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RESUMEN

En el presente estudio se procesaron 144 muestras de orina positivos para
infecciones del tracto urinario (ITU) de pacientes ambulatorios y hospitalizados
procedentes del Hospital José Carrasco Arteaga ubicado en la Ciudad de Cuenca.

El tipo de estudio fue descriptivo no experimental, de laboratorio y de corte
transversal. Se procesaron 144 muestras positivas para Infecciones del Tracto
Urinario (ITU); de las cuales 58 muestras trabajadas correspondieron a la familia
Enterobacteriaceae, estando en mayor porcentaje Escherichia coli (43%), este
estudio se enfocd en la Produccion de Betalactamasas de Espectro Extendido

(BLEE), que correspondieron a 18 cepas de las 58 recuperadas de E. coli.

Se llevaron a cabo pruebas presuntivas y confirmatorias, segun el método

descrito en el Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2014.

Con las Enterobacterias BLEE positiva se realizaron pruebas de sensibilidad con
otros antibioticos: Nitrofurantoina, Ampicilina, Gentamicina, Amoxicilina mas Acido
Clavulanico, Ciprofloxacina y Norfloxacina; que sirvan como alternativa para una
correcta terapia antimicrobiana y garantizar de esta manera un tratamiento
efectivo in vivo para pacientes que participaron voluntariamente en la

investigacion.

Palabras claves: Enterobacteriaceae, Infeccibn del tracto urinario,

Betalactamasas de Espectro Extendido, BLEE.
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ABSTRACT

In the present study were processed 144 urine samples positive for urinary tract
infections (UTI) of ambulatory and hospitalized patients from the Hospital José
Carrasco Arteaga located in the city of Cuenca.

The type of study was descriptive non-experimental, laboratory and sectional.
Samples were processed 144 positive for urinary tract infections (UTI); of which 58
worked samples corresponded to the Enterobacteriaceae family, still at a greater
rate Escherichia coli (43 %), this study focused on the Production of Extended-
spectrum beta-lactamases (ESBL), which corresponded to 18 of the 58 strains
recovered from E. coli.

Tests were carried out presumptive and confirmatory, according to the method
described in the Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2014.

With the Enterobacteriaceae ESBL positive tests were performed with other
antibiotics sensitivity: Nitrofurantoin, Ampicillin, Gentamicin, Ampicillin plus
Clavulanic Acid, Ciprofloxacin and Norfloxacin; as an alternative to a correct
antimicrobial therapy and, in doing so, to ensure an effective treatment in vivo for
patients who voluntarily participated in the investigation.

Key Words: Enterobacteriaceae, urinary tract infection, extended-spectrum beta-
lactamases, ESBL.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se ha producido un aumento incesante de los diferentes
tipos de microorganismos resistentes a ciertos medicamentos; por lo que es
necesario considerar medidas urgentes y coordinadas a nivel local, nacional e
internacional para lograr un tratamiento adecuado de los pacientes actuales y

conservar la potencia de los antimicrobianos para las generaciones futuras.

Los antibidticos han sido considerados tradicionalmente como los compuestos
producidos de forma natural por microorganismos o derivados semisintéticos de
los mismos, con actividad inhibitoria o bactericida especifica frente a las

bacterias.

En la actualidad, se utiliza con frecuencia el término antibiético en un sentido mas
amplio, incluyendo también a algunos antimicrobianos sintéticos con esta

actividad.

Los factores que contribuyen a este fendmeno son multiples debido a que las
personas se auto-medican provocando asi una resistencia antibittica, haciéndose
multirresistentes lo que resulta alarmante y conduce a infecciones que pueden ser
intratables. Una terapia correcta puede controlar progresivamente la resistencia
bacteriana y con ello en un futuro se podria aspirar a la erradicacion de cepas

emergentes productores de BLEE.

El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de Enterobacterias
productoras de BLEE en los diferentes cultivos de orina procedentes de pacientes

ambulatorios y hospitalizados del Hospital José Carrasco Arteaga.
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2. MARCO TEORICO
2.1. ENTEROBACTERIAS

2.1.1. Caracteristicas Generales

Familia heterogénea y amplia de bacilos gramnegativos que residen en el colon
del hombre sin causar enfermedad, aunque son responsables de un namero
considerable de infecciones en pacientes con inmunidad conservada como en
inmunodeprimidos ya que en el paciente hospitalizado las Enterobacterias
colonizan el tubo digestivo, la orofaringe, el aparato genitourinario y la piel
mientras que en el ambiente hospitalario pueden aislarse del agua, catéteres,
sondas, sueros, antisépticos, equipos de respiracibn mecanica. Las
Enterobacterias son las responsables de una tercera parte de los aislamientos en
las bacteriemias, dos tercios de los aislamientos en gastroenteritis, y tres cuartas
partes de los aislamientos en infecciones del tracto urinario. ( Ocafia, Rocchi , &
Gasparotto, 2007)

Estos tipos de bacterias pueden adquirir resistencia a los antibioticos que en la
mayoria de los casos esta mediada por plasmidos o ser cromosémica. La mayor
parte de Enterobacterias presentan pladsmidos, que son unidades de ADN
extracromosomico que pueden autorreplicarse y transportar su propia estructura
de replicacién, los plasmidos R tienen un papel importante en la resistencia
antibiotica de las Enterobacterias. Sin embargo especies de Citrobacter,
Enterobacter, Proteus indol-positivo, Providencia o Serratia poseen un gen
cromosomico gue codifica una Betalactamasa de Amplio Espectro, inducida por la

presencia de ciertos betalactamicos. (Garcia, 2003)

Durante los ultimos afios se ha identificado un porcentaje cada vez mayor de
Klebsiella spp. y Enterobacter spp. que se han hecho resistentes a cefalosporinas
de tercera generacién por el desarrollo de betalactamasas de espectro ampliado.
A nivel extrahospitalario estas bacterias también presentan resistencia a las
qguinolonas; pues esta relacionado con su uso indiscriminado. ( Cartagena ,
Centellas, & Saavedra , 2009)
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El principal mecanismo de resistencia a betalactamicos en Enterobacterias es el
enzimatico, debido a la produccién de betalactamasas, aunque se debe
considerar que en algunos casos la resistencia obedece a la asociacion de

distintos mecanismos. (Garcia, 2003)
2.1.2. Estructura Antigénica

+ Antigeno O (somatico): forma parte de un Lipopolisacarido (LPS) que se

encuentra ubicado en la pared celular, consta de las siguientes fracciones:

v" Regidén uno: oligosacarido que contiene al Antigeno O.

v' Region dos: polisacarido central constante para un género determinado.

v' Region tres: dado por el lipido A, que constituye la endotoxina. (Ruiz &
Moreno Guillén, 2005)

+ Antigeno K (capsular): esta presente Unicamente en bacterias capsuladas

como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

+ Antigeno Vi: polisacarido que rodea a la bacteria sin llegar a ser una

capsula, es caracteristico de ciertas especies de Salmonella.

+ Antigeno H: proteico y flagelar, presente s6lo en las especies moviles.

+ Antigeno F (fimbrial): esta presente en las fimbrias y son de naturaleza

proteica. (Romero Cabello, 2007)

2.1.3. Patogenia

Por ser bacterias no esporuladas con crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis,
son anaerobios facultativos; reducen los nitratos a nitritos; pueden fermentar la

glucosa con o sin formacién de gas; muestran negatividad a la prueba de la
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oxidasa; son moviles o no, dependiendo de la presencia o no de flagelos
peritricos. Presentan una membrana interna (citoplasmética), cubierta de
peptidoglicano que la rodea, y una compleja membrana externa que contiene LPS
y porinas (canales para la penetracion de antibiéticos y nutrientes). (Signorini , y
otros, 2008)

2.1.4. Factores determinantes de Patogenicidad

+ Capsula: antifagocitaria con propiedades de adhesina.

+ Adhesinas: presente en fimbrias, se asocian con uropatogenicidad de
E.coli y enteropatogenicidad para diferentes géneros de Enterobacterias.

+ Fimbrias: facilita la adherencia a la célula huésped e impiden el barrido por
las barreras mecéanicas de defensa del organismo.

+ Exoenzimas: ciertas especies la producen como ureasa, gelatinasa,
lipasa, desoxirribonucleasa, permiten la existencia de la bacteria dentro del
organo afectado.

+ Plasmidos: ayudan a la transferencia de algunos factores de
patogenicidad y genes que otorguen resistencia a otras bacterias.

+ Aerobactinas: favorecen la captacion de hierro desde el medio, debido a
gue el hierro es indispensable para ciertas funciones de las bacterias.

+ Endotoxina: las enterobacterias poseen el LPS de pared, el cual se libera
al destruirse la bacteria.

+ Exotoxinas: son producidas por las patégenas obligadas y poseen efectos

especificos. (Garcia Martos, Fernandez del Barrio, & Paredes Salino, 1997)
2.1.5. Epidemiologia

Todos los individuos hospitalizados o inmunodeprimidos (incluyendo los pacientes
alcohdlicos y diabéticos), en especial en los pacientes que reciben tratamiento
antibiotico, presentan colonizacion por Enterobacterias, asi como también en el
tubo digestivo, en la orofaringe, aparato genitourinario y piel. ElI porcentaje de
aislados resistentes a multiples antimicrobianos, incluidos aquellos que producen

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), ha aumentado de manera
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ininterrumpida, es asi que todos los aislados son ahora resistentes a varias

clases importantes de antimicrobianos. (Ardila Medina , 2010)

Existen diferentes factores que han contribuido al incremento de las infecciones

por Enterobacterias en pacientes hospitalizados:

e edad
e gravedad del paciente
e duracion de la hospitalizacion

e estancia en la Unidad de Cuidado Intensivo (UCI).

Las Enterobacterias también se adquieren por transmision oro-fecal o por
transmision hidrico-fecal: por ejemplo, a través de agua y alimentos
contaminados, manos sucias, practicas sexuales, moscas, vectores pasivos.

(Sandrea-Toledo, Paz-Montes, Pifia-Reyes, & Perozo-Mena, 2007)

La bacteriemia por Enterobacterias puede dar lugar a leucocitosis como
leucopenia, que siempre cursa con trombocitopenia. Los estudios realizados de
hemoquimica traduciran afectacion en cada érgano disfuncional, como aumento
de bilirrubina sérica y de enzimas hepaticas, trastornos hidroelectroliticos y del

equilibrio &cido/ base.

En aquellos pacientes que se sospecha de infecciébn bacteriémica por bacilos
gram negativos se deberia realizar de una manera inmediata hemocultivos, el
aislamiento de estas bacterias en muestras validas (sangre, esputo, orina) suele
ser suficiente para hacer el diagndstico etiolégico. ( Puerta-Garcia & Mateos-
Rodriguez, 2010)

2.1.6. Clasificacion

La familia Enterobacteriaceae comprende méas de 200 géneros que abarcan mas

de 2.000 especies.

2.1.6.1. Enterobacterias oportunistas: Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Hafnia, Proteus, Morganella,

Providencia.
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Forman parte de la flora normal del intestino del hombre, aunque la mayor parte
de la flora gastrointestinal est4 constituida por bacterias anaerobias. Este tipo de
Enterobacterias producen patologia cuando en el huésped aparecen factores
predisponentes locales (heridas, quemaduras, sondajes, catéteres, etc),
generales (disminucion de las defensas inespecificas o de la respuesta inmune) o

enfermedades de base como la diabetes, hemopatias, etc.

Pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos, especialmente los que reciben
terapia antimicrobiana, al ser colonizados por Enterobacterias pueden presentar
infeccion urinaria, infecciones de heridas quirdrgicas y traumaticas, infecciones

respiratorias y sepsis. ( Cartagena , Centellas, & Saavedra , 2009)

2.1.6.2. Enterobacterias patdégenas: Géneros Escherichia coli.

2.2. Escherichia coli
2.2.1. Caracteristicas Generales

Causa infecciones oportunistas, sin embargo ciertas cepas poseen capacidad

patdgena primaria, pudiendo causar infecciones en personas previamente sanas.

E. coli es reductora de nitratos, catalasa positiva, oxidasa negativa, y en su
mayoria fermentan la glucosa, bacilo gram negativo, mide 0.5 - 1um, anaerdébico
facultativo, movil por flagelos peritricos, no forma esporas o0 pueden tener
capsulas y ser inmoviles. Existen centenares de serotipos, pero solo algunos
serotipos O tienen capacidad enteropatdégena e invasora. (Forbes, Sahm, &
Weissfeld, 2009)

2.2.1.1. Infecciones urinarias

Las infecciones urinarias por E. coli estan causadas en su mayor parte por cepas
de determinados serotipos llamados uropatdgenos. Las manifestaciones clinicas
de la cistitis son polaquiuria, disuria y febricula. En la pielonefritis aparece fiebre
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alta, dolor lumbar y afectacion del estado general. ( Garcia-Hernandez, y otros,

2011)
2.2.1.2. Infecciones intestinales

Las infecciones causadas por este microorganismo pueden ser debidas a

variedades distintas de esta bacteria, con mecanismos de accién diferentes:

o E. coli enterotoxigénico: presentan ciertas toxinas secretoras y el inéculo
de microorganismos debe ser lo suficientemente alto como para resistir el
pH acido del estomago. Generalmente aparece diarrea liquida, sin moco ni

sangre, es la causa principal de diarrea del viajero.

o E. coli enteropatégeno: determinados serotipos, producen diarreas con

heces liquidas con moco sin sangre en lactantes y nifios pequefios.

o E. coli enteroinvasora: actia invadiendo las células del epitelio intestinal.

