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RESUMEN

Una de las causas més frecuente de consulta de atencién primaria son las
infecciones de vias urinarias teniendo como patégeno méas frecuente la
Escherichia coli.

En afos recientes, la administracion indiscriminada de antimicrobianos ha
resultado en la seleccion de cepas resistentes que producen fracaso del tratamiento
empirico y complicacion de los procesos infecciosos, por ello este estudio de caso
cualitativo instrumental propone como objetivo establecer un protocolo de patron
de sensibilidad de Escherichia coli en infeccion de vias urinarias para ser
empleado en el Centro de Investigacion Microbiologica de la ciudad de
Guayaquil, analizando urocultivos recibidos en el periodo octubre-noviembre
2015 en el Centro de Investigacion Microbioldgica, analizando los patrones de
resistencia de E. coli para demostrar la sensibilidad a los antimicrobianos.

Fueron analizadas los datos de los reportes de urocultivos que tuvieron
crecimiento bacteriano. La resistencia se evalué bajo parametros de Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2015), mediante método manual de difusion
de disco Kirby-Bauer con sensidiscos. Obteniendo como resultado, dentro de las
categorias de factores microbioldgicos, de ellos 67,74% con el germen E. coli
identificado mediant el equipo automatizado Maldi Tof, a los cuales se les
realizaron antibiogramas con el empleo de discos de antibidticos: amikacina,
ciprofloxacina,  fosfomicina, = amoxicilina/acido-clavulanico,  trimetropin-
sulfametoxazol, cefotaxima, ceftazidima, nitrofurantoina, imipenem.

En relacion a los factores biol6gicos el sexo méas afectado fue el femenino. De
acuerdo a los factores terapéuticos E. coli mostro sensibilidad alta para imipenem
(100%), fosfomicina (80,95 %), amikacina (80,95 %), mientras que la mayor
resistencia la presenta frente a trimetropin-sulfametoxazol(75,23%), amoxi/ ac.
clavulanico (68.57 %), ciprofloxacina (45.71%), cefotaxima (38.09%),
nitrofurantoina (37.14%) y ceftazidima (33.33%).

Se concluye que la mejor opcion terapéutica puede ser el uso en primera linea
de fosfomicina, amikacina para el manejo de infecciones de vias urinarias y
eliminar del tratamiento empirico trimetropin/sulfametoxazol por la alta
resistencia encontrada.

Palabras claves: microorganismo, infeccion urinaria, sensibilidad, resistencia.



ABSTRACT

One of the most common causes of primary care consultation are urinary tract
infections having as most frequent pathogen Escherichia coli.

In recent years, the indiscriminate use of antimicrobials has resulted in the

selection of resistant strains that produce failure of empirical treatment and
complication of infectious processes, so an objective was proposed to establish a
protocol of sensitivity pattern of Escherichia coli infection of urinary tract to be
used in the Microbiological Research Center of the city of Guayaquil.
Studying urine cultures received during the period October-November 2015,
analyzing patterns Escherichia coli resistance to demonstrate the antimicrobial
susceptibility. There were analyzed urine cultures from both men and women. The
resistance was evaluated under the parameters of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2015), by manual disk diffusion method of Kirby-Bauer
with sensi-discs. Resulting in positive cultures, of which 67,74% was Escherichia
coli germ identified by automated equipment Maldi Tof, to which were performed
antibiograms with the use of antibiotic disks, amikacin, ciprofloxacin,
fosfomycin, amoxicillin / clavulanate , trimethoprim-sulfamethoxazole,
cefotaxime, ceftazidime, nitrofurantoin, imipenem.

The most affected was the female gender. Escherichia coli showed high
sensitivity to imipenem (100%), fosfomycin (80.9%), amikacin (80.9%), while the
higher resistance against trimethoprim-sulfamethoxazole (75.23%), amoxicillin /
clavulanate (68.57 %), ciprofloxacin (45.71%), ceftazidime (38.09%),
nitrofurantoin (37.14%) and cefotaxime (33.33%). The best treatment option may
be the first-line use of fosfomycin, amikacin for the treatment of urinary tract
infections and eliminate the trimethoprim / sulfamethoxazole empirical treatment

for high resistance encountered.

