente
diagndstica para éstas bacterias). Aungue las penicilinas nuevas (incluyendo las
que tienen inhibicién de betalactamasa, por ejempio, ticarcilina/acido clavulanico)
parecen ofrecer la cobertura deseada de espectro amplio, aun requieren de més
investigacion El tratamiento por via bucal no debe administrarse en casos tdxicos
o inestables

El tratamtento enteral en consulta externa para pielonefritis aguda supone un
huésped mas estable desde ef punto de vista médico, lo cual concede mas libertad
de dirigir el producio contra la bacteria patdgena mas probable.. Para la mayor
parte de Las infecciones bacilares gramnegativas, trimetoprim/sulfametoxazof
suele ser el farmaco de eleccion. En esos pacientes, ampicilina se administra en
menor grado debido al 20 al 30% de promedio de resistencia entre los aislados de
E. coli adguirida en la comunidad, asi como al riesgo aumentado de recidiva
después de dos semanas de tratamiento. Si la tincidn de Gram muestra cocos en
cadena grampositiva, la cobertura debe dirigirse a Enterococcus sp e iniciar el
tratamiento con ampicilina, ya que trimetoprim/sulfametoxazol podria no ser
suficiente. Las cefalosporinas por via bucal (cefalexina, cefadroxil) suelen
reservarse para el clasico racimo de cocos del Staphylococcus sp. Las penicilinas
sintéticas resistentes a penicilinasa estan en desventaja por su campo limitado de
actividad contra bacterias gramnegativas, ya que la tincion de Gram podria
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confundir. En caso de que en la orina se aisle S. aureus, debe buscarse alguna
infeccion en sangre, en especial endocarditis bacteriana. Para finalizar, 1a
penetracién y éspectro renales excelentes de las quinclonas para via bucal,
{ciprofloxacina, norfloxaxina) pueden hacer de ellas los farmacos de eleccion del
futuro. En la actualidad, siguen como las alternativas bucales ideales para las
infecciones recurrentes o resistentes, '%?%

Las VU nosocomiales son infecciones comunes, graves hasta morales que
suelen deberse a cepas bacterianas resistentes a antibioticos, en especial bacilos
gramnegativos y enteracocos. Los pacientes hospitalizados, principalmente los
inmunodeficientes o con patologia subyacente grave se encuentran en riesgo
aumentado de padecer IVU nosocomial y estas sueten deberse o tener relacion
con bacilos gramnegativos. Estos, en particular los productores de betalactamasa
son, con frecuencia, resistentes a los antibidticos de use mas comun, Mas audn, €l
aumento reciente de patdogenos grampositivos, como [0s enterococos como causa
de IVU hospitalaria, presenta un desafio terapeutico adicional.

Ei tratamiento con aminogiuﬁbsidos y combinacién de betatactdmicos con
aminoglucésides va en aumento, Sin embargo, estos dltimos causan  efectos
adversos graves como nefro y ototoxicidad. Ademas, su uso es costgso por ia
necesidad de un monitoreo cuidadoso de los pacientes. %%

En el tratamiento de VU nosocomial la cefalosporina de tercera generacion,
cefoperazona, parece ser segura y eficaz aunque su espectrc de actividad no
incluye enterocecos. Los aminoglucosidos podrian tener que seguir utilizandose en
forma adjunta contra esas bacterias. Imipenem y aztreonam, antibidticos con
actividad contra bacilos gramnegativos, son activos contra fas bacterias mas
importante desde el puntc de vista clinico, pero aztreonam carece de accién contra
grampositivos. Ticarcilina mas clavulanato de potasio y ampicilina mas sulbactam
son eficaces contra una gama ampha de bacterias grampositivas y negativas
potencialmente patégenas. La primera de las combinaciones parece ser la
alternativa mas, segura y eficaz para el tratamiento de VU nosocomial. Las
qumo!onas 2Por su parie parecen prometedoras pero aun no se define su valor
preciso. ¢

Desarrollo bacteriano.

El crecimiento, s decir, el aumento de tamano y la divisién del microorganismo o
de la ¢éluia es el signo fundamenta! de la viabilidad microbiana,
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Las bacterias se multiplican por fisién binaria, es decir, por la division de una
bacteria en dos bacterias hijas en un ambiente adecuado. Ef tiempo necesario para
su division o duplicacion, se conoce como tiempo de generacion.

El tratamiento cuantitativo del crecimiento bacterizno depende en su mayor parte
de si los microorganismos crecen en un sistema cerrado, como es un tubo de caldo
can un volumen Ffinito de medio de cultivo, 0o en un sistema abierto, como un
quemostato en el que el medio se va renovando a medida que se va extrayendo
parte del cultivo,

Enlos cultivos cerrados, se distinguen convencionalmentie ias siguientes fases de
crecimiento. latencia o intervalo existente entre ia inoculacién y el principio del
crecimienta. crecimiento exponencial, es decir, crecimiento a velocidad constante,
fase estacionaria, en la que el recuento viable es constante, y la fase de deciive, en
la que las celulas mueren. Solo ciertos aspectos de estas fases se expresan
cualitativamente’ duracién dei periodo de latencia, velocidad de crecimiente en la
fase exponencial, y rendimiento celular, es decir la concentracidon maxima de
células. registrada en la fase estacionaria, expresada en masa ¢ numero.

.2 densidad de la poblacién bacteriana en ias distintas fases del ciclo de
crecimiento suele estimarse por el método nefelométrico o turbidimétrico. que mide
el niimero de microorganismos en la suspension 0 ¥4
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Metabolismo bacteriano.

Si existiera dna bacteria ideal que se desarrollara simplemente con minerales y

glucosa, cabria concebir el mecanismo de incorporacién y procesamiento de estos

compuestos al interior de la bacteria al interior de la bacteria bajo ia regulacion de

tres amplias categorias de enzimas:

1. Enzimas que degradan la glucosa hacia unidades utilizables.

2. Enzimas que constituyen bloques de estructura celular a partir de estas
unidades.

3. Enzimas que disponen los bloques de estructura organizando los organelos
bacterianos.

El primer grupo de enzimas obtiene la energia por conversion de la glucosa en
componentes de menor tamafo, que sirven como bloques de estructura para otras
actividades. El siguiente grupo construye estos bioques de estructura {p. €.
aminodcidos, nucledtides, aminoazUcares, lipidos). Aungue el esqueleto carbonado
procede de la glucosa, los demdés elementos, como el nitrogeno, azufre, fésforo y
metales traza esenciales, se originan en el depdsito externo de minerales y deben
incorporarse a los correspondientes compuestos. El tercer grupo de enzimas se
encarga de organizar los diversos blogues de estructura en los granulos de la
bacteria, elaborande macromoléculas de acuerdo a las instrucciones del ADN
cromasémico y, cuando existe, plasmidico. Una vez que se preparan suficientes

(rgtacromolécu!as para ser utilizadas por dos células hijas, tiene lugar la division.

Dada la competencia que existe en condiciones naturales por tos nutrientes, es
necesario que la bacteria disponga de un mecanismo regulador que controle la
cantidad de enzima y su funcion.