Causa diarrea aguda, produce lesiones ulceradas en el colon.

o E. coli enterohemorragico: produce toxinas citotoxicas (verotoxina). El
cuadro se identifica por la presencia de dolor abdominal intenso y diarrea
con sangre. El serotipo mas habitual es O157:H7. Se han descrito brotes

por consumo de hamburguesas poco cocinadas.

o E. coli enteroagregativa: se adhiere a los enterocitos con una biocapa
conformada por las bacterias agregadas y moco que tendria un efecto
citotoxico en la mucosa intestinal. Esta produce una o0 mas

citotoxina/enterotoxina, y tiene el factor fimbria 1 de adherencia agregativa.

o E. coli enteroadherente: produce la invasion del epitelio del colon; para
ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la
mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar
por endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de la Escherichia coli

enteroinvaciva (EIEC) dentro de la célula y diseminacion a células sanas
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adyacentes. (Garcia Martos, Fernandez del Barrio, & Paredes Salino,
1997)

2.2.1.3. Infeccion respiratoria: considerada oportunista en pacientes
debilitados con diabetes, alcoholismo, Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica (EPOC) o inmunodeprimidos, durante su estancia en el hospital.
Clinicamente existe una bronconeumonia de I6bulos inferiores, acompafiada

de empiema y bacteriemia. Tiene una mortalidad superior al 50%.

2.2.1.4. Bacteriemia: las adquiridas en la comunidad son por infecciones
complicadas del tracto urinario y en menor proporcién por infecciones del
tracto biliar. Las de adquisicion nosocomial estan relacionadas con material

protésico, catéteres endovenosos o tubos endotraqueales.

2.2.1.5. Meningitis neonatal: en el primer mes de vida las meningitis
bacterianas son causadas por E. coli o por Streptococcus agalactiae. La

presencia del antigeno capsular K1 es el factor de virulencia en este caso.

2.2.1.6. Infecciones intraabdominales: E. coli se aisla generalmente en
pacientes con apendicitis, diverticulitis perforadas, abscesos subfrénicos,
formando parte de una infeccion polimicrobiana (especialmente anaerobios).
Es una de las causas mas frecuentes de infecciones de la via biliar
(colecistitis, colangitis) e incluso abscesos hepaticos multiples por colonizacién

ascendente.

2.2.1.7. Otras infecciones: E. coli participa en algunas infecciones mixtas de
Ulceras torpidas, Ulceras de pie diabético, Ulceras de decubito y celulitis.
(Mandell , Bennett , & Dollin, 2006)

Las cepas de E. coli se pueden diferenciar serol6gicamente en relacién a los

antigenos:

v' Antigenos somaticos (O): son cadenas polisacaridas unidas al complejo

LPS determinante de las bacterias gram negativas, con 167 variantes.
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v' Antigenos flagelares (H): son de naturaleza proteica, termolabil, presenta
75 variantes. Esta proteina es llamada flagelina, el contenido de
aminoacidos y el orden en que estos se encuentran en las mismas

permiten determinar la especificidad de los diversos antigenos.

v' Antigenos capsulares (K): externos a los antigenos O. Son de naturaleza
polisacaridica, con 102 variantes. Constituyen una verdadera capsula
visible por los que se los denomina antigenos de envoltura por comportarse

como si envolvieran la bacteria.

v' Antigeno (F) fimbrias/pillis: desempefian un papel primordial en la
patogenia, con 12 variantes.

Los determinantes de la patogenicidad son:

% Fimbrias: pueden actuar por capacidad de adherencia.
% Antigenos O y K: presentan propiedades antifagocitarias e inhibidoras de
las sustancias bactericidas del suero, estas son responsables de la

virulencia de las cepas invasivas.

% Endotoxina: ligada al lipopolisacarido, responsable de la accién pirégena.

e

AS

Exotoxinas: responsables de la produccion de diarreas y su sintesis esta

codificada por la presencia de plasmidos. (Medina Asensio, 2000)
2.3. Klebsiella
2.3.1. Caracteristicas Generales

Son inmoviles y disponen de una gruesa capsula de aspecto mucoide. Este tipo
de bacterias son las responsables del 14% de la infecciones intrahospitalarias,

originando sobre todo bacteriemias, infecciones urinarias y neumonias.
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El antigeno capsular K evita la fagocitosis de la bacteria por parte de los
macrofagos y retrasa el paso de los leucocitos al area infectada. ( Puerta-Garcia
& Mateos-Rodriguez, 2010)

2.3.1.1. Infecciones por Klebsiella (K. pneumoniae)

e Neumonia: los varones alcoholicos de mas de 40 afios o con
enfermedades de base: EPOC, diabetes. Tiene un curso agudo y grave
con alteraciones destructivas graves del pulmén son los mas afectados. La
principal manifestacién clinica que presentan es esputo en “gelatina de
grosella” esto es debido a la inflamacion necrotizante y a la naturaleza
hemorragica del proceso. (Garcia Martos, Fernandez del Barrio, & Paredes
Salino, 1997)

e Infeccion urinaria: presente principalmente en pacientes diabéticos o

tratados con antibioterapia.

e Otros: peritonitis, otitis media crénica, mastoiditis crénica y meningitis.

2.3.1.2. Infecciones por K. rhinoscleromatis (rinoscleroma): Se produce
una inflamacién granulomatosa crénica de la mucosa nasal, senos paranasales,

faringe, laringe y oido medio.

2.3.1.3 Infecciones por K. ozaenae (ocena): ocasiona una rinitis crénica

atrofica que actia como infeccion oportunista. (Ardila Medina , 2010)
2.4. Enterobacter
2.4.1. Caracteristicas Generales

Son bacterias gram negativas oportunistas, moviles que tienen la capacidad de
colonizar a pacientes hospitalizados, provocan infecciones de cualquier
localizacion, incluso en pacientes tratados con antibidticos de amplio espectro,

especialmente cefalosporinas.
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Existen 5 especies:

- E. cloacae

- E. aerogenes

- E. agglomerans
- E. sakazakii

- E. gergoviae

En los dltimos afios se ha producido un incremento en la resistencia de las
diferentes cepas de Enterobacter, sobre todo a los antibiéticos betalactamicos,
debido a la activacion de una betalactamasa cromosémica que tiene la capacidad
de inactivar cefalosporinas de tercera generacion, lo que obliga al uso inmediato
de carbapenemes. En infecciones causadas por este tipo de microorganismos es
imprescindible realizar un estudio de la sensibilidad antimicrobiana para
seleccionar el farmaco mas adecuado y especifico. La combinacion de un
betalactdmico mas aminoglucésido pudiese ser el tratamiento de eleccién de las
infecciones mas graves mientras que las fluoroguinolonas o el cotrimoxazol
pueden constituir alternativas terapéuticas para cepas que son sensibles a estos

antibiéticos. ( Cartagena , Centellas, & Saavedra , 2009)
2.5. Serratia
2.5.1. Caracteristicas Generales

Son bacterias moviles, oportunistas que colonizan el tracto respiratorio y urinario
en pacientes hospitalizados y en neonatos coloniza de forma habitual el tracto
digestivo, se transmite a través de las manos del personal sanitario produciendo

bacteriemias. (Garcia Martos, Fernandez del Barrio, & Paredes Salino, 1997)
Existen 3 especies:

- S. marcescens
- S. liquefaciens
- S.rubidiae
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La mayoria de las especies de Serratia desarrollan con gran facilidad resistencia
frente a numerosos farmacos, por lo que pueden llegar a constituir un grave

problema terapéutico en algunos hospitales.

Las cefalosporinas de tercera generaciéon y los aminoglucésidos como la
amikacina son activos frente a esta bacteria y la asociacién de una cefalosporina
de tercera o cuarta generacién mas un aminoglucésido parece ser la terapéutica

de eleccion en la mayoria de pacientes. ( Ocafia, Rocchi, & Gasparotto, 2007)
2.6. Citrobacter

2.6.1. Caracteristicas Generales

Son bacilos gram negativos aerobios que se encuentran frecuentemente en el
agua, el suelo, la comida, vegetacion y como flora sapréfita en el tracto intestinal
de muchos animales ademas del hombre, moviles, fermentadoras de la lactosa,
algunos utilizan citrato, ciertas especies tienen antigenos somaticos O, flagelar H
y de superficie K, lo que hace que den reacciones cruzadas con otros tipos

Enterobacterias.
Existen tres especies:
- C. amalonaticus
- C. diversus
- C. freundii

Son capaces de producir de forma exclusiva infecciones hospitalarias como
neumonias e infecciones del tracto urinario, aunque en neonatos se han
relacionado con meningitis y abscesos cerebrales, la eleccidén del antibibtico para
el tratamiento se basa en los estudios de sensibilidad antimicrobiana. (Ruiz &
Moreno Guillén, 2005)

2.7. Proteus, Morganella, Providencia
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2.7.1. Caracteristicas Generales

Se diferencian del resto de Enterobacterias por poseer flagelos que les confieren
gran movilidad y un crecimiento “en ondas” en las placas de cultivo. Los pacientes

actian como reservorio y la transmision se realiza a través del personal sanitario.

Especies:
- Proteus vulgaris -Morganella morganii - Providencia stuarti
- Proteus mirabilis - P. rettgeri

-P. alcalifaciens

A excepcion de Providencia; Morganella y Proteus pueden desdoblar la urea con
formacién de amoniaco (pH alcalino) favoreciendo la produccion de calculos de
estruvita (fosfato amoénico magnésico) en cuyo interior se encuentran bacterias

dificiles de erradicar.

Producen infecciones comunitarias (el género Proteus produce el 10% de las
Infecciones del Tracto Urinario no complicadas) y nosocomiales (ITU en pacientes
con defectos estructurales de las vias urinarias 0 sometidos a instrumentacion, y

desde aqui pueden originarse bacteriemias). (Prats, 2005)
2.8. Hafnia Alvei
2.8.1. Caracteristicas Generales

Es un bacilo gram negativo, aerdbico facultativo, movil gracias a flagelos
peritricos, no esporulado. Se ha encontrado (Hafnia alvei) en diferentes nichos
ecoldgicos, a nivel ambiental: agua, suelo y alimentos. Este tipo de bacterias
puede ser aislada de muestras orofaringeas, gastrointestinales y, en menor

frecuencia, de hemocultivos, orina, tejidos y cultivo de catéteres endovasculares.

En la patogenia de H. alvei participa el LPS correspondiente al antigeno O. Segun
la estructura del LPS de H. alvei, se ha dividido en 39 O-serotipos. (Cartagena,
Centellas, & Saavedra , 2009)

Presentan caracteristicas importantes como: oxidasa negativo, productora de

nitrato reductasa y lisina decarboxilasa, ornitina positivo, fermenta varios azucares
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entre los que destacan maltosa, D-xilosa, trehalosa, D-manitol, L-arabinosa, L-
ramnosa, siendo incapaz de fermentar lactosa, rafinosa, D-sorbitol, inositol y
adonitol. Son susceptibles a antimicrobianos como quinolonas, carbapenémicos,
cloranfenicol, aminoglucésidos, monobactam y cotrimoxazol y resistentes a

penicilina, oxacilina y amoxicilina/acido clavulanico. (Ardila Medina , 2010)

TABLA 1. Localizacion del foco infeccioso originario de bacteremia

Foco de origen de la

bacteriemia Bacterias gram negativos
Vias urinarias Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Proteus

Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,

Tubo digestivo Salmonella
Vias biliares Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia
Aparato genital femenino Escherichia coli
Aparato circulatorio Serratia, , Enterobacter cloacae
Piel y tejidos blandos Serratia
Aparato respiratorio Klebsiella, Enterobacter, Serratia

FUENTE: ( Famiglietti, y otros, 2010)
2.9. INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO

La ITU se caracteriza por la presencia de microorganismos en el tracto urinario
desde el extremo distal de la uretra hasta el corte renal (uretra, vejiga, prostata,

uréteres, pelvis renal o riflones). (Prats, 2005)

Més del 95% de las ITU son monobacterianas, donde E. coli es el microorganismo
frecuentemente implicado en la infeccion aguda y en infecciones producidas en
pacientes ambulatorios. Sin embargo en el caso de infecciones recurrentes y
anormalidades estructurales del aparato urinario, como son anomalias
congénitas, vejiga neurogénica y obstrucciones del aparato urinario, las especies

asociadas son Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, y Enterobacter seguido de
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Enterococcus y Staphylococcus. Otros agentes que han sido implicados en las
ITU son Corynebacterium urealyticum, reconocidos como un importante patégeno
nosocomial, microorganismos anaerobios, levaduras del género Candida y
Staphylococcus saprophyticus que se asocia a ITU en mujeres jovenes

sexualmente activas. (Remington, 2003)
2.9.1. Epidemiologia

La prevalencia de ITU varia con el sexo y la edad, en recién nacidos y lactantes
varones suelen asociarse a anomalias congénitas mientras que en la edad

escolar predominan en mujeres, lo cual se mantiene durante la edad adulta.

Ciertas condiciones como el embarazo y la diabetes, se asocian a una mayor
incidencia. En la vejez, las tasas de ITU son mayores en mujeres asociada a un
vaciamiento vesical disminuido debido a prolapso uterino, sin embrago también se
ha identificado un aumento de casos en hombres debido a una uropatia

obstructiva por enfermedad prostatica. (Medina Asensio, 2000)
2.9.2. Agentes etiologicos

En la mayoria de los casos, se observa infecciones monomicrobianas en donde
predominan los bacilos gram negativos. Estos agentes pueden variar segun la
edad, sexo y patologia subyacente. En las infecciones de pacientes ambulatorios
predomina E. coli, seguido de Klebsiella spp., Proteus spp. y otros bacilos gram
negativos y cocos gram positivos como S. saprophyticus, Enterococcus spp. y
Streptococcus agalactiae. Proteus spp. generalmente suele asociarse a
anomalias de la via urinaria, principalmente litiasis; raramente Haemophilus

influenzae se aisla de infecciones comunitarias.