Keywords: microorganism, urinary tract infection, sensitivity, resistance
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INTRODUCCION

Las infecciones de las vias urinarias se definen como un grupo de condiciones
que tienen en comun la presencia de un namero significativo de bacterias en la
orina. Las infecciones agudas de las vias urinarias se pueden subdividir en dos
grandes categorias anatémicas: la infeccion de las vias inferiores (uretritis, cistitis
y prostatitis) y la infeccion de las vias superiores (pielonefritis aguda, absceso
renal).

La morbilidad por infecciones del tracto urinario adquiridas en la comunidad
es alta y el uropatdogeno mas frecuente es Escherichia coli. ElI aumento de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos limita la administracion de
antibiodticos baratos y de espectro limitado, lo que afecta el costo y el acceso a la
atencion.  Las Infecciones Urinarias representan un desafio para su diagndstico
etiolégico y manejo clinico. EIl riesgo de presentar una Infeccién Urinaria
depende de diversos factores como: el género, edad, actividad sexual, presencia
de embarazo, obstruccién del flujo urinario, cateterizacion
o instrumentacion uroldgica. La forma de verificar su existencia es por medio de
un cultivo microbioldgico (urocultivo), en el que tarda de 18-24 horas el
crecimiento del uropatogeno.

Existe diversidad de opinién en la literatura médica sobre las opciones y
duracién del tratamiento en los distintos procesos infecciosos urinarios, siendo
clave el conocimiento del perfil local de la resistencia antimicrobiana. La terapia
antimicrobiana comenzé en los afos treinta con las sulfonamidas, durante las
décadas siguientes se han producido grandes cambios, tanto en los tipos de
infecciones observadas como en la susceptibilidad y resistencia de los gérmenes,
lo que ha producido una incesante busqueda de alternativas terapéuticas cada vez
mas efectivas, las cuales afiaden a su baja toxicidad, un amplio espectro de
actividad.

Dicho tratamiento varia de acuerdo a la edad del paciente, sexo, enfermedades
asociadas, agente infeccioso y si es de la via urinaria alta o baja. Con este estudio
de caso cualitativo instrumental se ha propuesto determinar la resistencia a los

antimicrobianos e inferir opciones de manejo empirico para el uropatdgeno


http://www.monografias.com/trabajos6/geli/geli.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/elembaraz/elembaraz.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/inba/inba.shtml
http://www.monografias.com/Literatura/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE
http://www.monografias.com/trabajos/epistemologia2/epistemologia2.shtml

comunitario mas frecuente, Escherichia coli, aislado en urocultivos que se

realizaron en el Centro de Investigacion Microbioldgica en Guayaquil.

1.1 Objeto de Estudio

Infeccion de vias urinarias con E.coli

1.2 Campo de Investigacion

Resistencia antimicrobiana de E. coli en urocultivos

1.3 Pregunta cientifica

Como disminuir la alta tasa de resistencia antimicrobiana de E. coli en las
infecciones de vias urinarias en el Centro de Investigacion Microbiologica de
Guayaquil a traves de una identificacion temprana del germen causal y de un

protocolo de patrdn de sensibilidad en urocultivos?

1.4 Delimitacion del problema

La importancia de las infecciones urinarias reside en el enorme impacto que
representa en la poblacidn, constituyendo del 2 al 5% de las consultas de atencion
primaria.

La E. coli ha sido el patdgeno mas frecuentemente aislado en muestras de orina.
La alta tasa de resistencia antimicrobiana de E. coli en los urocultivos ha ido en
aumento en los Gltimos afios. Varios factores han intervenido para que esto ocurra,
el uso incorrecto de las terapias antimicrobianas, asi como los tratamientos
incompletos son dos de los factores bioldgicos que mas intervienen. Debido a esto
las infecciones urinarias por este patdégeno se repiten, lo cual conlleva a los
factores microbioldgicos, trayendo consigo un aumento de cepas de E. coli en la
comunidad, las cuales sufren mutaciones que junto al empleo de terapias
empiricas ineficientes y el mal uso de los antibiéticos las hacen mas resistentes
haciendo necesario el empleo de otros antibidticos. Como consecuencia estan los
factores terapéuticos que se representan en el aumento del costo del tratamiento,
se prolongan las terapias y pueden existir complicaciones afectando la calidad de
vida del paciente y provocando malestar en la poblacion.