La funcién del metabolismo consiste en mantener y sintetizar los componentes
celulares, que constan de macromoléculas. Estos elementos celulares son
responsables de un 90% del peso seco de I0s microorganismos, quedando los
componentes de bajo peso molecular, tales como aminodcidos, monosacaridos,
coenzimas, nucledtidos y sales inorganicas, como almacén molecular. Este
almacén dinamico de compuestos de bajo peso molecular actda como reserva de
las funciones metabdlicas principales, ya que la sintesis de la maquinaria
macromolecular es la que impone el orden sobre todos los procesos vitales, #0313

Cada macromolécula se compone de elementos caracteristicos, dispuestos segin

las instrucciones genéticas. Sin embargo, la construccion de cada macromolécula
necesita la activacién de cada subunidad en su lugar correspondiente dentro de la
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secuencia La energla necesaria proviene, en Ultima instancia, del trifosfato de
adenosina (ATP), habitualmente a través de moléculas intermediarias, como
sucede en las farmas de vida superior. Las macromoléculas se disponen de
acuerdo con el orden universal de la biologia: la organizacion de lo acidos
nucleicos y proteinas sigue un patrén determinado, mientras que la de los
polisacéridos y lipidos depende de la especificidad enzimatica. Por eso, la actividad
metabolica permite, por una parte, construir los blogues de estructura Yﬁ por ofra,
generar |la energia necesaria para realizar todas las tareas metabdlicas. 0.31.32)
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FUNDAMENTOQ TEORICO

La investigacién clinica sobre la identificacion, adaptacion y simplificacion de
métodos para el diagndstico de los principales problemas de salud, es una de las
prioridades de estrategia de “Atencion de Salud”. Al respecto, si consideramos que
los estudios de {aboratorio son una extensién especializada de la exploracion fisica
del paciente, su accesibilidad y confiabilidad son indispensables para su uso en el
consuitorio médico de primer y segundo nivel de atencién medica, asi como en los
hospitales suburbanos y rurales en donde son una constante las carencias de
infraestructura fisica y tecnolégica.

Sobre estas bases; el presente trabajo tiene la finalidad de validar el empteo de
un Medio de Cultivo en Fase liquida, para la deteccidn de infecciones de vias
urinarias. Este medio de cultivo estd elaborado con los nutrientes necesarios para
el desarrollo de los microorganismos mas frecuentes en las infecciones de las vias
urinarias, los cuales de acuerdo a su metabeclismo, producirdn una serie de
productos finales {Acidos, alcalinos o neutros) gue seran detectados por la
presencia de dos indicadores incorporados al medio (rojo de fenol y azul de timol),
dando una coloracién final caracteristica de cada microorganismo.

Asimismo, para la cuantificacion bacteriana, el crecimiento serd detectado por la
turbidez del medio de cuitivo, y comparando con una curva nefelométrica,
establecer el nimerg de UFC/mL siguiendo los criterios de Kass (para una muesira
por paciente).

Para |os criterios de 1a Sociedad Americana de Enfermedades infecciosas, no se
necesitara del empleo de la curva nefelométrica, ya que cualquier signo de
crecimiento sera suficiente para establecer una IVU.

Bases bioquimicas

La lactosa es un disacarido compuesto por dos unidades de monosacaridos
(glucosa y galactosa). Algunas bacterias pueden fermentar anaerobicamente la
glucosa, otras la oxidan y algunas pueden metabolizarla por ambos métodos,
mientras que otras, ain son incapaces de utilizar la glucosa: No todos los
monosacaridos son degradados por todas las bacterias; sus formas de
fermentacion difieren, ayudando a la identificacién de grupo, género o especie.
Asimismo, las bacterias muestran diferencias en los ciclos utilizados para la
fermentacion del mismo sustrato, dando como resultado diferentes productos
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finales. La forma y et grado en que es desaSImﬂado un sustrato depende de la
especie bacteriana y de las condiciones de cultiva. #0232

Degradacién de la urea.

El sustrato urea es una diamida del acido carbdnico, a la que frecuentemente se
menciona como carbamida. Todas las amidas (RCO-NHz) son rapidamente
hidrolizadas. La hidrolisis de la urea es catalizada por una enzima especifica, 1a
Ureasa, para dar dos moléculas de amoniaco. En solucién, la urea se hidroliza,
dando carbonato de aménic como producto final,

La urea, se utiliza para la deieccion répida de la actividad ureasa de todas fas
especies de Proteus. Asimismo detecta la actividad ureasa definida de las
especies de Enterobacter y otros miembros de las Entrobacteriaceae que
muestran una reaccion de la ureasa retardada. Es sabido que las especies de
Enterobacter son capaces de utilizar la urea como su Unica fuente de nitrégeno,
pero no pueden retener o recuperar su capacidad de hidralizar la urea.

Los organismos ureasa positivos retardados como especies de Klebsiella o
Enterobacter varfan en cuanto a su velocidad de hidrblisis de la urea. Algunos
presentan una reaccién positiva de%g)ués de 6 horas de incubacion, o hasta 3 a 5
dias e incluso al cabo de 6 dias.

La peptona gue se encuentra en el medio también es degradada por la bacteria
presente y da sustancias que son de pH alcalino. El acido producido por la
fermentacién de un hidrato de carbono se observa por un cambio del pH solamente
cuando el acido producido por la degradacién del carbohidratc es mayor que las
sustancias alcalinas producidas por degradacidon de la peptona. La observacién de
un cambio de color que indica acidez esta infiuida por dos factores: 1) el indicador
de pH utilizado, y 2) las propiedades amortiguadoras del medio. @2

Indicadores de pH

Los indicadores, tienen la propiedad de cambiar de coloracion cuando la solucién
donde se encuentran pasa de un determinado pH a otro, siendo este cambio
caracteristico de cada indicador, sin embargo, el paso de un color a otro no se
verifica dentro de limites muy estrechos, sino que existe una zona de viraje que
abarca mas o menos dos unidades de pH, dentro de la cual se obtienen
coloraciones intermedias, o sean mezcla del color inicial y del color final.
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El azul de timo! (timolsulfonftaleina), tiene un intervalo de viraje de pH de 1.2 a
2.8, y pasa de rojo (acido) a amarillo {alcalino).

El rojo.de fenol (Fenolsuifonftaleina), tiene un intervalo de viraje de pH de 6.8 a
84,y pasa de amarlllo (acido) a rojo (alcalino).

El indicador de pH que se utiliza mas comunmente para demostrar que un hidrato
ha sido fermentado es el rojo de fenol, ya que la mayoria de los productos finales
del metabelismo de los carbohidratos son &cidos orgénicos. Con el rojo de fenof el
camblo de color se aproxima al pH original del medio (&cido pH:6.8; medio pH:7.
4).¢



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El laboratorio de microbiologia debe procesar sus estudios considerando siempre
el beneficio para el paciente. Esto requiere idealmente que las muestras se
procesen lo mas rapido posible, con un costo razonable y un informe temprano al
médico tratante. Como las infecciones urinarias constituyen uno de los problemas
mas comunes en la practica médica, es frecuente que el tratamiento deba iniciarse
sobre 1as bases empiricas en espera del resultado del urocultivo o en ausencia de
este, por lo que se han propuesto procedimientos de diagnostico répidos y
econdmicos, que permitan simplificar el estudio.