En pacientes con enfermedad urolégica subyacente o portadores de sondas, la
frecuencia relativa de E. coli tiende a disminuir y se aislan Pseudomonas spp.,
otros bacilos gram negativos no fermentadores, Enterobacterias como Klebsiella

spp., Enterobacter spp., Serratia spp. y levaduras. (Signorini , y otros, 2008)

Johanna Marisol Cajas Bravo

Johanna Gabriela Cobos Argudo 26



o i 0
S —— L

RSIDAD OE Nmi

2.9.3. Resistencia bacteriana

Fendmeno bioldgico natural, de modo que cada vez que se pone en uso un NnuUevo
agente antimicrobiano (AAM) en la préctica clinica, el laboratorio de microbiologia
detecta cepas resistentes capaces de multiplicarse en presencia de
concentraciones mayores que las alcanzadas con dosis terapéuticas. (Medina
Asensio, 2000)

2.9.4. Mecanismos de resistencia

La resistencia a los antibioticos constituye un problema serio de Salud Publica en
el mundo, especialmente en los paises subdesarrollados donde no existen
politicas apropiadas para la utilizacion de estos farmacos, contribuyendo a su uso
indiscriminado y la aparicion de cepas bacterianas multiresistentes, transmisibles

y que se diseminan rapidamente. La resistencia puede ser:

v' Resistencia natural: mecanismos permanentes  determinados
genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis del
antibiotico. (Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2009)

v' Resistencia adquirida: aparece por cambios puntuales en el DNA.

v' Resistencia relativa o intermedia: se produce un incremento gradual de
la MIC (concentracion inhibitoria minima) a través del tiempo. Para obtener
un efecto terapéutico eficaz es necesario alcanzar niveles séricos y

tisulares adecuados.

v Resistencia absoluta: incremento subito en la MIC de un cultivo durante o

después de la terapia.

v' Pseudorresistencia: se puede observar una resistencia in vitro pero una

gran efectividad in vivo. (Medina Asensio, 2000)
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2.10. B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)
2.10.1. Definicion

Son aquellas enzimas que se caracterizan por conferir resistencia a Penicilinas,
Cefalosporinas, Cefamicinas, Carbapenems y Monobactamicos, entre otros, los
cuales son utilizados para el tratamiento de diferentes infecciones bacterianas,

debido a su baja toxicidad y su amplio espectro de accion.

Los microorganismos son capaces de desarrollar enzimas inactivantes que se
caracterizan por conferir resistencia a estos antibioticos. Una de esas enzimas, es
la B-lactamasa de Espectro Extendido (BLEE), que le confiere resistencia a los -
lactamicos, siendo inhibidas por el acido clavulanico u otros inhibidores como el
tazobactan y el sulbactam. Las BLEE clasicas derivan de las B-lactamasas con
que tienen actividad a la penicilinasa y debido a mutaciones en su centro activo,
han extendido su efecto hidrolitico a las cefalosporinas de espectro extendido y a

los monobactamicos. (Rupp & Fey , 2006)
2.10.2. Clasificacion de las B-Lactamasas de Espectro Extendido
Las betalactamasas se pueden agrupar de diferentes maneras:

e Grupo 2a: generadas por Estafilococos y Enterococos para dejar de lado

las penicilinas hacia 1940.

e Grupo 2b: en 1965 se describe una cefalosporinasa que amplia su

espectro hacia las cefalosporinas.
e Grupo 2c: contra la oxacilina.

e Grupo 2d: contra las carbenicilinas

La presion de seleccion hizo que las bacterias gram negativas generen nuevas
cefalosporinasas (Grupo 2e), y carbapenemasas (Grupo 2f), que tenian la

particularidad de ser bloqueadas por inhibidores de las betalactamasas.

Johanna Marisol Cajas Bravo

Johanna Gabriela Cobos Argudo 28



BTN R
# ! UNIVERSIDAD DE CUENCA

RSIDAD OE Nmi

Las betalactamasas de espectro extendido o BLEE (Grupo 2be) aparecen el afio
1980 siendo capaces de destruir el grupo de oximino de las cefalosporinas de

tercera generacion, lo que genera resistencia. (Echevarria Zarate, 2008)

Las bacterias Yersinia enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus y
distintas especies del género Kluyvera producen B-lactamasas cromosomicas
gue, en el caso de una hiperproduccion, confieren fenotipos de resistencia a las
cefalosporinas de espectro extendido e inhibiciéon por el &cido clavulanico. (

Garcia-Hernandez, y otros, 2011)

La aparicion de bacterias productoras de BLEE tiene importantes repercusiones
clinicas y terapéuticas:
a) Caodificacién de los aislamientos que tienen resistencia en plasmidos que

pueden ser transmitidos a otros microorganismos.

b) Causantes de brotes.

c¢) Aumentan la morbimortalidad.

d) Limitacion de las opciones terapéuticas, incrementandose el uso de

antibioticos costosos como el Imipenem.

Se ha determinado que las infecciones causadas por un microorganismo
productor de BLEE representa un riesgo de falla en el tratamiento con un
antibiético B-lactdmico de espectro extendido; por lo tanto, es importante
recomendar que cualquier microorganismo BLEE positivo, de acuerdo a los
lineamientos descritos por el Control and Laboratory Standard Institute (CLSI),
sea reportado como resistente a todos estos antibioticos (Cefalosporinas de
primera, segunda, tercera y cuarta generacién), independientemente de que
resulten sensibles in vitro. ( Pino |1, y otros, 2007)

2.10.3. Antibi6ticos Betalactamicos

Estos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos, se trata de
compuestos de accidn bactericida lenta, independiente de la concentracion
plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen
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terapéutico. Su espectro se ha ido ampliando con el pasar de los afios por la
incorporacion de nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos gram
negativos; pero la progresiva aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su

uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones. ( Marin & Gudiol, 2003)
2.10.3.1. Penicilinas

Grupo de antibidticos que estan caracterizados por contener un anillo
betalactamico y un anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico,
estructura que deriva de la condensacién de una molécula de valina y una de
cisteina para dar lugar al doble anillo caracteristico. Ademas tienen una cadena
lateral, que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo
betalactdmico siendo esto lo que define sus propiedades. Las penicilinas son
bactericidas debido a su capacidad de inhibir la sintesis de la pared celular
bacteriana y de activar enzimas que destruyen dicha pared. Tienen el
inconveniente de presentar reacciones alérgicas, las cuales se producen entre el
5% vy el 10 % de las personas, y que van desde una erupcion leve hasta una
anafilaxia que puede causar la muerte. No obstante, éstas se encuentran entre los
antibiéticos mas utiles y que con mas frecuencia se prescriben para el paciente.

(Cué Brugueras & Morejon Garcia, 2008)
2.10.3.2. Cefalosporinas

Son antibidticos semisintéticos derivados de la cefalosporina C, producido del
hongo Cefhalosporium acremonium. ElI ndcleo activo, acido 7-
aminocefalosporanico, esta relacionado con el &acido 6-aminopencilanico, por
poseer ambos un anillo betalactamico. Son bactericidas que inhiben la sintesis de

la pared bacteriana al igual que las penicilinas. ( Garcia-Hernandez, y otros, 2011)
2.10.3.3. Carbapenémicos

Bactericidas e inhiben la sintesis de la pared celular. Su espectro de accion es
amplio e incluye a microorganismos gram positivos y gram negativos, aerobios y
anaerobios. Se utiliza en el tratamiento de infecciones intraabdominales
combinadas, nosocomiales, incluyendo las de microorganismos gram negativos

resistentes, como son las de Enterobacter. Las caracteristicas que diferencian a
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los carbapenems de las penicilinas y cefalosporinas son que en su anillo presenta
un atomo de carbono en la posicién 1, en sustitucion del atomo de azufre que
tienen la mayoria de las penicilinas y cefalosporinas. (Sandrea-Toledo, Paz-

Montes, Pifia-Reyes, & Perozo-Mena, 2007)
2.10.3.4. Monobactamicos

Fueron los primeros antibiéticos betalactdmicos monociclicos obtenidos de
bacterias, aunque en la actualidad son producidos sintéticamente. El aztreonam
fue el primero disponible comercialmente. Es bactericida y actta sobre la sintesis

de la pared celular.
2.10.4. Inhibidores de betalactamasa

Acttan por inhibicion competitiva por analogia al sustrato de la enzima, que es
seguida de una reaccion quimica mas lenta tras la unién al centro catalitico, que
da lugar a una inactivacion transitoria o permanente de la enzima. Cuando se
emplean en combinacion con ampicilina, amoxicilina; estos se vuelven efectivos
frente a algunas bacterias productoras de betalactamasas que de otra manera

serian resistentes. ( Marin & Gudiol, 2003)
2.10.4.1. Acido clavulanico

Introducido en 1984 tiene un nucleo similar al de las penicilinas con la sustitucion
del atomo de azufre en posicién 3 por un atomo de oxigeno Y la falta de la cadena

lateral acilamino en posicion 6.

Llamado Inhibidor - suicida, se inactiva después de unirse a la enzima, ingresa en
las capas externas de la pared celular de las bacterias gram negativas inhibiendo
a las betalactamasas periplasmaticas. (Garcia Martos, Fernandez del Barrio, &
Paredes Salino, 1997)

2.10.4.2. Sulbactam

Es una sulfona semisintética del acido penicilanico, inhibidor semisintético, es
menos potente que el acido clavulanico para la mayoria de los tipos de enzimas,
pero puede obtenerse el mismo nivel de inhibicion con las concentraciones mas
altas. (Rupp & Fey , 2006)
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2.10.4.3. Tazobactam

Se diferencia del sulbactam por la presencia de un grupo triazol en posicion 3. Es

un nuevo derivado de la sulfona del acido penicilanico que tiene una actividad

inhibitoria de R-lactamasas similar a la observada con el acido clavulanico, tiene

una pequefa actividad antibacteriana. ( Marin & Gudiol, 2003)

2.10.5. Epidemiologia

*
A X4

B-lactamasas TEM se derivan de las iniciales del primer paciente en quien
fue aislada una E. coli productora de B-lactamasa en 1965. En 1982 en la
unidad de cuidados intensivos en un hospital de Inglaterra se produjo una
brote epidémico con una cepa de Klebsiella oxytoca portadora de una

betalactamasa TEM-1.

De la misma manera en Francia, fueron aisladas cepas del mismo germen
produciendo otra tipo de betalactamasas, las TEM-3, producto de

mutaciones de la TEM-1.

B-lactamasas SHV es considerada un pariente lejano de la TEM, las siglas
se derivan de la clasificacion inicial como una “variedad sulfidrilo”. En 1983
se aislé una cepa de Klebsiella ozaenae en Alemania que poseia una
betalactamasa con una actividad hidrolitica mayor frente a cefotaxima que
frente a ceftazidima mas tarde se demostr6 que esta enzima diferia de
SHV-1 por la sustitucion de la glicina por serina en la posicion 238 (Gly-
238—Ser). Esta unica sustitucion confiere actividad frente a cefalosporinas
de amplio espectro y fue denominada SHV-2. Las betalactamasas SHV
aparecen principalmente en el género Klebsiella aunque también pueden

encontrarse en otras Enterobacterias. ( Oliver & Canton, 2010)

CTX-M-1 a comienzos del afio de 1989, en Alemania Bauernfeind y Cols
informaron de un aislamiento clinico de una cepa de E.coli resistente a
cefotaxima. Este nombre refleja la potente actividad hidrolitica de estas

betalactamasas frente a cefotaxima. Estas enzimas presentan mayor
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actividad hidrolitica frente a cefotaxima y ceftriaxona que frente a

ceftazidima.

PER, VEB-1, BES-1, SOF son poco frecuentes y casi no presentan una
relacion clara con la familia de betalactamasas ya establecidas hasta el
momento en la actualidad. Se caracterizan por hidrolizar a la ceftazidima

gue a otros betalactamicos. ( Garcia-Hernandez, y otros, 2011)

BLEE PER (Pseudomonas Extended Resistance) comparten un 25-27% de
homologia con las BLEE tipo TEM y SHV.

BLEE PER-1: se aisl6 en Turquia, Francia e Italia; son capaces de
hidrolizar a penicilinas y cefalosporinas siendo sensibles a la inhibicion por
el &cido clavulanico. Al comienzo fueron detectadas en cepas de

Pseudomonas aeruginosa y después en Enterobacterias y Acinetobacter.

BLEE PER-2: comparte un 86% de homologia con PER-1, han sido
detectadas en E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, y Vibrio

cholerae.

BLEE VEB-1: presentan un 38% de homologia con PER-1 Y PER-2. Esta
betalactamasa confiere un alto nivel de resistencia a ceftazidima,
cefotaxima, aztreonam y alta sensibilidad al acido clavulanico. Se aislo por

primera vez en un nifio vietnamita que estuvo hospitalizado en Francia.

SFO: fue descrita por primera vez en una cepa de Enterobacter cloacae en
Japon en 1988. Presenta una accion hidrolitica mayor frente a cefotaxima
que frente a ceftazidima y su accidn es inhibida por clavulanico e

imipenem.