Todo esto asociado a la poca conciencia del uso racional de los antibidticos. El

tratamiento empirico de las infecciones urinarias debe tener en cuenta la
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sensibilidad de las bacterias potencialmente causantes de las mismas. El
conocimiento de los patrones de sensibilidad de los gérmenes més frecuentemente
aislados en muestras de orina de cada zona permite aplicar el tratamiento empirico

mas adecuado en caso de infeccion.

1.5 Justificacién

Como existe un problema latente de una alta tasa de resistencia antimicrobiana
observada en E. coli como el uropatégeno mas comunmente aislado se propone
disefiar un protocolo especifico para el patron de sensibilidad de E.coli en
urocultivos mediante el cual serd posible seleccionar tratamientos empiricos y
especificos mas adecuados y la creacion de lineamientos aplicables a nuestro
medio que sean mas eficaces y disminuyan complicaciones y costos.

Es necesario hacer conciencia sobre la importancia de hacer una correcta y
rapida identificacion del padecimiento y microorganismo causal, para dar lugar a
la implementacién de un esquema terapéutico que haya demostrado bajas tasas de

resistencia y que evite el uso incontrolado de antimicrobianos.

1.6 Objetivos
OBJETIVO GENERAL

Disefar un protocolo de patron de sensibilidad de Escherichia coli en infeccion de

vias urinarias en el Centro de Investigacion Microbiolédgica de Guayaquil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Revisando las teorias generales, teorias sustantivas y los referentes empiricos;
mediante el andlisis de los reportes del laboratorio, se desarrollan los siguientes
objetivos especificos:
e Analizar urocultivos con crecimiento bacteriano en el Centro de
Investigacion Microbioldgica de Guayaquil mediante la revision de la
orden de ingreso de laboratorio y la hoja de registro de los resultados de

laboratorio.



e Determinar el aislamiento e identificacion de los microorganismos por
espectrometria de masa MALDI-TOF.

e Analizar los patrones de resistencia de E. coli. para demostrar la
sensibilidad a los antimicrobianos.

e Disefiar un protocolo de patron de sensibilidad de E. coli en urocultivos

para el Centro de Investigacién Microbioldgica.

1.7 Premisa

Sobre la base del andlisis de los referentes tedricos generales y sustantivos y los
referentes empiricos se analizan los urocultivos con crecimiento bacteriano, la
identificacion temprana del microorganismo y el conocimiento del patron de
sensibilidad antibidtica de E. coli, lo cual es fundamental para orientar el
tratamiento empirico mas adecuado para evitar la resistencia de E.coli en

Infeccion de Vias Urinarias.

1.8 Solucién propuesta

En este estudio de caso cualitativo instrumental sobre el problema de la alta
tasa de resistencia de E. coli en infeccion de vias urinarias se propone disefiar e
implementar un protocolo de un patron de sensibilidad para E. coli en urocultivos
para el Centro de Investigacion Microbioldgica, para que se socialice con los
demas laboratorios de Microbiologia y con los médicos generales y especialistas
para generar conocimientos actualizados de Microbiologia.



FUNDAMENTACION TEORICA'YY METODOLOGICA

2.1 Marco Tedrico

2.1.1 Teorias generales

Una infeccion bacteriana de vias urinarias es el tipo de infeccion més comun
que afecta al tracto urinario. Los gérmenes que las producen son en su gran
mayoria bacilos Gram negativos. La orina, es el liquido que los rifiones filtran,
pero normalmente no contiene bacterias; sin embargo la infeccion se puede
producir cuando las bacterias entran a la vejiga o al rifidn y se multiplican en la
orina. Existen infecciones de tres tipos: uretritis, cistitis y pielonefritis. Por lo
general los sintomas mas comunes son dolor de espalda, fiebre alta, y vomitos
(Figueroa E, 2012).