Como puede observarse, la magnitud de este padecimiento es importante, sin
embargo la mayor parte de las veces remite cuando se realiza un diagnéstico
temprano y se instituye el tratamiento adecuado, pero cuando no se detecta vy
trata op%l;tunamente, puede evolucionar hasta insuficiencia renal o incluso la
muerte. ¥

Debido a que las infecciones de vias urinarias se encuentran dentro de las
enfermedades mas frecuentes juntc con las infecciones de vias respiratorias dentro
del Hospital General Regional no. 25 perteneciente al IMSS en el Distrito Federa! vy
gue por lo mismo requieren de una gran parte del presupuesto del hospital, sobre
estas bases, y ante la necesidad de. contar con métodos de deteccion rapidos,
confiables v de bajo costo, en 1996 el QBP Javier Zavala Gonzédlez en
colaboracion de la QFB Guadalupe Herrera Galban establecieron un medio de
Cultivo en Fase Liquida para la deteccion rapida de infecciones de vias urinarias.
con ia finalidad de optimizar costos, reducir tiempos, y en caso de pacientes
encamados reducir el tiempo de hospitalizacion, lo que permitird al propio instituto
canalizar recursos hacia otra areas igual de importantes,

El presente trabajo toma como referencia esta investigacién en el que se
trabajé el Medio de Cultivo en Fase Liquida, y tiene como objetivo principal,
validar el empleo de dicho medio de cultivo, para determinar si hay infeccion de
vias urinarias, ast como la identificacion del uropatdgeno causante de la misma.
Este método ademas de ser rapido, permite la reduccion de costos, espacios,
material, y considerando que las bacterias patdogenas para el hombre son
clasificadas como mesofilicas, cuyo rango de temperatura para su reproduccién
in vitro abarca de 10°C a 45°C, se puede omitir el uso de una incubadora, por
lo que este método de auxilio en el diagnostico de infecciones de vias
urinarias, podria ser empleado en hospitales, consultorios médicos, clinicas o
laboratorios de analisis clinicos que no cuenten con suficiente infraestructura
fisica y tecnologica, ya que no se requiere de equipo complejo para su empleo.



OBJETIVOS.

¢ Validacion del Medio de Cultivo en Fase Liquida CI-25, frente al sistema
tradicional, empleando muestras clinicas, para diagnostico de infeccién en
vias urinarias.

.

+ Determinar la sensibilidad y especificidad diagnostica del Medio de Cultivo
en Fase Liquida Ci-25, en la identificacion de microorganismos causantes de
infeccion en vias urinarias.

= Realizar la confiabilidad diagnostica de la prueba, sensibilidad, especificidad,
potencia diagnéstica, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo.

HIPOTESIS.

Tomando en cuenta que el Medio de Cuttivo en Fase Liquida CI-25, es un método
practico y funcional, ya que contiene los nutrienies necesarios para favorecer el
desarrolio bacteriano, ademés de que la cantidad de muestra inocculada es mayor
que en ef método tradicional de cultivo, se favorecera el crecimiento bacteriano mas
rapido, lo que podra detectarse por cambios fisicos observables en el medio, como
puede ser la turbidez y el cambio de coloracion y de esta forma disponer de
resultados’ preliminares que pemitiran al analista clinico u otro personal, una
informacién mas rdpida y confiable de una posible infeccidn en vias urinarias.

25



OBJETIVOS.

» Validacion del Medio de Cultivo en Fase Liquida CI-25, frente al sistema
tradicional, empleando muestras clinicas, para diagndstico de infeccién en
vias urinarias.

* Determinar la sensibilidad y especificidad diagndstica del Medio de Cultivo
en Fase Liquida CI-25, en la identificacion de microorganismos causantes de
infeccién en vias urinarias.

¢ Realizar la confiabilidad diagnéstica de la prueba, sensibilidad, especificidad,
potencia diagnéstica, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo.

HIPOTESIS.

Tomando en cuenta que el Medic de Culiivo en Fase Liquida CI-25, es un método
practico y funcional, ya que confiene los nutrientes necesarios para favorecer el
desarrolio bacteriano, ademas de que la cantidad de muestra inoculada es mayor
qgue en el método tradicional de cultivo, se favorecera el crecimiento bacteriano més
rapido, lo que podra detectarse por cambios fisicos observables en el medio, como
puede ser {a turbidez y el cambic de coloracién y de esta forma disponer de
resultados’ preliminares que permitirdn al analista clinico u otre personal, una
informacion mas rapida y confiable de una posible infeccidn en vias urinarias.
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MATERIAL Y EQUIPO.

Material.

« 500 tubos de ensaye de 17 x 150 (Pyrex)

« 500 tapones de goma

+ Gradilla metalica de 6 x 15

« Pipela graduada de 10 mL (Pyrex)

« Malraz Erlenmeyer de 2000mL (Pyrex)

e Frasco de boca ancha de 250 mL con tapa (estéril)
« 500tubos con tapén de rosca de 13 x 150 (Pyrex)
= Espatula

¢ WMechero Fisher

¢« Probetade 1L

< 10 tubos con tapén de rosca de 16 x 180 mm.

+ Puntas para pipela automatica (estériles)

Equipo.

« Pipeta automatica de 0.1 mL (Ht)

= Potenciometro (Indumex modelo 340)
e Balanza semianalitica

Reactivos.
Qloruro de bario al 1%
Acido sulfdrico al 1%

Formulacién del Medio de Cuitivo en Fase Liquida CI-25 (g/L). 1)

« Peptona de carne 7.0

+ Peptona de gelatina 7.0

+ lLactosa 70

« Urea 16.0

+ Rojo de fenol 0. 002
¢ Azul de timol 0.005
s Agua destilada 10L

pH final del medio 7.4

*Los reactivos empleados son de la marca SIGMA.
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METODOLOGIA.

« Toma de muestra, miccién limpia instrucciones generales (mayor
informacién ver anexo)

Del paciente depende que el resultado de éste examen sea CONFIABLE, por lo
tanto se le ruega seguir las instrucciones para recoger la muestra con todo
cuidado: el frasco tiene que ser estéril, suministrado por el laboratorio.

Es preferible que la muestra sea la PRIMERA de la mariana

Para que la muestra no salga contaminada debera practicarse un lavado de la
zona genital con una solucién antiséptica suave y luego se enjuaga con
abundante agua estéril, ia mujer debe separar los iabios de ia vulva en el
momento de la miccién y en el hombre debe practicarse antisépsia del prepucio.
Deje escapar la porcion inicial de la miccion al inodoro; a continuacion recolecte
en el frasco la porcion media y descarte la porcién final de la miccion
nuevamente al inodoro.

Tape bien el frasco y entréguelo rapidamente al laboratorio (no deben transcursir
mas de 20 minutos en entregarla). 39

A Preparacion del medio del medio de cultivo en fase liquida CI-25 (1 L) ¢

+ Esterilizar los tubos de ensaye de 17 x 100, o los tubos con tapdn de rosca
de 13 x 100 a 120°C, 15 libras por 30 minutos

¢ En una probeta de 1000 mL medir 1000 mL de agua destilada.

o Pesar la materia prima en la balanza.

e En un matraz Erdenmeyer de 2000 mL agregar 900 mL de agua destilada.

» Agregar fas reactivos (excepto la urea), dejando los indicadores al dltimo (e!
medio debe quedar de un color rojo ladrillo).
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Agitar hasta completa disolucion de los reactivos, calentando un poco si es
necesario.

Medir el pH del medio (debera estarentre 6.8 y 7)
Esterilizar a 121°C 15 libras de presion por 15 minutos.

En el frasco de boca ancha estéril, agregar los 100 mL de agua destilada
restante, y adicionar la urea, agitando hasta completa disolucion (no calentar
porque la urea descompone con el calor)

Meter a la esterilizadora a110°C por 5 minutos a 10 libras de presion.

Junto a un mechero Fisher, mezclar la urea con el resto det medio y medir el
pH final (debera ser de aproximadamente 7.4)

Con una pipeta de 10 mL (estéril) vaciar el medio de cultivo a tubos de
ensaye de 13 x 100, o a los tubos con tapén de rosca de 17 x 150, 2 mL a
cada uno hasta terminar de vaciar fodo el medio.

Guardar los tubos con el medio en el refrigerador. ©%

Preparaci6n de los tubos nefelométricos de McFarian. “o

Preparar 5 mL de una solucion al 1% de cloruro de bario
Preparar una solucion al 1% de acido sulftrico

Numerar fos tubos con tapdn de rosca del 1 al 10
Adicionar las soluciones a tos tubos de la siguiente manera.