Existen otros tipos diferentes de betalactamasas los cuales estan mediados por

plasmidos asociadas a la clase A que han sido recientemente descubiertos (GES,
TLA, IBC, TLA, BES). (Tabla 2) ( Oliver & Cantén, 2010)
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Tabla 2. Diferentes grupos de B-lactamasas de espectro extendido

FUENTE: Hernandez JR. Enferm Infecc Microbiol Clin 2003; 21:77-82.

B-lactamasa . . Especies en las que se

BLEE relacionada Pais de origen detgctarnn inicia?mente
TEM TEM-1, TEM-2 Francia Enterobacteriaceae
SHY SHV-1/LEN Alemania P. aeruginosa/BGNNF
CTX-M KLUA Kluyvera Alemania/Argentina  E. coli, Salmonella spp.
OXA OXA-10 Turquia / Francia F. aeruginosa
PER Francia P. aeruginosa
VEB PER Vietnam/Tailandia E. coli
TLA CME-1 Méjico E. coli
GES/IBC Guayana/Sudafrica K. pneumoniae/P. aeruginosa
BES Y. enterocolitica Brasil S. marcescens
SFO AmpA 5. fonticola Japdn E. cloacae

Las fluoroquinolonas han sido consideradas como alternativas de importancia en
la comunidad, debido a que al no ser agentes R3-lactamicos no son afectadas por
las BLEE, sin embargo se documenté un incremento en la resistencia de los
microorganismos productores de BLEE a estos antibacterianos mediante
plasmidos o mutaciones. Actualmente, los carbapenems son las drogas preferidas
para el tratamiento de este tipo de infecciones. Su uso esta avalado por su
resistencia a la hidrolisis por las BLEE, su excelente actividad in vitro y la eficacia

clinica. ( Garcia-Hernandez, y otros, 2011)

Por ultimo, son necesarias medidas de control para evitar la diseminacién de las
infecciones por BLEE; entre éstas se encuentran el aislamiento de los pacientes,
la descontaminaciéon ambiental y la eliminaciébn del uso indiscriminado de
antibacterianos, en especial las cefalosporinas de espectro extendido a nivel
hospitalario y comunitario respectivamente. ( Puerta-Garcia & Mateos-Rodriguez,
2010)
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. METODOS
3.1.1. Disefio y Tipo de Estudio

Descriptivo no experimental, de laboratorio y de corte transversal.

3.1.1.1. Localizacién Geografica

e Se receptaron muestras de orina de pacientes ambulatorios y

hospitalarios que acudian al “Hospital José Carrasco Arteaga”.

e Los exdmenes de urocultivo se realizaron en el Laboratorio de la
Facultad de Ciencias Quimicas en el area de Microbiologia Clinica
de la Universidad de Cuenca a cargo de la Dra. Carmen Lucia Lépez
localizado en la Avenida 12 de Abril entre Avenida Loja y Agustin

Cueva.
3.1.1.2. Universo y muestra

e Se recibieron muestras de orina previamente analizadas por el
personal del Hospital que cumplian con los criterios de inclusion
dando un total de 144 muestras, en este caso el universo coincide

con el muestreo indicado en nuestro estudio.
3.1.2. Manejo de Datos
3.1.2.1. Criterios de Inclusioén

Se trabajé Unicamente las muestras idoneas para el cultivo, las que fueron

tomadas de una manera correcta y que presentaron las siguientes caracteristicas:

e Muestras que marcaron en la tira de orina nitritos positivo.

e Muestras que en sedimento urinario presentaron bacterias mayor a +,
leucocitos o piocitos mayor a 5 por campo.

e Muestras tomadas mediante la técnica del chorro medio en pacientes
ambulatorios y en caso de pacientes hospitalarios la técnica que los

médicos utilicen para la obtencion de la misma.
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¢ Muestras que fueron transportadas y almacenadas correctamente.

e Muestras de pacientes sin tratamiento con antimicrobianos.

3.1.2.2. Criterios de Exclusién

No se trabajé con muestras con las siguientes caracteristicas:

e Pacientes con leucorrea o con tratamiento antibiético previo.
e Muestras con una baja o nula concentracion bacteriana.

e Muestras con volimenes menores a los 100mL.

3.2. METODOLOGIA
3.2.1. Procesamiento de muestras

Para lograr resultados precisos, confiables, y reproducibles es necesario evitar

errores en la recoleccién y conservacion de la muestra.
3.2.1.1. Muestra de Orina

La orina es un medio adecuado para el crecimiento bacteriano. Se sabe que el
retraso en el procesamiento de los urocultivos favorece la multiplicacion de la flora
contaminante, lo que afecta a la validez de los resultados. Para contrarrestar este
problema se recomienda procesar la orina lo antes posible. Para evitar la
contaminacion puede recurrirse a medios fisicos (refrigeracion) o quimicos
(adicion de conservantes). Sin embargo, existen dudas sobre si el empleo de
estos medios influye en la calidad de las muestras. Es por eso que a la hora de
interpretar un analisis de orina deben tenerse en cuenta las condiciones en las
que la muestra fue recogida, conservada y transportada. (Elmer W. Koneman, D.
Allen, & Jan, 2000)

Tanto la refrigeracion (2-8°C) como los conservantes quimicos de diferentes
casas comerciales inhiben el crecimiento bacteriano durante las primeras 24
horas. Dos estudios realizados por la Dra. Ana Garcia-Raja y Dra. Carmen
Mugueta en el Hospital Son Espases (Mallorca) en Junio del 1994, muestran que

los conservantes quimicos apenas modifican los resultados de los parametros de
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perfil urinario glucosa, cetonas, bilirrubina y sangre, o de leucocitos y nitritos
respectivamente. Mientras, que un tercer estudio realizado por el Dr. Tiago
Guimaraes en el Hospital Sao Joao del mismo afio, muestra cambios en los
parametros de glucosa y nitritos en muestras de orina mantenidas con

conservante. (Aguilera, 1994)
3.2.1.2. Recoleccion de la muestra

+ Los envases fueron quimicamente limpios, estériles y provistos de tapa.

+ Evitar contaminacién (Ej: menstruacion, flujo vaginal).

+ La muestra debe ser recogida en condiciones de asepsia por lo que al

paciente se le dio indicaciones para una correcta higiene intima.

Técnica de chorro medio

+ Es el tipo de recogida de orina mas frecuente. Los hombres y los nifios
deben limpiarse la cabeza del pene. Las mujeres y las nifias deben lavar el

area entre los labios de la vagina con agua jabonosa y enjuagarla bien.

+ Desechar el primer y el Gltimo chorro de la miccién.

+ La muestra idonea es la primera miccion de la mafiana, ya que permite la

multiplicacion de bacterias durante la noche.

+ Se recomienda al paciente tener abstinencia sexual de 2 dias, antes de
realizar el examen. (Gonzalez Carrion & La Fuente Lorca, 2001)

Cuando se deja la muestra de orina al ambiente por mucho tiempo este puede

descomponerse por la presencia de bacterias: incrementa el pH, se produce

amoniaco y degrada la urea. La muestra se debe mantener refrigerada a 4 °C.

Para realizar un urocultivo de una muestra de orina primero se debe realizar el
cito-quimico y microscopico de la muestra a través de las tiras reactivas

describiéndola de la siguiente manera:
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3.2.1.3. Examen fisico

En este proceso se observan las caracteristicas macroscopicas de la muestra, en

esta se encuentran:

v' Color: la orina generalmente es de color amarillo claro. Dependiendo de su
concentracion, puede ser clara y transparente (diluida) o amarilla oscura

(mas concentrada).

v' Olor: tiene un olor débil y aromatico de origen indeterminado y los
especimenes de crecimiento bacterianos se pueden reconocer por un

fétido olor a amoniaco.

v" pH: en condiciones normales puede variar entre 5.5 — 6.5 dependiendo de

factores como la dieta y el consumo de farmacos.

v' Densidad: la densidad o peso especifico de la orina oscila entre 1.015 -
1.025.

3.2.1.4. Examen Quimico

Contempla el estudio cualitativo o cuantitativo de algunas sustancias que pueden
estar presentes en una muestra de orina y que a niveles elevados pueden ser

indicadores de alguna patologia.

Generalmente estos pardmetros son sangre, urobilinégeno, glucosa, bilirrubina,

proteinas, nitritos, cuerpos ceténicos, acido ascorbico.

Se introduce una tira en la muestra de orina, y en poco segundos la tira se pinta
de diferente color segun su parametro y con un papel se seca el exceso de
liguido que se encuentra en la tira y éstos se comparardn con una carta que

viene en el producto.

v/ Sangre: la tira reactiva positiva indica tres posibilidades: hematuria,

hemoglobinuria o mioglobinuria. La observacion del sedimento en la
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muestra de orina centrifugada orientara el diagnéstico. Si hay eritrocitos
estamos en presencia de hematuria; en caso contrario debera realizarse el
diagndstico diferencial entre hemoglobinuria y mioglobinuria para el cual
podra utilizarse cualquiera de los métodos que se enumeran a

continuacion:

1) Se centrifuga una muestra de sangre y si el plasma es rosado existe hemodlisis;
por lo tanto, en orina hay hemoglobina (Hb); si el plasma es claro en orina hay

mioglobina.

2) Agregando sulfato de amonio (2,8 g) a 5 ml de orina centrifugada, se espera 5
minutos y se filtra. La Hemoglobina precipita y queda en el papel; la mioglobina no
precipita, por lo tanto pasa libremente a través del filtro. Sin embargo, la sangre
en la orina (hematuria) también puede indicar una serie de enfermedades de la

vejiga, los riflones o la via urinaria.

v' Proteinas: la presencia de proteinuria puede ser el indicador mas
importante en una alteracion renal. Sin embargo luego de actividad fisica,
en estado febril, estrés y exposicion al frio, puede haber un aumento en la
excrecion de proteinas en la orina. Normalmente en el rifibn sano se
excreta solo una pequefa cantidad de proteinas de bajo peso molecular.
Esto se debe a que la estructura de la membrana glomerular no permite el

pasaje de proteinas de alto peso molecular.

v' Nitritos: se hace positivo por la nitrato reductasa presente en las
Enterobacterias. Es otra prueba rapida, pero tiene una sensibilidad de 25 %

y una especificidad de 94-100 % para ITU.

v Leucocito esterasa: un resultado positivo de leucocito esterasa detecta la
presencia de globulos blancos como células enteras o como células
lisadas. Una prueba de leucocito esterasa negativa significa que una
infeccidbn es improbable y que, sin evidencia adicional de infeccién del
tracto urinario, examen microscopico y/o cultivo de orina no se necesitan
hacer para descartar una bacteriuria significativa. (Perea Lopez & Ruiz de
Alegria Puig, 2010)
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3.2.1.5. Examen microscopico del sedimento urinario

Se coloca en un tubo de precipitacion 8 ml de orina y se centrifuga a 3500 rpm
durante 10 minutos, una vez centrifugado se elimina el sobrenadante y se coloca
una gota del sedimento en el porta objeto y se coloca el cubre objeto y se observa
a menor y luego mayor aumento (40x). Constituye uno de los datos mas Utiles

pero no confirmatorios.

3.2.1.6. Urocultivo
e Siembra

Debe permitir el aislamiento y el recuento cuantitativo desde 10.000 a 100.000
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC)/mL. de los uropatégenos mas

comunes.

Los medios utilizados para la siembra de orina son:

e Agar Sangre de cordero y Agar Brolacin

Se emple6 un asa calibrada de orina de 0.001 mL., y la técnica que se utilizo fue

por método de estria.

Antes de sembrar se debe esterilizar el alambre de el asa calibrada por
calentamiento hasta el rojo vivo en la lampara de alcohol y se deja enfriar, la
muestra de orina debe estar correctamente homogenizada es decir mediante
movimientos rotatorios, luego se introduce de manera vertical el asa sobre la
muestra de orina sin tocar las paredes del recipiente y debe observarse la
formacion de una lamina sobre el asa e inmediatamente se extiende sobre el
medio en linea recta y por estriado sin presionar para que el medio no se rompa,
al terminar la siembra se debe flamear el asa para evitar contaminacion con las

demas muestras.

Una vez sembrada las muestras se deben incubar las cajas, siempre invertidas, a

37°C durante 24 horas y en condiciones de aerobiosis. (Anunciata, 2012)
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FIGURA 1. Técnica de siembra en Agar Sangre de cordero y Agar Brolacin

FUENTE: Anunciata, C. E. (2012). Medios de cultivos. Agar Sangre. Obtenido de
http://www.laanunciataikerketa.com/trabajos/manoslimpias/medios.pdf

e Agar EMB y Agar Manitol

La técnica que se utilizd en estos medio fue por el método de agotamiento y estria

respectivamente para obtener colonias aisladas.

Se empled6 un asa calibrada, el alambre deber ser esterilizado por calentamiento
hasta el rojo vivo en el mechero y se deja enfriar, la muestra de orina debe estar
correctamente homogenizada, es decir, mediante movimientos rotatorios, luego
se introduce de manera vertical el asa sobre la muestra de orina si tocar las
paredes del recipiente y debe observarse la formacion de una lamina sobre el asa
e inmediatamente se extiende sobre una area pequefia de la superficie de la caja
en forma de estrias pero unidas sin presionar para que el medio no se rompa, al
terminar la siembra se debe flamear el asa para evitar contaminacién con las

demas muestras.