No. tubo BaCl2 ai 1% (mt) H2S04 al 1% (mL) Susp. Bacteriana/mL x 10°

1 0.1 99 3
2 02 9.8 6
3 03 9.7 9
4 0.4 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 06 9.4 18
7 0.7 8.3 21
8 0.8 8.2 24
S 0.9 9.1 27
10 1.0 8.0 30



© siembra de la muestra {Medio de Cuitivo en Fase Liquida CI-25). =)

Sacar los tubos con el Medio de Cultivo del refrigerador, y esperar a que tomen la
temperatura ambiente, marcarlos con las iniciales del paciente y un nimero

|

Quitar el tapon de goma o de rosca del tubo del tubo que contiene el medio de
cultivo en fase liquida (2 mL).

{Con una pipeta auiomatica de 0.1 mL y puntas estériles, inocular la muestra de}
orina al tubo

[lncubar a 37°C o a temperatura ambiente de 12 a 24 hor@

|

Observar el cambio de coloracion y la turbidez del medio de acuerdo a la curva
de McFariand

(Multipticar por la difucion (10) ,

|

Establecer si hay infeccion y el agente etiolc’ngico]
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o _ o ,
' siembra de la muestra (urocultivo tradicional). ¢ 33”3

Sacar del refrigerador las cajas con los medios de cultivo necesarios para la
prueba, dejar que tomen la temperatura ambiente, marcar fas cajas con las
iniciales del paciente y el nimero que le corresponde de acuerdo a la muestra

l

Agitar levemente [a muestra, y, con una asa calibrada (0.01 mL) tomar una
porcion de la muestra y sembrar masivamente en el agar sangre.

!

Repetir la operacion de la toma de ia muesira, y sembrar por estria cruzada en
los medios diferenciales.

Gncubar por 24 horas a 37°CJ

ri;evisar las cajas y desechar las muestras que no muestren crecimiento en
Lambos medios de cuitivo (las muestras en agar sangre se pueden reincubar por

otras 24 horas)

esechar también las muestras que presenten crecimiento menor de 100, 000]
FC/ml

A las muestras positivas (mas de 100, 000UFC/mL), realizarles {as prueba
especiales para ia identificacion de especie.

oY
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F) Criterios de identificacién de microorganismos en el Medio de Cultivo en
Fase Liquida.

Coleoracion Microorganismo
Amarillo Escherichia coli
Naranja Klebsiella sp

Staphylococcus sp
Streptococcus sp

Magenta Proteus sp
Pseudomona sp
Criginal Candida sp
Enterobacter sp
DISENO DE INVESTIGACION.

Se realizd un estudio de tipo secuencial, prospectivo, transversal y comparativo,
basado en un estudio ya realizado, con la finalidad de establecer la calidad
diagnéstica del Medio de Cultivo en Fase Liquida Ci-25 (sensibilidad, especificidad,
potencia diagnostica, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo).

Se trabajaron 576 muestras de orina de pacientes del Hospital General Regional
no. 25 "Ignacio Zaragoza * perteneciente al IMSS (tanto externos como internos)
con diagndstico presuntivo de infeccidon en vias urinarias, bajo los siguientes

criterios de inclusién.

+ Orinas turbias o no de pacientes externos con diagnéstico probable de vu
» Qrinas turbias o no de pacientes encamados con presunta IVU
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F) Criterios de identificacién de microorganismos en el Medio de Cultivo en
Fase Liquida,

Coloracién Microorganismo
Amarillo Escherichia coli
Naranja Klebsiella sp

Staphylococcus sp
Streptococcus sp

Magenta Proteus sp
Pseudomona sp

Criginal Candida sp
Enterobacter sp

DISENO DE INVESTIGACION.

Se realizé un estudio de tipo secuencial, prospectivo, transversa! y comparativo,
basado en un estudio ya realizado, con la finalidad de establecer la calidad
diagnéstica del Medio de Cultivo en Fase Liquida ClI-25 (sensibilidad, especificidad,
potencia diagndstica, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo).

Se trabajaron 576 muestras de orina de pacientes del Hospital General Regional
no. 25 "lgnacio Zaragoza " perteneciente al IMSS (tanto externos como internos)
con diagnostico presuntive de infeccion en vias urinarias, bajo los siguientes

criterios de inclusién.

» Orinas turbias o no de pacientes externos con diagnéstico probable de IVU
« QOrinas turbias o no de pacientes encamados con presunia VU
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Variables,

L]

Método tradicional (criterios de Kass para una sola muestra por paciente)
Paositive. Cuande el conteo colonial sea mayor de 100, 000 UFC/mL

Negative Cuando el conteo colonial sea menor a 100, 000 UFC/mL

Método tradicional (criterios de la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas para una sola muestra por paciente).

Positivo: cualquier recuento de bacterias (agar sangre) .

Negativo: ningun tipo de crecimiento.

Medio de Cultivo en Fase Liquida CI-25 (criterios de Kass).

Positivo. Cuando el medio de cultivo presenta cambio de coloracién, y se
aprecie  turbidez mayor al tubo no. 3 de la curva de Mcfarland.

Negativo. Cuando el medio de cultive no presenta cambio de coloracién ni
turbidez © que presente cambio de coloracién y turbidez menor al tubo nc. 3 de
Mcfariand.

Medio de Cultivo en Fase liquida (criterios de la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas)

Positivo: Cualquier tipo de crecimiento {turbidez} vistble en el tubo.

Negativo: ningdn tipo de crecimiento (turbidez) visibie en el tubo.
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Disefo estadistico.

En medicina, una de las inquietudes mas comunes es la evaluacién de las

pruebas de laboratorio, es primordial conocer la importancia que se debe dar a
cada resultado, misma que varfa en funcion de la prueba. Para valorar el Medio de
Cultivo en Fase Llquida para la determinacion de infeccién de vias urinarias, se
determino la eficacia de esta prueba mediante fa evaluacion de la sensibilidad y
especificidad.
Para calcular el valor predictivo, sensibilidad y especificidad del estudio, se realizé
la comparacion de cada prueba diagndstica frente al estandar de referencia
{urocultivo positivo). Se anatizé una tabla de dos por dos siendo las palabras
claves sensibilidad (capacidad de identificar los positivas), especificidad (capacidad
para discriminar los negativos), valor predictive positivo {proporcion de muestras
que en realidad poseen una caracteristica manifestada por ellos) y valor predictivo
negativo (proporcién de muestras que verdaderamente no tienen una caracteristica
gque han manifestado no tener).

El analisis estadistico fue realizado utilizando el teorema de Bayes, 7192
Tabla no. 1
Tabla de contingencia estadistica.
PRUEBA DE PRUEBA DE REFERENCIA
DIAGNOSTICO
+E 1 -E TOTAL
+ A B A+B
- C D cC+0
TOTAL A+C B+D A+B+C+D

A = Numero de casos verdaderos positivos
B = Numero de casos falsos positivos

C = Numero de casos falsos negativos

D = Namero de casos verdadercs negativos

Fuente: Herrera Gatvan 1996
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Términos estadisticos.

« Sensibilidad nosoldgica. Es ia probabilidad de que la prueba resulte positiva
cuando el individuo realmente tiene la enfermedad.

P+E=__A
A+C
= Especificidad nosolégica. Es la probabilidad de que la prueba sea negativa
cuando el individuo realmente no tiene la enfermedad.

P-E)=_D___
B+D
+ Valor predictivo positivo o sensibilidad diagnéstica. Si la prueba es positiva,
que probabilidad hay de que el individuo realmente tenga la enfermedad.

PEM=__A |
A+B
» Valor predictivo negativo o especificidad diagnéstica. Si la prueba es negativa
que probabitidad hay de que el individuo realmente no tenga la enfermedad.

P(E/-)= D
C+D
* Indice de falsos positivos. Si la prueba es positiva, que probabilidad hay de
que el individuo realmente no tenga la enfermedad.

PHEFE__B_
A+B
o Indice de faisos negativos. Si la prueba es negativa, que probabilidad hay de
que el individuo realmente tenga ia enfermedad.

P(E=_C
C+D
» Polenciadiagnostica.=___A+D__
A+B+C+D
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RESULTADOS.

En 1956 Kass dio a conocer sus famosas cifras para la valoracion def nimero de
unidades formadoras de colonias y su interpretacion. En ellas se definié que los
urocultivos con mas de 100,000 UFC/mL eran positivos, entre10, 000-100,000
UFC/mL dudosos y menos de 10, 000 UFC/mL debian ser considerados
negativos. A partir de 1992 estas cifras han sido considerablemente modificadas
por el comité de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas. En
infecciones  urinarias no complicadas los recuentos han descendido
marcadamente, mientras que se mantienen para las infecciones complicadas, en
especial para los pacientes portadores de sonda. “?

tabla no. 2
Modalidad clinica UFCI/mL
Cistiis simple > 100 |
Cistitis hemorragica > 100
Cistitis recurrente > 100
Pielonefritis aguda > 1000
Prostatilis aguda Cualquier recuento enterobacteriano
Bacteriuria asintomatica > 100, 000
Infecciones complicadas > 100, 000
Bacteriuria del catéter > 100, 000

Fuente: Dalet F. 1998

Se estudiaron 576 muesiras de pacientes ambulatorios y encamados del hospital
general regional no. 25 “Ignacio Zaragoza” perteneciente al IMSS, con diagnéstico
presuntivo de IVU. Dichas muestras fueron tratadas mediante el urocultivo
tradicional en caja, hasta la realizacion de las pruebas especiales para [a
identificacion de especie en las muestras positivas.

Las mismas muestras fueron tratadas mediante el Medio de Cultivo en Fase
Liquida, a las que se revisé a las 12 y 24 horas, con el fin de observar el cambio de
coloracion, y la turbidez del medio.

La turbidez producida en el medio, se comparé visualmente con la curva
nefelométrica de McFarland, y el resultado obtenido se compard con las placas del
urocultivo tradicional, con el fin de establecer si existia 0 no una infeccidn en vias
urinarias, es decir méas de 100, 000 UFC/mL (de acuerdo a los criterios de Kass
para una sola muestra por paciente), y de acuerdo con la coloracién resultante,
establecer el agente etiolbgico.
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Se obtuvieron los siguientes resultados de acuerdo a los criterios de Kass (para
una séla muestra por paciente).

1- se observo que para una muestra positiva en caja (+ 100, 000 UFC/mL), la
turbidez presentada en el Medio de Cultivo Liguida, correspondia en la mayoria de
los casos al tubo no. 3 en delante de la curva de McFartand.

2 - Se tuvieron 108 muestras positivas con una coloracién amarilla, de las cuales
78 {72. 22%) correspondieron a E. coli.

3 - Se obtuvieron 6 muestras con una coloraciéon morada, de las cuales 4 (66.66%)
carrespondieron a Proteus sp.

4 - Se obtuvieron 14 muestras con coloracion naranja, de las cuales 9 {64 28%)
correspondieron a cocos gram positivos.

5 - Para muestras negativas en el urocuitivo tradicional, el Medio de Cultivo en
Fase Liguida, no mostrd cambio de coloracién ni turbidez.

3 - Para muestras negativas en caja, pero con crecimiento bacteriano menor a 100,
000 UFC/mL, el Medio de Cultivo en Fase Liquida, presentd cambio de coloracion,
pero una turbidez menor al tubo numere tres de la curva de McFarland.

7.- Se obtuvieron muestras con cambio de coloracién en et medio, y una turbidez
igual o mayor al tubo no. tres de la curva de McFarland, pero negativas o con
crecimiento menor a 100, 000 UFC/mL en caja {falsos verdaderos).

8.- Se obtuvieron muestras negativas en tubo, sin cambio de coloracién ni turbidez,
pero positivas en caja {verdaderos falsos).

9.- Se observd que el namero de pacientes femeninos fue mayor que el numero de
pacientes masculinos, tanto en pacientes ambulatorios como en pacientes
encamados.

10.- Se observé que el microorganismo aislado con mayor frecuencia en ambos
tipos de pacientes fue Escherichia coli.

11.- Estos ultimos datos, concuerdan con los haltados con otros autores, gue han
trabajado con muestras de orina para detectar infecciones de vias urinarias.



tabla no. 3 Interpretacion de resultados obtenidos en el Medio de Cultivo en
Fase Liquida y su comparacion con el método tradicional en piaca de de
acuerdo a los criterios de Kass para una sola muestra por paciente.

i No. de muestras Turbidez Coloracion ) Urocultivo tradicional UFC/mL
193 Negativa SIC | Negativo
17 Negativa N, AR M [ Negativo
86 1,2 N AR M i Negativo
92 21,2 SIC,N,AM | 20 ——» 8000
33 3,4 N, A M Negativo
i 13 3,4 N, A, M 70, 000
125 3,456 N AR M ' + 100,000
20 -2 SIC,N, A M | + 100,000

Nomenclatura.
SC = 5in cambio de coloracion

N = Naranja
A = Amarillo
R = Rojo

M = Magenta
- = Negativo

Los numeros que aparecen debajo de turbidez, corresponden a los tubos de la
curva nefelométrica de McFarland.

De las 579 muestras tratadas tanto en el cultivo en caja como en el Medio de
Cultivo en Fase Liquida, 434 (74.95%) resultaron negativas en el cultivo en caja
(método de referencia).

388 muestras (67%), fueron negativas en et Medio de Cultivo en Fase Liquida, de
las cuales 193 (33.33%), no presentaron cambio de coloracion ni turbidez. 17
muestras (2.93%), tuvieron cambio de coloracion sin turbidez, B6 muesiras
(14.85%), tuvieron cambio de coloracion, y una turbidez comparada del tubo no. 1
al 2 de la curva nefelométrica. 92 muestras (15.88%), tuvieron cambio de
coloracién, turbidez comparada del tubo no. 1 al 2, y crecimiento en caja de 20 a
8000 UFC/mL. 33 muestras (7.84%), presentaron cambio de coloracién, turbidez
comparada de! tubo no. 3 al 4 de la curva nefelomeétrica, pero desarrolio en caja .«
desde negativo hasta 70,000 UFC/mL (falsos positivos)
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145 (25.04%) resultaron positivas (mas de 100,000 UFC/mL) tomando como
referencia el cultivo en placa,

125 muestras (21.58%), dieron positivo tanto en caja como en el Medio de Cultivo
en Fase Liquida, correspondiendo la turbidez comparada al tubo no. 3 en delante
de la curva nefelométrica, aunque el cambio de coloracion del Medio de Cultivo en
Fase Liquida, no resulté especifico para un determinado microorganismo.

20 muestras (3.45%), presentaron cambic de coloracién en el medio, y turbidez

menor al tubo no. 3 de la curva nefelométrica, pera en caja presentaron desarralio
de mas de 100,000 UFC/mL {falses negativos)

Resultados de la prueba bajo los criterios de Kass

By Estandar en placa
g Medio en Fase Liquida

Total 1907
130
3504
3001

Muestras

«20alvos Positivos Falsos + Faisns -

Grafico no 1
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Resultados de acuerdo a la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas.

1.- Se obtuvieron 345 muestras negativas en el urocultivo tradicional en placa, y
210 muestras negativas en el Medio en Fase Liquida.