Una vez sembrada las muestras se deben incubar las cajas, siempre invertidas, a

37°C durante 24 horas, en aerobiosis. (Britania, 2010)
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FIGURA 2. Técnica de siembra en Agar EMB y Agar Manitol

Fuente: Anunciata, C. E. (2012). Medios de cultivos. Agar Sangre. Obtenido de
http://www.laanunciataikerketa.com/trabajos/manoslimpias/medios.pdf

Agar sangre

TABLA 3. Caracteristicas de las colonias

Colonias Microorganismos

Medianas, convexas, blancas, forma

circular, bordes redondo, brillantes. Cocos gram positivos

Medianas, convexas, blanquecinas o
transldcidas, forma circular, bordes Proteus spp.

redondos, hay presencia de Swarming.

Presentan colonias medianas,
blanquecinas, redonda, algunas cepas E. coli
pueden producir hemolisis

FUENTE: Elmer W. Koneman, E., D. Allen, S., & Jan, W. (2000). Diagnéstico microbiolégico. Madrid Espaia:
Médica Panamericana.
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Agar Manitol

TABLA 4. Caracteristicas de las colonias

Colonias Microorganismos
Con halo amarillo luminoso; Manitol-positivo: Staphylococcus
crecimiento intenso aureus
Sin cambio de color; crecimiento débil Manitol-negativo: Staphylococcus
casi siempre epidermis y otras.

FUENTE: Elmer W. Koneman, E., D. Allen, S., & Jan, W. (2000). Diagnéstico microbiolégico. Madrid Espafa:
Médica Panamericana.

Agar Brolacin

TABLA 5. Caracteristicas de las colonias

Colonias Microorganismos

Grandes, amarillo doradas rodeadas E. coli, Citrobacter lactosa-positivo,

de coloracion amarilla otros.

Grandes, amarillo-doradas casi Enterobacter, Klebsiella y otros.
siempre mucosas con coloracién

amarilla alrededor.

Grandes, incoloras, rodeadas de Proteus, Serratia y otros.

coloracion azul.

Grandes, con el centro parduzco Pseudomonas
rodeadas de coloracion azul.

Amarillo palidas, pequefias, opacas. Streptococcus
Amarillas intensas, muy pequenas, Staphylococcus
opacas.

FUENTE: Elmer W. Koneman, E., D. Allen, S., & Jan, W. (2000). Diagnéstico microbiolégico. Madrid
Espafia: Médica Panamericana.

Agar EMB

TABLA 6. Caracteristicas de las colonias

Colonias Microorganismos
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Transparentes, de color ambar Salmonella, Shigella

Verdosas con brillo metalico a la luz
reflejada, con el centro negroazulado E. coli

a la luz transmitida

Mas grandes que las E. coli,

mucosas, confluentes, con el centro Enterobacter, Klebsiella y otros.

pardo grisaceo a la luz trasmitida

FUENTE: Elmer W. Koneman, E., D. Allen, S., & Jan, W. (2000). Diagnostico microbioldgico. Madrid
Espafia: Médica Panamericana.

3.2.1.7. Recuento de Colonias

El recuento de colonias se realizd en agar sangre, los resultados se interpretaron
en base a los siguientes criterios

e Menor a 10* UFC/mL: normalmente es por posible contaminacion. Es

valorable si la toma de muestra se ha realizado por puncion supra pubica.

e De 10° a 10* UFC/ mL: en ocasiones puede ser significativo; infecciones

por levaduras, determinados cocos gram positivos, cultivos post-
tratamiento, etc.

e Mayor a 10° UFC/ mL: significativo. (Malbran, 2001).

FIGURA 3. Recuento de colonias

FUENTE: Tesis BLEE 2014-2015
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3.2.1.8. Tinci6én de Gram

La tincion de Gram es un tipo detincibn diferencial empleado
en Bacteriologia para la visualizacion de bacterias. Se utiliza para poder referirse
a la morfologia celular bacteriana, considerandose bacterias gram-positivas a las
gue se visualizan de color morado, y bacterias gram-negativas a las que se

visualizan de color rosa.

Las bacterias gram-positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a las
diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de la
célula bacteriana sirve para dar su tamafo y forma al organismo asi como para
prevenir la lisis osmotica. El material de la pared celular bacteriana que confiere
rigidez es el peptidoglicano. La pared de la célula gram-positiva es gruesa y
consiste en varias capas interconectadas de peptidoglicano asi como algo de

acido teicoico.

Generalmente, 80%-90% de la pared de la célula gram-positiva es peptidoglicano.
La pared de la célula gram-negativa, por otro lado, contiene una capa mucho mas
delgada, unicamente de peptidoglicano y esta rodeada por una membrana
exterior compuesta de fosfolipidos, lipopolisacéaridos, y lipoproteinas. Sélo 10% -
20% de la pared de la célula gram-negativa es peptidoglicano. (Santambrosio,
Ortega, & Garibaldi, 2009)

e Prueba de Oxidasa

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y actian como el ultimo
eslabdn de la cadena respiratoria aerobia, transfiriendo electrones al oxigeno, con
formacion de agua. El sistema citocromo se encuentra en los organismos
aerobios o anaerobios facultativos, de modo que la prueba de Oxidasa es
importante para identificar aquellos organismos que carecen de esta enzima

(anaerobios obligados).

La prueba es muy util para diferencia Enterobacterias (Todas Oxidasa negativas)

de otras especies como Pseudomona o Neisserias oxidasa positiva.
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2Citocromo c reducido + 2H" + %, 02 —®Citocromo ¢ oxidado + H20

Hay dos compuestos susceptibles a oxidarse por la accién de esta enzima,
produciendo un color inicialmente rosado y luego azul oscuro a negro. Dichos
compuestos son dimetil-fenil-diamina y tetrametil-parafenil-endiamina. Siendo el
mas utilizado el segundo, también se dispone en el mercado de tirillas de Oxidasa

o0 el reactivo ya preparado. (Faddin, 2003)

FIGURA 4. Prueba de oxidasa

FUENTE: Tesis BLEE 2014-2015

e Pruebas Bioquimicas

Se basan en la determinacién de la presencia o ausencia de diferentes enzimas
codificadas por el material genético del cromosoma bacteriano. Estas enzimas
(catalasas, coagulasas, decarboxilasas, desaminasas, ureasas, peroxidasas, etc)
involucradas en el metabolismo bacteriano, pueden ser evidenciadas en medios
de cultivo especiales que contienen los substratos (DNA, hidratos de carbono,
aminoacidos, etc) sobre los cuales ellas actdan, junto con un sistema indicador
gue va a poner de manifiesto la degradacion del substrato o la presencia de un
metabolito especifico (acido formico, acido lactico, acido succinico, indol, etc).

(Murcia Aranguren, 2008)

Las pruebas bioquimicas también evallan: la capacidad de reducir ciertos iones
(ferroso a Férrico), la presencia o ausencia de flagelos (prueba de movilidad), la
produccion o no de hemolisinas, el requerimiento o no de algunos factores
especiales (proteinas séricas), la produccibn o no de algunas toxinas con
capacidad virulenta (toxina diftérica, toxina botulinica, etc). (Murcia Aranguren,
2008)
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e Agar Kligler

En el medio de cultivo, la peptona de carne y la tripteina, aportan los nutrientes
adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa y la glucosa son los hidratos
de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la
produccion de acido sulfhidrico, el citrato de hierro y amonio, es la fuente de iones
Fe3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de
hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio
mantiene el balance osmético. El agar es el agente solidificante. Por fermentacién
de azucares se producen acidos que se detectan por medio del indicador rojo de
fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce

a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro. (Galeon & Galeon,
2011)

FIGURA 5. Agar kligler

FUENTE: Bact_identificaci%C3%B3n_bioqu%C3%ADmica_enterobacterias.pdf.2008

e LIA (LISINA-HIERRO)

Es un medio que sirve para demostrar la producciéon de dos enzimas: la lisina
descarboxilasa y la lisina desaminasa, ademas la presencia de sales de hierro

sirve para detectar la produccion de H,S por algunos microorganismos.

La descarboxilacion de la lisina ocurre en ambiente anaerobico o sea en el fondo
del tubo y se pone de manifiesto por la alcalinizacion del medio produciendo un
viraje del indicador purpura de bromocresol. La presencia de glucosa en los
componentes del LIA determina primero una reaccion de fermentacion,

produciendo acidificacion y cambio de color del medio a amarillo y el pH
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favorable para la reaccion de descarboxilacion que ocurre después, volviendo a

su color violeta original la parte del fondo del tubo.

La desaminaciéon de la lisina que se puede producir por los géneros Proteus y
Providencia tiene lugar en la parte superior del tubo produciendo acido alfa-
cetocarbonico que al combinarse con la sal de hierro y en presencia de oxigeno
forma un color violeta rojizo. La producciéon de H,S se evidencia por la presencia
de un precipitado negro por utilizacion de las sales de hierro. (Murcia Aranguren,
2008)

e Citrato

El citrato de sodio es una sal del acido citrico, un compuesto organico simple que

constituye uno de los metabolitos del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

El metabolismo del citrato realizado, por algunas bacterias se realiza por el Ciclo
de Krebs y requiere el desdoblamiento del citrato por la enzima citritasa (citrato-
oxalacetato-liasa o citrato desmolasa) en presencia de magnesio 0 manganeso y

de transportadores como citrato permeasas.

La citritasa actla sobre el citrato produciendo &cido oxalacético y acetato;

productos que son convertidos enzimaticamente a piruvato y diéxido de carbono.

Durante esta reaccion el medio comienza a alcalinizarse por el CO2 que se
genera, el cual se combina con el agua y el sodio para formar carbonato un
producto alcalino, este carbonato da la alcalinidad que produce el cambio de color
del indicador de pH del medio de verde a azul prusia oscuro (indicador: azul de
bromotimol, amarillo a pH< de 6.0 y azul a pH > de 7.6). El medio incluye citrato
como Unica fuente de carbono y fosfato de amonio como Unica fuente de
nitrégeno. (Murcia Aranguren, 2008).

FIGURA 6. Reacciones de Conversion del Citrato
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CITRATO  Citritasa  QXALACETATO + ACETATO
_

OXALACETATO—> PIRUVATO + CO2

pH alcalino

PIRUVATO ———> ACETATO + FORMATO

pH acido

2PIRUVATO ———= ACETATO + CO2 +LACTATO

2PIRUVATO — 5 ACETOINA + CO2

FUENTE: Faddin, M. (2003). Pruebas Bioquimicas para la Identificacién de Bacterias de Importancia Clinica

(3ra ed.). Buenos Aires Argentina: Médica Panamericana

e Urea

Se determina la capacidad de un microorganismo de producir ureasa y desdoblar
la urea, formando 2 moléculas de amoniaco, agua y dioxido de carbono. El
sustrato urea es una diamina del acido carbonico, denominada carbamida. Todas
las amidas (RCO- NH2) son rapidamente hidrolizadas. La hidrolisis de la urea es
catalizada por una enzima especifica que es la ureasa, es una enzima microbiana

importante, relacionada con la descomposicion de los compuestos organicos.

Las enzimas bacterianas se clasifican en adaptativas o constitutivas. Una enzima
adaptativa o inducida es aquella que es producida por una bacteria solamente
cuando se encuentra presente su sustrato especifico. La ureasa es una enzima
constitutiva ya que la sintetizan ciertas bacterias sin tener en cuenta si hay o no el
sustrato urea. De acuerdo a la degradacion de la urea el color ser& mas o menos
intenso. (Galeén & Galeon, 2011)

(NH2)2C=0 + 2H20---> CO2+2NH3+H20 (NH4)2CO3
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FIGURA 7. Agar Urea

FUENTE: Bact_identificaci%C3%B3n_bioqu%C3%ADmica_enterobacterias.pdf.2008

e SIM (SULFURO-INDOL-MOTILIDAD)

EL SIM es un medio semisolido sin hidratos de carbono que inhiben la produccién
de H,S y tiene tiosulfato de sodio como fuente de azufre y hierro peptonado, lo
gue lo hace mas sensible en la deteccién de H,S por produccién de un precipitado

negro de sulfuro ferroso. (Murcia Aranguren, 2008)

+ Indol: es uno de los productos de la degradacion metabdlica del amino
acido triptéfano. Las bacterias que producen la enzima triptofanasa son
capaces de hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccion de Indol,

acido piravico y amoniaco. (Anunciata, 2012)

+ Movilidad bacteriana: es otra caracteristica importante en la identificacion
final de especie, se realiza en medios semisdlidos como el SIM,
debiéndose leer antes la prueba de indol, porque al agregar el reactivo de
Erlich ésta se puede enmascarar. La prueba de motilidad se interpreta
realizando un cuidadoso examen macroscopico del medio para observar
una zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion. (Murcia
Aranguren, 2008)
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FIGURA 8. Indol Positivo (Anillo Rosado) — Indol Negativo (Sin coloracion)
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FUENTE: Registro de Laboratorio

e CALDO MR-VP

Rojo de Metilo: la bacteria puede fermentar la glucosa por la via acida
mixta con produccion de metabolitos como acido lactico, formico y
succinico, los cuales van a hacer descender el pH inicial del medio de 6.9 a
4.2 (Britania, 2010)

FIGURA 9. Prueba de Rojo de Metilo Positiva (Roja) y Negativa (Amarilla)