2.- 234 muestras fueron positivas para el método tradicional, y 234 en el Medio
en Fase Liquida.

3.- Se tuvieron 124 muestras que fueron falsos positivos (mostraron crecimiento
y cambio de coloracion en el Medio en Fase Liquida, pero fueron negativas en
el método tradicional).

4.- Se tuvieron 11 muestras que resultaron falsos negativos (no presentaron
crecimiento ni cambio de coloracién en el Medio de Cultivo Liquido, pero fueron
positivos para el método tradicional).

5.- Los criterios para la identificacién de los microorganismos fueron los mismos
que los empleados en los critefios de Kass.
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Grafico no 2
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Tabla no . 4
Gérmenes aislados en urocultivo tradicional positivo.

1 Microcorganismo Numero % Mujeres |Hombres | Nifios
Escherichia coli 85 58.62 59 18 8
Cocos Gram + 20 13.8 12 o] 2
Klebsiella sp 17 11.72 13 3 1
Enterobacter sp 7 4,82 4 1 2
Proteus sp 4 2.75 3 1 0
Pseudomona 3 2.06 3 0 0
Levaduras 3 206 3 0 o
Contaminacion 6 413 4 2 L O
Total 145 100 101 31 | 13

Microorganismos aislados en el urocuttivo tradicional en placa

&€, coli 3 Coeos gram + {1l Klebsiella sp € Enterobacter sp -
OProteussp B Pseudomonasp  Blevaduras ECortaminacién

Grafico no, 4



Tabla no. 5: relacion de microorganismos aislados en pacientes ambulatorios (urocultivo
tradicional).

Microorganismo Numero  |Mujeres | Hombres
Escherichia coli 72 56 16
Cocos gram + 15 10 5
Klebhsiella sp 11 9 2
Enterobacter sp 3 2 1
Proteus sp 4 3 1
Pseudomona 3 3 0
Levaduras 1 1 0
Contaminacion 5 2 3
Total 114 86 28

Tabla no. 8: relacidén de microorganismos aislados en pacientes encamados (urocultivo
tradicional).

Microorganismo Numero | Mujeres {Hombres {Nifios
Escherichia coli 13 B 2 5
Cocos Gram + 5 2 1 2
Kilebsiella sp 6 1 1 4
Enterobacter sp 4 3 0 1
Levaduras 2 1 0 1
Contaminacion 1 ) 0 1 0
Total 31 i 13 ) 13

De ta relacibn de microorganismos aislados de pacientes encamados, se
distribuyeron en la siguiente forma: en el piso no. 1 se aislaron 4 microorganismos
(2 Escherichia coli , 1 Klebsiella spy 1 Enterobacter sp); 13 en el segundo piso
(5 E. coli, 2 cocos Gram positivos, 4 kiebsiefla sp, 1 Entferobacter sp y 1
levaduras); 4 en el tercer piso (2 E. coli, 1 Cocos Gram positives y 1 Enterobacter
sp); 1 en el cuarto piso {bacilos Gram positives), 7 en el quinto piso (3 E. coli, 1
Cocos Gram positivos, 1 Klebsiella sp, 1 Enterobacter sp y 1 levaduras); 1 en el
sexto piso (Cocos Gram positivos); y 1 en el septimo piso (Escherichia coli)
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De acuerdo a los datos de las tablas anteriores, se observa que de 145
urocultivos positivos, cuyo agente etiolégico se identificd por medio de pruebas
bioquimicas, 99 son del sexo femenino, y 33 del sexo masculino, ademas de 13
nifos sin especificar el sexo. De entre los 145 microorganismos identificados, el
mas frecuente fue Escherichia coli, seguido por cocos gram positivos, Klebsiella
sp y Enterobacter sp, que son los microorganismos mas comunes en una |VU.

Estos resultados son 1mportantes porque concuerdan con algunos otros trabajos
realizados por otros autores ' 1% %"

Tablano 7.
Tabla de contingencia estadistica (resultados de Kass).

' -
|
PRUEBADE |
DIAGNOSTICO l PRUEBA DE REFERENCIA
| +E | -E | ToTAL
+ 125 46 171
- 20 388 408
TOTAL l 145 434 579

125 = Ndmero de casos verdaderos positivos
46 = Numero de casos falsos positivos
20 = Numero de casos falsos negativos

388 = Numero de casos verdaderos negativos
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Tabla no 8.

Analisis estadistico del Medio de Cultivo en Fase Ligida (criterios de Kass)

L]

Valor obtenido

ﬁntewalo de
IConfianza 95%

negativo

Prueba \
Sensijbilidad 86.20 79.3,91.2
nosolégica '
Especificidad 89.4 86.0. 92.1
nosolégica ]
Valor-predictivo 73.1 65.7,79.4
positivo '
Valor predictivo g5 1 92.4,96.9

Indice de falsos

tpositlvos 027
Indice de falsos
negativos 0.05
Potencia 88.6
diagndstica
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Tabla no 9 Tabla de contingencia estadistica (criterios de la SAEI)

PRUEBA DE PRUEBA DE REFERENCIA
DIAGNOSTICO
¥E -E TOTAL
+ 234 124 358
- 11 . 210 221
TOTAL 245 334 579 ]

Tabla no 10: Analisis estadistico del Medio de Cultivo en Fase Liquida
(criterios de SAEI).

vai _—bt . Intervalo de
alor obtenido i °
Prueba ‘Conﬂanza 95%
Sensibilidad 95.6 820, 97.7
nosoldgica '
il
i
Especificidad 82.8 | 690, 77.4
nosolégica | '
|
Valor predictivo 65.3 :hsms 71.6
positivo ! :
— {
Valor predictivo 95 0 I 941,083
negativo ! ’
]
Indice de falsos o
positivos 0.34
Indice de falsos
negativos 0.05
Potencia
diagnéstica 76.6

46



Tabta no 11: Comparacién de resultados estadisticos entre los criterios de
Kass y la Sociedad Amaricana de Enfermedades infecciosas frente al
método tradicional en placa.

! —
I i Criterios
Prueb gzgnos de la l Criterios de Kass urocultive }
rueba tradicional -J
T T | |
Sensibilidad 95.6 .
nosolégica : ! 86.20 100.00
R S ! —
|
Especificidad 628 ' 89.4 100.00
nosoldgica ' : .
Valor predictivo 65.3 '
positive : | 731 100.00
]
Valor predictivo 950 ' |
negativo : 95.1 100.00
: e -4 - —
Indice de falsos ‘
positivos 0.34 j 0.27 0.00
|
Indice de falsos :’
negativos 0.05 ) 0.05 0.00 ‘
—_ J
Potencia : . i
diagnéstica 76. | 886 100.00 j




ANALISIS DE RESULTADOS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, y al codigo de colores antes
mencionado, ¢l Medio de Cultivo en Fase Liquida es confiable en un 72.22%,
para la identificacion de E. coli, 64.28% para cocos Gram positivos y 66.66%
para Proteus sp. Los géneros Klebsiella sp y Enterobacter sp, que junto con
los anteriores fueron los microorganismos mas comunes en esle estudio,
presentaron en su mayoria coloracion amarilla, y en algunos casos naranja, y
magenta para el género Profeus sp.

Debido a que los microrganismos presentan diversas rutas metabdlicas en la
degradacion de sustratos, presentan una gran variedad de productos finales,
que van desde productos acidos, alcalinos y neutros, 1o que se ve refiejado en la
coloracién final de! Medio de Cultivo en fase Liquida.

Escherichia coli, presenta productos acidos estables por lo que el medio de
cultivo da una coloracidn amarilla final.

En el caso del grupo Klebsiella-Enterobacter también producen acidos
(acético, laclico y férmico), pero tienen una menor concentracion de iones
hidrégeno porque hay una reversién hacia la neutralidad debido a la nueva
degradacion de los acidos organicos en carbonatos, y al anhidrido carbénico, y
posiblemente a la formacién de compuestos de amoénio debido a la presencia de
proteinas en el medio. Asimismo, por debajo de un pH de 6.3, el acido acético
es convertido en acetoina y 2,3-butanediol, que son productos finales neutros,
cesa la produccién de H; mieniras gue aumenta la acumulacién de Cos
lgualmente la Klebsiella es ureasa positivo, pero de actividad retardada, por fo
que la coloracién final del medio va de amarillo a naranja, rojo y en ocaciones
morado.

Por otra paite, para establecer el no. de UFC/mL se debe tener especial
atencion, ya gque depende de la intensidad de la luz a la que se observa y del
observador mismo, aunque la tendencia para indicar una WU (méas de
100,00UFC/mL) es a partir de la turbidez presentada por el tubo no. 3 en
adelante de la curva nefelométrica, y para indicar menos de 100,000 UFC/mL la
turbidez presentada debe ser menor al tubo no. 3 de la curva nefelométrica de
acuerdo a los criterios de Kass, y de acuerdo a los criterios de la Sociedad
Americana de Enfermedades Infecciosas, cualquier turbidez presentada debera
ser fomada en cuenta.
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En cuanto al analisis estadistico para evaluar la calidad diagnostica de la
prueba, los valores obtenidos indican una sensibilidad, especificidad vy
confiabilidad (86.0, 89.0 y 88.6 respectivamente para los criterios de Kass, y de
95.6, 63.8 y 77.5 para la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas),
aceptables, lo que apoya la utilizacion del Medio de Cultivo en Fase Liquida.

ta diferencia entre los valores obtenidos, se debe a que de acuerdo a los
criterios establecidos por la Sociedad Americana de Enfermedades infecciosas,
se toma en cuenta todo tipo de crecimiento, aumentando de esta manera las
muestras que son positivas, pero al mismo tiempo, aumentan las muestras
consideradas falsos positivos, ya que también se toman en cuenta las muestras
con una turbidez menor al tubo 3 de la curva nefelométrica que son negativas
cuando se emplean los criterios de Kass.

Comparando estos datos con un estudio realizado anteriormente por la QFB
Ma. Guadalupe Herrera Galvan empleando este método en donde se obtuvieron
valores de 80.76 para la sensibitidad, 93.75 para la especificidad y 87 para la
potencia diagnéstica, nos encontramos que los resultados son reproducibles.

Asimismo, el Medio de Cultivo en Fase Liquida, puede compararse con el
método comercial en placa, ya que los resultados obtenidos también son
parecidos en cuanto a sensibilidad, especificidad y potencia diagnastica, de
acuerdo a trabajos realizados anteriormente por la QFB Guadalupe Alejandra
Aceves Rosas, y otros trabajos parecidos. % # 4

La finalidad de repetir este ensayo, fue con la idea de incorporar este método a
ia practica diaria al menos en el Hospital General Regional no. 25 del IMSS en el
0.F. para que de esta manera se puedan reducir costos.
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CONCLUSIONES.

El Medio de Cuitivo en Fase Liquida se puede utilizar como una alternativa del
urocultivo tradicional empleando los criterios de Kass (para una sola muestra por
paciente), y si se afiaden algunas pruebas igualmente faciles de realizar, faciles
de interpretar y sobre todo igualimente econémicas {como también se realiza en
el cultivo tradicional en placa), como son una tincion de Gram, una catalasa, o
una coagulasa, gunto con un examen general de orina, (como lo indican algunos
otros autores)™ '*? se tendra un método de analisis que no deja de ser barato,
sencillo, confiable y rapido (12-24 horas en comparacion con el cultive en placa
de hasta 72 horas), que permita dar con mayor certeza un diagnéstico, con o
que el médico tratante podra tener una informacion valiosa para iniciar un
tratamiento mas adecuado, tomando en cuenta que el este en la mayoria de las
veces se realiza de manera empirica, antes de tener resultados de urocuitivo a
la mano.

Asimismo, se dispone de un método en el cual se puede poner en practica lo
establecido por los criterios de Kass, en el que indica que un urocultivo
tradicional alcanza una confiabilidad hasta de 100% cuando se realiza una serie
de tres siempre y cuando se utilicen estos criterios en el lugar de trabajo.'®

Debido a que generalmente en algunas instituciones, cuando se detecta en los
cultivos tradicionales crecimiento de mas de un microorganismo, lo mas comun
es que pidan una nueva muestra, lo que implica un nuevo cultivo y un mayor
gasto y mayor tiempo para poder dar un diagnostico.

Aunque en el Medio de Cultivo en Fase Liguida no se puede identificar la
presencia de mas de un microorganismo, si permite, por si solo, realizar esta
serie de cultivos para el mismo paciente, para evaluar una posible infeccion en
las vias urinarias, evitando el urocultivo tradicional en caso de ser muesiras
negativas o contaminadas lo que permitira a la institucion, laboratorio particular o
consultorio médico e incluso al paciente, gastos innecesarios.

Este método, se puede utilizar incluso en lugar del método comercial en placa,

ya que, como se menciont anteriormente tiene resultados parecidos, y resulta
mas econdémicd en comparacion a este.
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PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES.

- Para obtener resultados mas confiables, se recomienda leer el medio a las 24
horas, ya que si bien es cierto que a las 12 horas, ya se puede establecer una
probable VU, el resultado es mas confiable a las 24 horas.

- Se debe observar con la mayor intensidad de luz posible y tener a la mano
una curva nefelométrica para comparar la turbidez del medio

- Se debe hacer énfasis en el aseo de genitales en el paciente, con el fin de
evitar al maximo las posibles contaminaciones.

- Para inocular la muestra, se puede hacer uso de pipeta automatica si se
dispone de ella, aunque se puede utilizar una jeringa para insulina, sin que
esio afecte la cantidad de muestra.

INMPACTO ECONOMICO SOCIAL.

Las infecciones de vias urinarias constituyen uno de los problemas mas
comunes en la poblacion general y en individuos hospitalizados. Por lo mismo
esa clase se infecciones suelen ser causa de estancias prolongadas en el
hospital, de tratamientos costosos y aumento de la morbimortalidad.

Si a esto agregamos que un urocuitivo tradicional en laboratorios particulares

cuesta un promedio de 4.5 salarios minimos, el medio de cultivo en fase liguida
resulta con mucho, mas economico con un costo de 0.5 salarios minimos.
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ANEXQO




Toma de muestra mujeres.

Realice un aseo del area pubica con jabdn y abundante
agua. Cualquier residuo de jabén puede causar errores en
el andlisis. Seque perfectamente el area pubica

¢ Debe sentarse en el excusado con las piernas separadas
y con los dedos separar los labios mayores que cubren la
vagina. Al separar los labios mayores con los dedos pulgar
e indice quedara descubierto el orificio urinario.

» Con una gasa (de preferencia estéril) se realiza una
limpieza en la parte interna de los labios genitales (meato
urinario) y el area que lo rodea con un movimiento de
adelante hacia atras. Este procedimiento debe repetirse
con una segunda gasa.
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= Manteniendo los labios del area genital separados se
debe iniciar la miccidn. Se inicia la miccion sin recolectarla
primera fraccion, la cual se desecha en el excusado.

o En el recipiente que se (e proporciond en el iaboratorio,
recolecte |a fraccidn del chorro medio.