P

FUENTE: Registro de Laboratorio

e Voges Proskauer: la bacteria puede fermentar la glucosa por la via
butilen-glicélica con produccién de productos neutros como el acetil metil
carbinol (acetoina), el 2,3 butilen glicol y el diacetil. El producto final mas
frecuente es el 2,3 butilen glicol, que es facilmente oxidado a acetil metil
carbinol y luego a di-acetil. ElI voges proskauer realmente es una
busqueda de di-acetil, ya que las condiciones de la prueba convierten

facilmente los otros dos componentes en diacetil. Las 3 sustancias son
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neutras con el resultado de que pH del medio no baja sensiblemente y

por lo tanto la bacteria es rojo de metilo negativa y voges proskauer

positiva. La bioquimica de la fermentacion de la glucosa hace muy poco

probable encontrar cultivos rojo de metilo y voges proskauer positivos, lo

gue si es mas probable es encontrar las 2 pruebas negativas en el caso

de bacterias no fermentadoras. (Aguilera, 1994)

3.2.1.9. Pruebas de Sensibilidad: se exponen colonias de una cepa

aislada del medio de agar sangre con diferentes antibiéticos para observar

la forma como cada antibiotico inhibe el crecimiento del microorganismo; se

determinara la efectividad de cada antibiético contra el organismo particular
de acuerdo con el manual CLSI 2014. ( Oliver & Cantén, 2010)

e Medio de Cultivo: se considera al agar Mueller-Hinton el mejor para las

pruebas de sensibilidad de rutina dado que es adecuado para el

desarrollo de la mayoria de las bacterias patégenas. (Britania, 2010)

e Preparacion del in6culo

X/
°e

X/
L X4

Método de desarrollo previo: De una caja con agar no
selectivo e incubada por 18 - 24 h a 37°C se seleccion6 colonias
aisladas y se prepard una suspension directa en solucion salina,
ajustando la turbidez del in6culo con solucién salina hasta el
tubo 0,5 de la escala de Mc. Farland. (Anunciata, 2012)

Inoculacion de las placas: Dentro de los 15 minutos después
de ajustado el inéculo, se coloca un hisopo estéril y presionando
el hisopo contra las paredes del tubo a fin de escurrir el exceso
de in6culo, se sembr6 en las placas de Mueller-Hinton en tres
direcciones para asegurar una completa distribucién del in6culo.
Se espera de 3 a 5 minutos, pero no mas de 15 minutos antes
de aplicar los discos para que el exceso de humedad superficial
sea absorbido. (Britania, 2010)
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e Aplicacion de los discos

Se procede a colocar los discos sobre la superficie del agar
inoculada, con una pinza estéril aplicando una ligera presion a
una distancia no menor a 24 mm desde un centro al otro. Un
disco no debe ser removido una vez que tomo contacto con la
superficie del agar. No deben colocarse mas de 12 discos por
placa de 150 mm y no mas de 5 discos por placa de 100 mm.
(Cristina Seral Garcia & Pardos de la Gandara, 2010)

e Incubacién

v Las placas son colocadas invertidas en una estufa a 35°C dentro
de los 15 minutos posteriores a que los discos fueron aplicados.
(Anunciata, 2012)

e Lecturade las placas e interpretacion de resultados

+ Después de 16 a 18 horas de incubaciéon se midi6 los diametros
de las zonas de inhibicion con una regla, si las placas fueron
satisfactoriamente hisopadas y el inéculo fue el correcto, las zonas
de inhibicién seran uniformemente circulares y habra desarrollo

confluente. ( Famiglietti, y otros, 2010)

+ El objetivo de la realizacion de este ensayo fue poder categorizar al
microorganismo como sensible, intermedio o resistente al
antibacteriano que ha sido ensayado. Para poder acceder a este

tipo de clasificacibn debemos interpretar las diferentes categorias:
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SENSIBLE (S)

Implica que una infeccibn dada por la cepa en estudio puede ser tratada
apropiadamente con la dosis de antibidtico recomendada para el tipo de infeccion

y la especie infectante, a menos que hubiera contraindicaciones.
INTERMEDIO (1)

Incluye cepas que pueden ser inhibidas por concentraciones de antibiotico méas
elevadas, siempre que las dosis usadas puedan ser aumentadas 0 que sean
concentradas fisiolégicamente en el tejido infectado. También nos indica una
"zona buffer" que deberia evitar que pequefios factores técnicos dificiles de
controlar causen mayores discrepancias de interpretacion. ( Famiglietti, y otros,
2010)

RESISTENTE (R)

Las cepas resistentes no son inhibidas por las concentraciones séricas
normalmente alcanzadas a dosis habituales y/o caen en el rango donde son
comunes mecanismos especificos de resistencia microbiana y la eficacia clinica

no ha sido comprobada. (Malbran, Enero)

La mayoria de los métodos descritos para detectar microorganismos productores
de BLEE han sido disefiados para Enterobacterias y se fundamentan en el
caracter inhibible de estas enzimas por el acido clavulanico u otros inhibidores de
3-lactamasas. Las pruebas de BLEE se deben realizar como se describe en la
tabla 7:
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TABLA 7. Deteccion y Confirmacion de BLEE

Prueba

Prueba Inicial

Prueba fenotipica

confirmatoria

Método de

ensayo

Difusién en disco

Difusiéon en disco

Medio

Agar Mueller Hinton

Agar Mueller Hinton

Concentracion
de

Antimicrobiano

Ceftazidima 30ug o
Aztreonam 30ug o
Cefotaxima 30ug o
Ceftriaxona 30ug
(El uso de mas de un
agente antimicrobiano
para el cribado
mejora la sensibilidad

de deteccién de BLEE)

Ceftazidima 30 ug
Ceftazidima- acido
clavulanico 30/10ug
y
Cefotaxima 30ug
Cefotaxima-acido
clavulanico 30/10ug
(Pruebas de
confirmacion requiere
el uso de
tanto cefotaxima y
ceftazidima, soloy en
combinacion con &cido

clavulanico.)

Condiciones de

Incubacién

35 +/- 2 ° C; ambiente

35+/-2 ° C; ambiente

Tiempo de

Incubacién

16-18 horas

16-18 horas

Fuente: Manual de CLSI, Edicion Enero 2014, Niumero M100-S24. (Clinical and Labaratory Standards
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TABLA 8. Interpretacion para detecciéon de BLEE

Sies 2 5-mmen
la zona de
aumento del

Ceftazidima <17 | diametro para
mm cualquiera de los
Aztreonam <17 | antimicrobianos
mm probado en
Resultados | Cefotaxima <22 | combinacién con
mm acido clavulanico

Ceftriaxona €19 | frente a la zona

mm diametro del
Las Zonas agente cuando
mencionados se probd

arriba pueden | solo = BLEE (por
indicar ejemplo,
produccion de | ceftazidima zona
BLEE = 16;
ceftazidima-acido
clavulanico zona
=21).

Fuente: Manual de CLSI, Ediciéon Enero 2014, Nimero M100-S24. (Clinical and Labaratory Standards
Institute, 2014)

e Procedimiento

e Se inicia con una muestra identificada (Familia de las

Enterobacterias).

e Se prepard un inéculo de concentracién 0.5 Mc.Farland y se
siembra en Agar Mueller Hinton y se colocaron los discos

indicados en la tabla.
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e Si los resultados fueron positivos segun los parametros
indicados en la tabla del CLSI se procedio a realizar la prueba

confirmatoria.

e La prueba confirmatoria consiste en colocar el disco solo y
otro en combinacion con acido clavulanico segun lo indica el

manual CLSI actualizado a Enero del 2014.

e La interpretacion se explica en la tabla # 8 y segun sea el
resultado se expresa como BLEE positivo o negativo.
(Gonzalez Carrion & La Fuente Lorca, 2001)

En la tabla # 9 se encuentran los antibidticos que se emplearon para la realizacion
de las pruebas de sensibilidad en los cultivos presuntivos de BLEE para ayudar a

buscar una alternativa de tratamiento en caso de produccion de Betalactamasas.
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TABLA 9. Antibiéticos utilizados para Enterobacterias en Urocultivos

Categoria Antibiéticos Abreviatura | Concentracién Sensibilidad Intermedia Resistencia
Ampicilina AM 10 ug >17 14-16 <13
~ Amoxicilina+ AMC 10 ug >18 14-17 <13
Acido Clavulanico
Nifios
Nitrofurantoina F 10 ug >17 13-16 <12
Gentamicina CN 10 ug >15 13-14 <12
Norfloxacina NOR 10 ug >17 13-16 <12
Nitrofurantoina F 10 ug >17 13-16 <12
Adultos Ciprofloxacina CIP 5ug >21 16-20 <15
Ampicilina AM 10 ug > 17 14-16 <13
Nitrofurantoina F 10 ug >17 13-16 <12
Amoxicilina +
Mujeres Acido Clavulanico AMC 10 ug >18 14-17 <13
Embarazadas Ampicilina
Sulbactam AmS 10 ug >15 12-14 <11
Nitrofurantoina F 10 ug >17 13-16 <12
Ancianos Ciprofloxacina CP 5 ug >21 16-20 <15
Gentamicina CN 10 ug >15 13-14 <12

FUENTE: Funke Case, T. (2007). Introduccion a la Microbiologia (9na edicién ed.). Estados Unidos Medica
Panamericana
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3.3. MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 MATERIALES

L

Recipiente para transporte de muestras
Lamparas de alcohol (RS®)

Asa Calibrada

Asa Recta

Cajas Petri (Fisherbrand)

Tubos Tapa rosca (100 x 13 mm) (125 x 16 mm)
Placas Portaobjetos (Inlab®)

Cubreobjetos

Gradillas para tubos

Guantes de examinacion (NIPRO®)

Papel aluminio (Drocaras®)

-+ F F F F F F F F F

Suero fisioldgico 100ml (Baxter®)
3.3.2. REACTIVOS

Tiras reactivas (Combur)
Tiras para oxidasa
Violeta cristal

Lugol

Alcohol cetona

Fushina

Aceite de inmersion
Rojo de metilo

Reactivo de Erlich

Alfa naftol

Hidréxido de potasio (KOH 40%)

- F F

3.3.3. EQUIPOS

+ Autoclave (Trident® EA 632y Fanem® 415/3)
+ Camara de flujo laminar (Labconco® clase Il tipo A2)

'é UNIVERSIDAD DE CUENCA
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Centrifuga (Hettich)

Estufa 37°C (Memmert® DE)

Bafo Maria (Memmert® LE-209)
Refrigeradora (Indurama® No Frost)
Cocineta (2 quemadores) (Haceb® EM?2)
Balanza digital (Mettler® PC440)
Microscopio (Olympus® CX21-FS1)

- F F F F FF

3.3.4. MEDIOS DE CULTIVO

e Agar sangre

El agar sangre es una combinacion de un agar base (agar nutritivo) con fuente
proteica (digeridos tripticos, digeridos proteicos de soja) el cual tiene un agregado
de 5 % de sangre cordero con una pequefia cantidad de hidratos de carbono

naturales y cloruro sédico. (Britania, 2010)

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

determina el tipo de hemdlisis que posee:

e Alfa: halos verdosos
e Beta: halos incoloros

e Gamma; inexistencia de halos.

El agar sangre al 5% con base de tripticasa-soya es un medio de uso general que
permite el crecimiento tanto de microorganismos exigentes como no exigentes,
gue incluyen bacterias aerobias y anaerobias, aunque no es medio de eleccion

para anaerobios. (Anunciata, 2012)
e Agar Manitol

Agar selectivo para la demostracion de Estafilococos patdgenos. Debido a la
concentracion extremadamente alta de sal permite solamente el crecimiento de
microorganismos tolerantes a ella, entre los que se encuentran, los de género

Staphylococcus. La degradacion del manitol con formacion de &cido, esta
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notablemente correlacionada con la patogenicidad del germen en cuestion, como

indicativo de la presencia de S. aureus. (Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2009)
e Agar Brolacin

Para la determinacion del namero de gérmenes, aislamiento e identificacion
orientativa de microorganismos en orina. Este medio de cultivo favorece el
crecimiento de todos los microorganismos existentes en la orina. Debido a la
amplia disponibilidad de sustancias nutritivas que ofrece a su carencia de
sustancias inhibidores y a la posibilidad de lograr una cierta diferenciacion de las
colonias, resulta también un medio de cultivo universal que goza de preferencia.
(Anunciata, 2012)

Como sustancia reaccionante contiene lactosa. La degradacion a acido de esta
Ultima origina un viraje de color hacia el amarillo, del Azul de bromotimol. La
alcalinizacion provoca un viraje a azul intenso. La notable pobreza de electrolitos
provoca la represion de la invasion de Proteus. (Garcia Martos, Fernandez del
Barrio, & Paredes Salino, 1997)

e Agar EMB

Agar selectivo para la demostracion y el aislamiento de Enterobacteriaceas
patdgenas, segun Holt-Harris y Teague (1916). El contenido en lactosa y
sacarosa hacen posible la distincion de salmonellas y de Shigella lactosa-
negativas y sacarosa-negativas, frente a la flora acompafante lactosa-negativa
pero sacarosa-positiva. Los gérmenes de acompafiamiento indeseables, bacterias
gram-positivas especialmente, resultan inhibidos en su crecimiento, gracias a los

colorantes presentes en la formulacion. (Anunciata, 2012)
e Agar Mueller-Hinton

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano. Por
su composicion, ha sido recomendado por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) antiguamente llamado National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), para ser utilizado en forma rutinaria en la realizacién del
antibiograma en medio soélido, debido a que presenta buena reproducibilidad lote

a lote en las pruebas de sensibilidad.
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En este medio, la infusidon de carne y la peptona de caseina proveen la fuente de
nitrégeno, vitaminas, carbén y aminoacidos. El almidén es agregado para
absorber cualquier metabolito téxico y el agar es adicionado como agente

solidificante. (Britania, 2010)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar el presente estudio investigativo se utilizaron muestras de orina
procedentes del Hospital “José Carrasco Arteaga”, ubicado en la ciudad de
Cuenca. Las muestras recogidas de esta Institucion de salud, cumplieron con los

criterios de inclusién antes expuestos.

Tabla 10. Distribucién de las muestras analizadas de pacientes con ITU.

Dias lra. 2da. 3ra. 4ta.

Trabajados Semana Semana Semana Semana Total
Lunes 12 12 12 12

Martes 12 12 12 12 144
Miércoles 12 12 12 12

FUENTE: Registro de laboratorio

En el Hospital “José Carrasco Arteaga” diariamente llegan al laboratorio mas de
100 muestras de orina procedentes de las diferentes areas, las muestras con ITU
gue formaron parte de este estudio fueron seleccionadas de manera aleatoria, es
decir, muestras de pacientes ambulatorios y muestras de pacientes
hospitalizados, donde se recolectaron 12 muestras de orina diarias por tres dias

dandonos un total de 144 muestras al mes.

Tabla 11. Distribucién de las muestras positivas para ITU en Género.

Porcentaje de
Género Namero de pacientes con ITU pacientes con
ITU
FEMENINO 100 69%
MASCULINO 44 31%
Total general 144 100%

FUENTE: Registro de laboratorio

En el género femenino se puede apreciar que hay un mayor porcentaje de ITU
correspondiente al 69% con respecto al sexo masculino donde hay un menor
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31%, por lo que se puede observar que las

mujeres tienen mas predisposicion a sufrir infecciones urinarias por su anatomia.
Segun la estadistica realizada en el afio 2010 por las autoras Carmen Leo6n y
Michelle Pacheco la mayoria de pacientes fueron de sexo femenino lo que
correspondio a un 86,56 %; el estudio realizado en el “Hospital Vozandes Quito”
entre los afios 2005 y 2009; en el presente trabajo la estadistica realizada al sexo
femenino le corresponde un porcentaje menor del 69%; esto podria deberse a que
el muestreo citado fue de n= 1038 durante el periodo antes mencionado, mientras
gue el muestreo de este estudio fue de 144 muestras durante un mes y de forma

aleatoria. (Leén & Pacheco, 2010)

Tabla 12. Distribucion de las muestras positivas para ITU en Grupo Etario.

FUENTE: Registro de laboratorio

Grupo Etario Numero de pacientes con Pprcentaje
Edad ITU de pacientes con ITU
Adulto 17- 65 114 79%
Adulto Mayor | 65-89 17 12%
Nifios 0-10 13 9%
Total general 144 100%

En un “Estudio Comparativo sobre infecciones intrahospitalarias entre adultos
mayores y menores” realizado en Peru en el afio 2000 por Mercy Jhong Olivera,
Luis Varela Pinedo y Luis Sialer Vildozola, se evidencié que de los 569 pacientes,
el 63% eran adultos menores de 60 afios y 37% eran adultos mayores de 60 afos
que presentaban infecciones del ITU; mientras que en el actual estudio el 79%
corresponden a adultos menores y el 12% adultos mayores, esta variacion de
porcentajes puede deberse a los diferentes tipos de poblacion que presenta cada
uno y también el rango de edades que existe para cada grupo etario. (Jhong
Olivera, Varela Pinedo , & Sialer Vildézola , 2000)

Otro estudio sobre “ Prevalencia de uropatdégenos en los pacientes atendidos en
un hospital del departamento de Antioquia-Colombia” realizado en Medellin -
Colombia en el 2014 por Jaiberth Antonio Cardona-Arias, Carolina Ramirez
Roldan, Sara Alvarez Tamayo, Diana Marcela Mena-Paz, Luis Felipe Higuita

Gutiérrez se demostré que el porcentaje de ITU para nifios es de 17% con
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respecto al presente estudio que fue de tan solo el 9%, observandose un minimo
valor debido al tipo de poblacion utilizado en el estudio anteriormente mencionado
que fue de n=312 respectivamente. (Cardona Arias, Mena Paz , & Higuita
Gutiérrez, 2014)

Se puede deducir, que los adultos en la poblacién estudiada son los mas
propensos a sufrir infecciones de las vias urinarias, lo que puede deberse a que

se receptaron muestras de pacientes con ITU de manera aleatoria.

Tabla 13. Distribucion de las muestras positivas para ITU en procedencia.

Procedencia Numero de pacientes con ITU P(_)rcentaje
de pacientes con ITU
Consulta externa 83 58%
Emergencia 33 23%
Hospitalizacion 16 11%
Unidad de Cuidados 12
Intensivos (UCI) 8%
Total general 144 100%

FUENTE: Registro de laboratorio

En un estudio realizado por la estudiante Maria de los Angeles Mifiambres en
Valladolid Espana en el afio 2011, con un muestreo de 3949 muestras positivas
para infecciones urinarias que fueron atendidas en Servicios de Urgencias
hospitalarios se evidencié un porcentaje del 1,8% de las urgencias, mientras que
en el actual trabajo se obtiene un porcentaje del 23% lo que constituye un
porcentaje de la actividad asistencial mayor con el estudio antes mencionado. En
el mismo trabajo se analizé que del muestreo, el 58% corresponden a la atencién
primaria, en una proporcion bastante alta que las referidas en el estudio de

comparacion con un porcentaje del 41,3% respectivamente. (Mifiambres, 2011)

En el mismo estudio a nivel hospitalario se obtuvo un porcentaje del 11% mientras
gue en el trabajo comparativo de la misma estudiante se manifesté un porcentaje
del 5,7%; con lo cual se podria considerar que probablemente de las ITU
analizadas no se manejaron de forma correcta en atencion primaria.
(Mifiambres, 2011)
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Finalmente para el caso de la UCI en el estudio actual se obtuvo un porcentaje del
8%; mientras que en el trabajo de comparacién no hay registro que permita

conocer su porcentaje. (Mifiambres, 2011)

Tabla 14. Prevalencia de Enterobacterias y Cocos positivos en muestras de orina

de pacientes ambulatorios y hospitalizados con ITU.

Microorganismo Numero Porcentaje

Cocos gram + 86 59%
Escherichia coli 25 17%
Klebsiella ozaenae 11 8%
Proteus mirabilis 10 8%
Enterobacter agglomerans 8 5%
Klebsiella pneumoniae 2 1%
Enterobacter aerogenes 1 1%
Klebsiella oxytoca 1 1%

TOTAL 144 100%

FUENTE: Registro de laboratorio

Gréfico 1. Prevalencia de Enterobacterias y Cocos positivos en muestras de orina

de pacientes ambulatorios y hospitalizados con ITU.
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FUENTE: Registro de laboratorio
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Haciendo relacion con la tesis de “Prevalencia de cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en muestras de
orina de pacientes ambulatorios de los Centros de Salud 1, 2 y 3 de la ciudad de
Cuenca” por los autores Paul Ledon y Gabriela Vasquez en el afio 2013, el
porcentaje de Enterobacterias (64,73%) en relacion con los Cocos positivos
(35;27%) es mayor, esto se debe a que probablemente obtuvieron un muestreo
de n= 224 en tres Subcentros diferentes; en cambio en este estudio se realizé un
muestreo de n=144 en un solo lugar dando un mayor porcentaje de Cocos
positivos con respecto a las Enterobacterias, esto podria ser propio de la
poblacion estudiada, cuyo resultado es similar al establecido en el articulo
“Etiologia de las infecciones del tracto urinario”, expuesto por Sangrador Ochoa
en el aflo 2005 en Espafa, en el que se dio mayor prevalencia de Estafilococo y

Estreptococo responsables de las ITU. (Ledn & Vasquez, 2013)

Tabla 15. Principales Enterobacterias causantes de ITU en pacientes

ambulatorios y hospitalizados del Hospital “José Carrasco Arteaga” de la ciudad

de Cuenca.
Microorganismo Numero Porcentaje
Escherichia coli 25 43%
Klebsiella ozaenae 11 19%
Proteus mirabilis 10 17%
Enterobacter agglomerans 8 14%
Klebsiella pneumoniae 2 3%
Klebsiella oxytoca 1 2%
Enterobacter aerogenes 1 2%
Total general 58 100%

FUENTE: Registro de laboratorio
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Gréfico 2. Principales Enterobacterias causantes de ITU en pacientes

ambulatorios y hospitalizados del Hospital “José Carrasco Arteaga” de la ciudad

de Cuenca.
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FUENTE: Registro de laboratorio

En el grafico # 2 se puede apreciar que E. coli (43%) es la Enterobacteria causal
de la mayoria de las ITU, seguido de Klebsiella ozaenae (19%), Proteus mirabilis
(17%), E. agglomerans (14%) Klebsiella pneumoniae (3%), E. aerogenes (2%),

respectivamente.

Segun el estudio realizado por Paul Ledn y Gabriela Vasquez en la ciudad de
Cuenca en el afio 2013 con una poblacién de 224 muestras provenientes de los
Subcentros 1, 2,3; se estimd la prevalencia de E. coli con un 45,98% lo que
muestra que no hay una variacion significativa con el resultado de la presente
investigacion a pesar de que la poblacion es diferente. E. coli es el agente

etiolégico mas prevalente en ITU. (Le6n & Vasquez, 2013)
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Tabla 16. Relacion entre la prevalencia de Enterobacterias y el género de los
pacientes.
Microorganismo FEMENINO | PORCENTAJE | MASCULINO | PORCENTAJE
Escherichia coli 15 38% 10 53%
Klebsiella ozaenae 8 21% 4 21%
Proteus mirabilis 6 15% 0 0%
Enterobacter agglomerans 6 15% 3 16%
Klebsiella pneumoniae 2 5% 0 0%
Enterobacter aerogenes 1 3% 0 0%
Klebsiella oxytoca 1 3% 2 10%
Total general 39 100% 19 100%

FUENTE: Registro de laboratorio

Se puede observar que en el género masculino hay mayor prevalencia de
Enterobacterias con respecto al género femenino en la poblacién estudiada; es
por eso que se realizo el analisis estadistico mediante diferencia de proporciones

de acuerdo a la siguiente férmula para verificarlo (Lopez, 2010):

P1-P2
Jp(l—p)+ p(1-p)

nl n2

Dénde;

e z = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un dato constante que, si
no se tiene su valor, se lo toma en relaciébn al 95% de confianza y que
corresponde a 1,96 o en relacién al 99% de confianza equivale 2,58, valor que

gueda a criterio del investigador.

e P1 = Porcentaje de Enterobacterias en la poblacion masculina
e P2 = Porcentaje de Enterobacterias en la poblacion femenina
¢ nl = poblacién masculina

e n2 = poblacién femenina

Johanna Marisol Cajas Bravo

Johanna Gabriela Cobos Argudo 69



UNIVERSIDAD DE CUENCA

0,6724 — 0,327

JO,6724(1 —0,6724) n 0,327(1 —0,327)
39 19

Z =

z calculado =2,6
95% de Confianza ------------- z = 1,96 (z critico)

De acuerdo a los valores de z calculado con respecto a z critico se tomé en

cuenta:
% Si z calculado < z critico
Rechazar; no es estadisticamente significativo
% Si z calculado > z critico
Aceptar; es estadisticamente significativo
Segun el valor de z calculado: 2,6 > 1,96 —> se aceptd

Si para el célculo del tamafio se manej6é un valor de confianza del 95%, el valor
obtenido para la relacion de la prevalencia de Enterobacterias respecto al género,
representd una variacion estadisticamente significativa; lo que significa que en
este estudio las mujeres tienen mayor predisposicion a sufrir ITU por

Enterobacterias.

En un articulo denominado “Frecuencia y susceptibilidad antibidtica de
Enterobacterias aisladas de Urocultivos del estado Sucre en Venezuela durante
el lapso 2005-2006” por Juana Espinoza, Elvia Michelli, Marcos De Donato, se
evidenci6 que de n= 718 personas seleccionas al azar, donde 331 fueron
hombres y 387 fueron mujeres; de ahi tan solo 6 hombres correspondiente al
1,86% y 66 mujeres correspondiente al 17,06% presentaron ITU; observandose
gue el porcentaje de mujeres es mucho mayor al de los varones; el mismo que
coincide con los datos del presente estudio a pesar de que el tipo de muestreo
realizado fue diferente. (Espinoza, Michelli, & De Donato, 2005-2006)

En el mismo articulo E. coli fue la méas reportada con un 36,37%, seguida de K.

pneumoniae y P. mirabilis con un 10,61% respectivamente para el caso de las
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mujeres, cuyas cifras son similares al del estudio actual. Mientras que en el caso
de los hombres este mismo articulo evidencié que debido a la diferencia de
prevalencia entre mujeres y varones, al bajo numero de casos en los ultimos afios
y a las diferencias de factores de riesgo, los analisis posteriores solo se realizaron

a participantes femeninas. (Espinoza, Michelli, & De Donato, 2005-2006)

Tabla 17. Distribucién de cepas de Enterobacterias en relacion a la produccion de

BLEE.

PRODUCCION DE BLEE | NUMERO DE CEPAS PORCENTAJE
BLEE NEGATIVA 40 69%
BLEE POSITIVA 18 31%

TOTAL 58 100%

FUENTE: Registro de laboratorio

Gréfico 3. Distribucion de cepas de Enterobacterias en relacién a la produccién
de
BLEE.