L= =3
« Retire el vaso recolector del chorro y termine de orinar ._;f,(\_ﬁ'i
desechando la fraccion final en el excusado. Etiquete el \.
frasco y anote su nombre y la hora en gue la muestra fue
recolectada, y llévelo de inmediato al laboratario ya que su
muestr§ g)ebera' procesarse en un tiempo maximo de una
hora. *7*
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Toma de muestra hombres.

.

* .Realice un aseo gel area pubica con jabén y abundante agua.
<" Cuglquier residuc de jabon puede causar errores en el

“~ “andlisis. Seque perfectamente el drea pubica.

» En pacientes no circuncidados se retrae ia piel que cubre la
cabeza del glande o pene con un movimiento hacia atras
para exponer el meato uretral,

s Debe realizar una fimpieza con una gasa (de preferencia
esténl) empezando por la punta y recorriendo hacia la
base. La limpieza se repite empleando una segunda gasa. l
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e Se inicia la miccion sin recolectar la primera fraccion, la
cual se desecha en el excusado,

o En el recipiente que se le proporcionéd en el laboratorio,
recolecte la fraccion def chorro medio.

Retire el vaso recolector del chorro y termine de orinar : —
desechando la fraccion final en el excusado. Etiquete el \

frasco y anote su nombre y la hora en que la muestra fue '
recolectada y liéveloc de inmediato al laboratorio ya que la

muestra debe ser procesada en un tiempo maximo de

una hora. ¥ 3®
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Toma de muestra nifios y nifas.

o Realice un aseo del area pulbica con jabon y abundante agua para eliminar
residuos de locion, crema o vaselina. Cualquier residuc de estos componentes o
de jabon puede causar errores en el andlisis. Seque perfectamente el area pubica.

s En nifas.

Con las manos limpias, o de preferencia con guantes de latex, separe los labios
genitales para aislar la piel de la vagina. Colocar la bolsa recolectora desde arriba
del perineo y comprimir el anillo adhesivo de la bolsa en el interior de los labios,
Mantenga a la bebé en posicidn vertical (sentada). Revise el contenido de la bolsa
cada 15 minutos hasta recolectar por lo menos 12 mililitros de muestra®>" %!
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e En nifios

Con las manos limpias, o de preferencia con guantes de latex, coloque los
genitales en el interior de la bolsa recolectora. Mantenga al bebé en posicion

vertical (sentado). Revise el contenido de la bolsa cada 15 minutos hasta recolectar
por lo menos 12 mL de muestra. *'-*%!
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ESTA TESIS HO BEBE
SALIR BE LA BisLIBTECA

Toma de muestra otros dispositivos.

Se ha calculade que en menos del 10%, los procedimientos de la toma de
muestra anteriores o de la bolsa adhesiva no se pueden realizar por falta de
cooperacion del paciente o porque se obtienen osinas contaminadas de
forma repetitiva. £n estos casos la muestra se debe tomar por medio de una
sonda vesical. Debido a su complgjidad este procedimiento debe realizarse
por perscnal calificado, con rigurosa asepsia, se emplean sondas finas
estériles de uso (nico, ya que se trata de un procedimiento invasivo, puede
causar tatrogenias, si esta se realiza mal, provocando falsas vias por rotura
.uretral o infecciones urinarias secundarias.

En algunas ocaciones en niftos recién nacidos vy lactantes en los que la
bolsa adhesiva haya fracasado o porgue se obtiene orina insuficiente o
frecuentemente contaminada, o en varones de cualquier edad con fimaosis
puntifirme, .en los que existe la casi segura anidacidén de uropatégenos en el
‘surco ‘balano-prepucial, es necesaric ralizar la técnica de puncion
suprapubica, que consiste en la recoleccidn de orina directamente de la
vejiga mediante puncién y aspiracion del fiquido contenido en su interior, al
ser un procedimiento invasivo s6lo se practica por especialistas, [a
preparacion del campo y la persona ejecuiora deben sujetarse a una
asepsia tipo quiréfano. Para su realizacidn la aguja se introduce en la linea
media entre la sinfisis pubiana y el ombligo hasta la vejiga palpable,
previamente hidratada.

En el ambiente hospitalario, los pacientes de urologia y en algunos
ambulatorios tienen sonda/cateteres en las vias urinarias (sonda vesical,
catéter doble) con salida natural o con drenaje de 1a via a través de ia piel
(cateteres percutdneos) a distintos niveles del aparato urinario (sonda de
sistostomia, sonda de nefrostomia, sonda de ureterestomia).

La recoleccion de orina en pacientes con sonda de salida por la via natural
y los de cistostomia es facil, y consiste en pinzar la sonda durante al mengos
una hora y recoger en frasco estéril una porcion de orina después de dejar
de fluir libremente por unos instantes a través de la sonda desconectada.

No es posible realizar la técnica de pinzamiento en aquellos pacientes con
sonda de nefrostomia o ureterostomia, por el peligro de iatrogenia
ascendente que conlleva. Se recomienda a exiraccion de orina por puncién



del dispositive prevido a la bolsa recolectora: En caso de una sonda con
ausencia del, dispositivo mencionado no queda otra alternativa que
desconectar asepticamente la sonda de su bolsa colectora, desinfectar la
boca de ambas conexiones, secar la boca de la sonda, dejar gotear
libremente durante un minuto, después recolectar en frasco estéril durante
no mas de 10 minutos y finalmente volver a conectar el circuito.
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Criterios de Kass para la

cuantitativo.

UFC/mL
> 100,000

10,000 - 100,000

10,000 - 100,000

< 10,000

Interpretacion

Positivo

Sospechoso

Contaminacion

Negativo

* UFC: Unidades formadoras de colonias

Una muestra = Confiabilidad del 80%

Dos muestras = Confiabilidad det 95%

Tres muestras = Confiabilidad del 100%

Fuente: Mendoza Nufez, VM. 1993

interpretacion del urocultivo

Microorganismos

Una sola especie

Hasta dos especies

Mas de dos especies

Una o mas especies
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Diagrama de fluje para la identificacion de gramnegativos mas frecuentes en IVU, asi como la coloracion final
de cada microorganismo en el Medio de Cultivo en fase Liquida

+__ Indol- __ LlsinaV+ __ CitratoV____ UreasaV____ Enterobactersp
.+ ___ Ornitina (Orignal)
Y Indol + — LisinaV — Citrate - —— Ureasa- —— Ecoli
+ — potilidad — {Amarillo)
v
L - —— Ornitina
- = Indol- ——— Lisina + Citrato + Ureasa V. Klebsiella sp
(Naranja)
.
Lactosa L V ___ Motilidad ___ V.___ OmitinaV__ Indol +____ Lisina+ ____ Citrafo- __ Ureasa- ___ E.coli
] {(Amarilla)
o]
' - ._._‘Motii]dad _— + | oritina- ____tndolV ___ Llisina- ___ CitmteV ____Ureasa+ ____ Proteus sp
(Magenta)
- ——— Motilidad __ +

Ornitina - indol V Lisina - Citrato ¥ Ureasa + Proteus sp



Diagrama de flujo para la identificacién de grampositivos mis frecuentes en
de cada nricroorganismo en ¢l Medio de Cultive en Tuse Liguida,

Hemoliticos

___ Catalasa (-} Streptococcus sp |

Mo hemaoliticos

Cocos
{Naranja)
Manitol (+3

| Catalasa (+) Staphylococcus sp

L Manitol ()
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IVL, asi vomo Lo coloracion final

S. pydgenes

_ S faecalis

S. aureus

S. epidernidis

Coaguiasa (-) Coagulasa (+) 8. aureus
(+) Novobiocina {=)
S. epldermidis S. saprophyticus
Hongos Levaduras Tubo germinativo Candida sp .
(Original)
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