M BLEE
NEGATIVA

E BLEE POSITIVA

FUENTE: Registro de laboratorio

De acuerdo con el articulo “Deteccion de Betalactamasas de Espectro extendido
en Cepas de la Familia Enterobacteriaceae” publicado en el afio 2009 por Perozo
Mena Armindo José y Castellano Gonzéalez, Maribel Josefina en Maracaibo-
Venezuela indica: que de las 3883 cepas estudiadas se pudo confirmar la
produccion de BLEE en 951 muestras (24,49%) cepas de Enterobacterias;
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mientras que en las 2932 cepas restantes, no se encontré evidencia de

produccion de BLEE. (Perozo Mena & Castellano Gonzalez, 2009)

En la poblacion estudiada en el presente trabajo se pudo verificar que de 144
muestras; 58 fueron identificadas parte de la familia de Enterobacterias, de las
cuales 18 cepas fueron BLEE positivas con un porcentaje de 31%; y las 40
cepas restantes fueron BLEE negativas, con un 69% respectivamente, lo que
coincide con la hipotesis planteada que tanto a nivel ambulatorio como
hospitalario circulan cepas de Enterobacterias productoras de BLEE en el Hospital

“José Carrasco Arteaga’.

Tabla 18. Sensibilidad de cepas de Enterobacterias productoras de BLEE frente a

antibiéticos comunes usados en Urocultivo.

NINO NUMERO DE MUESTRAS PORCENTAJE
Antibidtico S [ R S | R
Nitrofurantoina 1 0 0 100% 0% 0%
Gentamicina 1 0 0 100% 0% 0%
Amoxicilina/A. clavulanico 1 0 0 100% 0% 0%
Norfloxacina 1 0 0 100% 0% 0%
Ampicilina 0 0 1 0% 0% 100%
ADULTO NUMERO DE MUESTRAS PORCENTAJE
Antibiotico S [ R S | R
Nitrofurantoina 13 0 0 100% 0% 0%
Ciprofloxacina 11 0 2 85% 0% 15%
Amoxicilina/A. clavulanico 11 0 2 85% 0% 15%
Ampicilina 5 0 8 38% 0% 62%
ADULTO MAYOR NUMERO DE MUESTRAS PORCENTAJE
Antibiotico S | R S | R
Nitrofurantoina 4 0 0 100% 0% 0%
Gentamicina 4 0 0 100% 0% 0%
Ciprofloxacina 4 0 0 100% 0% 0%
Norfloxacina 4 0 0 100% 0% 0%

FUENTE: Registro de laboratorio
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Nifios:

La sensibilidad que presentan las diferentes cepas de Enterobacterias
productoras de BLEE frente a otros antibidticos de segunda opcion terapéutica
para las ITU son relativamente buenas; es asi que la Nitrofurantoina,
Gentamicina, Amoxicilina/ A. clavulanico y Norfloxacina, presenta una sensibilidad
del 100%; a excepcion de la Ampicilina que presenta una resistencia del 100%
por lo que este medicamento no seria eficaz para el tratamiento de ITU en los

ninos pertenecientes a este estudio.

Adultos

La Enterobacterias productoras de BLEE presentan una sensibilidad a la
Nitrofurantoina del 100%, seguido de la Ciprofloxacina con un 85% de
sensibilidad; siendo la Ampicilina el medicamento con mayor resistencia con un
62% respectivamente, lo que es poco probable que este medicamento sea una

buena opcion terapéutica para tratar las ITU en los adultos del presente estudio.

En un estudio realizado en Bogota por Clara Varela en el 2008 con su tema
“Comparacion de la resistencia al tratamiento de las infecciones urinarias.” El
porcentaje de resistencia a la Ciprofloxacina fue de un 89% a diferencia del 13%
gue se encontrd en el presente estudio, por lo cual en nuestro medio sigue
utilizandose como antibidtico de primera eleccion para las ITU. (Cires, Vergara,
Machado , Borrero, & Breto, 2002) (Varela , 2008)

Adultos mayores

La Nitrofurantoina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Norfloxacina resultan ser
medicamentos 6ptimos con un 100% de eficacia frente a los patégenos causantes
de ITU.

Johanna Marisol Cajas Bravo

Johanna Gabriela Cobos Argudo 73



UNIVERSIDAD DE CUENCA

5. CONCLUSIONES

En este estudio realizado se analizaron un total de 144 muestras de orina
positivas para ITU de las cuales 58 (40,2%) cepas pertenecieron a la

familia de Enterobacterias.

De estas 58 cepas se continu6 con el estudio determinando la produccion
de BLEE obteniendo un total de 18 cepas lo que corresponde al 31 % de
las cepas de Enterobacterias, cumpliendo con la hipétesis propuesta
inicialmente donde se demuestra que circulan cepas de Enterobacterias

productoras de BLEE en el Hospital “José Carrasco Artega” de Cuenca.

Escherichia coli (43%) presentd una prevalencia significativa en la
poblacion estudiada; seguida de Klebsiella ozaenae (19%), Proteus
mirabilis (17%), Enterobacter agglomerans (14%), Klebsiella pneumoniae

(3%) que se encuentran presentes en menor porcentaje.

La sensibilidad de cepas de Enterobacterias productoras de BLEE a otros
antibioticos empleados para ITU fue: a la Nitrofurantoina 100% Nifos,
Adultos y Adultos mayores, Norfloxacina y Gentamicina 100% Nifios y
Adultos mayores 100%, Ciprofloxacina 85% Adultos y 100% Adultos
mayores, Amoxicilina + Acido Clavulanico 100% Nifios y 85% Adultos,
finalmente Ampicilina 38% Adultos; los cuales resultarian antibioticos

utilizados como alternativa para un tratamiento eficaz.
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6. RECOMENDACIONES

e Determinar dentro de los cultivos de rutina la produccién de BLEE de las

cepas de Enterobacterias recuperadas.

e Realizar periddicamente estudios similares para observar si existen
cambios en la prevalencia y comportamiento ante los antibidticos por parte

de los microorganismos.

e Elaborar un correcto sistema de vigilancia hospitalaria para la deteccién

temprana de aislamientos productores BLEE.
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ANEXO 1
Consentimiento informado
Yo paciente o tutor legal del paciente
con Cédula de Identidad
N° autorizo la utilizacion de la muestra de orina que he

dejado en el laboratorio para participar en el estudio “PREVALENCIA DE
ENTEROBACTERIAS PRODUCTORES DE BETALACTAMASA DE ESPECTRO
EXTENDIDO “BLEE” PROVENIENTES DE UROCULTIVOS DE PACIENTES
AMBULATORIOS DEL HOSPITAL JOSE CARRASCO ARTEGA?”, teniendo en
cuenta que he sido informado/a claramente de que no existen riesgos que se
puedan presentar, sino todo lo contrario obtendré beneficios ya que al finalizar el

estudio seré informado/a de los resultados.

Al firmar este documento reconozco que lo he leido o que me ha sido leido y
explicado y que comprendo perfectamente su contenido. Se me han dado amplias
oportunidades de formular preguntas, las cuales han sido respondidas en forma

satisfactoria.

FIRMA DEL PACIENTE O TUTOR LEGAL:
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ANEXO 2

INFORMACION AL PACIENTE

PROCEDIMIENTOS A SEGUIR: Si Ud. participa en este estudio nos facilitara
muestras de la primera orina de la mafiana, recogida correctamente como se

indica a continuacion:
NINAS Y MUJERES

e La paciente debera lavarse sus partes intimas con agua y jabon que no sea

antiséptico antes de la recoleccion de la orina.

e Siéntese en el inodoro con las piernas separadas. Use dos dedos para
separar y abrir los labios de la vagina. Utilice una toallita estéril para limpiar

los pliegues internos de los labios.

e Manteniendo los labios vaginales separados y abiertos, orine una cantidad

pequeiia en la taza del inodoro y luego detenga el flujo de orina.

e Sostenga el recipiente estéril de la orina a unas cuantas pulgadas de la
uretra y orine hasta que el recipiente esté medio lleno.

e Usted puede terminar de orinar en la taza del inodoro.
NINOS Y HOMBRES

e Limpie la cabeza del pene con una toallita estéril. Si no esta circuncidado,

necesitara retraer primero el prepucio.

e Orine una cantidad pequefia en la taza del inodoro y luego detenga el flujo
de orina.
e Después, recolecte una muestra de orina dentro del recipiente limpio o

estéril, hasta que esté medio lleno.
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e Puede terminar de orinar en la taza del inodoro.

La muestra de orina debe ser llevada dentro de los primeros 30 minutos.
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ANEXO 3

FLUJO GRAMA DE TRABAJO

Transporte de la
muestra al laboratorio
en un recipiente
adecuado

En plazo de 30
minutos, de no ser
posible debe
refrigerarse a 4°C
durante un tiempo

Crecimiento de
Colonias

Recuento UFC/ml

Tinciéon de Gram
(Bacilos Gram
negativos)

Incubacion de los
medios a 37°C
durante 24 horas.

Prueba de oxidasa

maximo de 24 horas.

Centrifugar 10 min por
3500 rpm

Analizar el sedimento

Siembra:
Agar Sangre
EMB
Brolacin
Manitol

Presencia Bacterias:+

Leucocitos-Piocitos >
5xc

Negativo

Pruebas bioquimicas

Identificacion de
Enterobacterias.

Pruebas de
Sensibilidad

Registro de
resultados, revison e
informe

Determinacion BLEE
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ANEXO 4

Tincién de Gram

El procedimiento a seguir es el siguiente:

©)

o

o

Preparar y fijar los frotis bacterianos.

Tefiir con cristal violeta 1minuto y lavar con abundante agua.

Cubrir con Solucién Ydédica 1 minuto y lavar con abundante agua.
Decolorar con alcohol-acetona durante 30 segundos y lavar con abundante
agua.

Tefiir con Fucsina durante 1 minuto y lavar con abundante agua.

Secar la preparacion.

Observar al microscopio con objetivo 100x, empleando aceite de inmersion.
(Santambrosio, Ortega, & Garibaldi, 2009)

Prueba de Oxidasa

Se realiz6 de la siguiente manera:

1.

Se tomoé del medio de cultivo de Agar Sangre una colonia aislada con la
ayuda de un palillo de madera.

La colonia se coloca sobre la zona de la tira reactiva y se frota

Se espera 1 minuto para comparar con la escala colorimétrica

En el caso de gérmenes citocromo oxidasa-positivos la zona reactiva se
colorea de azul a violeta azulado.

Si es citocromo oxidasa-negativo la zona reactiva es incolora y nos
permite continuar con el estudio debido a que las Enterobacterias son

oxidasa negativa. (Faddin, 2003)
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FIGURA 10. Oxidasa positiva — Oxidasa negativa

Fuente: Tesis BLEE 2014-2015

e Pruebas bioquimicas

La mayor parte de las pruebas usadas para evaluar la actividad bioquimica o
metabdlica de bacterias, se lleva a cabo mediante el subcultivo del aislamiento
primario en una serie de medios diferenciales, cuyos resultados pueden

interpretarse después de uno o dos dias de incubacion.

AGAR KLIGLER: La siembra se realiz6 con asa recta haciendo una puncion

central y a continuacién una siembra en estria en la superficie inclinada.

AGAR LIA: La siembra se realizé con asa recta haciendo una puncién central y a

continuacion una siembra en estria en la superficie inclinada.

AGAR CITRATO DE SIMMONS: La siembra se realiz6 con asa recta, solamente

en superficie inclinada.

AGAR UREA: La siembra se realiz6 con asa recta, solamente en estria en la

superficie inclinada.

AGAR SIM: La siembra se realizdé con asa recta, por puncion profunda. Inocular
hasta el centro del tubo, abarcando 2 tercios de profundidad del medio de cultivo

desde la superficie. (Galedn & Galedn, 2011)

= Prueba del Indol: Al medio se afadié por las paredes del

tubo 3 a 5 gotas del reactivo de Erlich y se observé la
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formacion o no de un anillo de color fucsia o rojo sobre el

agar.

= Motilidad: se detect6é por la presencia de turbidez alrededor

del punto de inoculacién. (Galeén & Galeon, 2011)
CALDOS MR-VP: La siembra se realizdé en cada caldo con asa recta.

» Rojo de Metilo (RM): a una porcion del cultivo se le afadio
unas 4 - 5 gotas de solucién indicadora de Rojo de Metilo. Se
agitdé para homogeneizar y se observo la coloracion. Esta
prueba se considerd positiva si vira al rojo y negativa si

permanece amarillo.

= Voges-Proskauer: a la otra porcién del cultivo se le afadi6: 6
gotas del Reactivo A de Voges-Proskauer (alfa-naftol 5% en
alcohol etilico absoluto), el medio adquiri6 un aspecto
lechoso; se adicioné 2 gotas del Reactivo B de Voges -
Proskauer (KOH 40%) desaparecio el aspecto lechoso y se

agité fuertemente. (Galeén & Galeon, 2011)
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ANEXO 5

ILUSTRACIONES

FUENTE: Registro de laboratorio

ILUSTRACION 2. Medios agar Sangre, Brolacin, EMB, Manitol

FUENTE: Registro de laboratorio
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ILUSTRACION 3. Recuento de colonias en Agar Sangre

G

FUENTE: Registro de laboratorio

ILUSTRACION 4. Colonias de Enterobacterias en Agar EMB

FUENTE: Registro de laboratorio
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FUENTE: Registro de laboratorio

ILUSTRACION 6. Prueba presuntiva para BLEE

FUENTE: Registro de laboratorio
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ILUSTRACION 7. Prueba confirmatoria de BLEE y prueba de sensibilidad con
antibiéticos de apoyo para una terapia antimicrobiana.

FUENTE: Registro de laboratorio
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