Las infecciones de las vias urinarias son unas de las tres principales causas de
infecciones asociadas a la atencidn de la salud (heridas quirdrgicas, respiratorias y
urinarias). En infecciones de las vias urinarias no complicadas, el patdgeno mas
frecuente, con incidencia de hasta 80%, es E. coli, y el sexo femenino el méas
afectado. Otros agentes patdgenos que suelen producir esta infeccién son:
Klebsiella pneumoniae, Proteus, etc. Y aunque estos son menos frecuentes que E.
coli, en ocasiones son mas agresivos; como es el caso de S. saprophiticus
(Rendon, Reyes, Binet, & F., 2012)

En la incidencia los patdgenos mas frecuentes vienen de la flora intestinal. Es
bien conocido el mecanismo de infeccion “ascendente”, donde el patdogeno es
arrastrado desde la uretra hasta la vejiga y de ahi por los uréteres puede llegar
hasta los rifiones. Las mujeres son mas vulnerables porque su uretra es mas corta,
ademas de patdgenos vaginales que también pueden invadirla. Las mujeres,
durante el coito, embarazo y parto sufren traumatismos uretrales o vesicales que
facilitan la proliferacion o entrada de bacterias a la via urinaria (Manikandan S G.
S., 2011).

Hay varias maneras en que las bacterias entran a la uretra. Las bacterias pueden

ser introducidas en la vejiga de una nifia al limpiarse de atrds hacia adelante
5



después de tener una evacuacion intestinal, esto puede contaminar la abertura de
la uretra. En mujeres adultas durante las relaciones sexuales, las bacterias del area
de la vagina pueden ser empujadas dentro de la uretra y con el tiempo terminan en
la vejiga, donde la orina crea un ambiente propicio para el crecimiento de las
bacterias. Esta es la razon por la que las mujeres que son sexualmente activas a
menudo sufren de infecciones urinarias. El uso de espermicidas y diafragmas
como anticonceptivos también puede aumentar el riesgo de desarrollar una

infeccion del tracto urinario (Figueroa E, 2012).

Las Infecciones de vias urinarias bajas usualmente producen ciertos sintomas
clinicos que ayudan en su diagndstico. Hay varios sintomas que se asocian con las
infecciones de vias urinarias: miccion frecuente, disuria, polaquiuria, dolor en la
parte inferior del abdomen, dolor por encima del hueso pabico (en las mujeres),
una sensacion de tener el recto lleno (en los hombres), orina con mal olor, fiebre
leve, una sensacion general de malestar, temblor y fatiga. Una infeccidn de rifion
podria presentar sintomas mas graves, incluyendo: fiebre alta, escalofrios, nduseas
y vomitos, dolor abdominal, hematuria, dolor de espalda, justo encima de la
cintura. Estos sintomas y signos (mas una historia clinica completa) nos pueden
dirigir a la sospecha diagnostica de una infeccion, la cual podemos confirmar

mediante un analisis de laboratorio de la orina del paciente (Jeon, 2012).

El urocultivo y antibiograma son de uso comun y necesario en el tratamiento
de dicha enfermedad y permite conocer tanto el agente causal como un perfil de
resistencia/sensibilidad a antibacterianos (Schaeffer Anthony J. MD I. Schaeffer
Edward M., 2012). Para que la terapia sea lo mas eficaz posible, el médico
tiene que decidirla basandose en pilares fundamentales: a) deducir qué bacteria
tiene més probabilidades de ser la causa de la infeccion a partir de las
caracteristicas del paciente, especialmente su edad, sexo, estado de las vias
urinarias, y terapia previa, y b) deducir qué antibidtico es el mas eficaz para
aquella bacteria a partir de los datos locales de sensibilidad antimicrobiana
(Tucto-Succhil & Pedro Mercado-Martinez, 2014).



Generalmente el tratamiento antibidtico se inicia al instante después de la toma
de muestra de orina, y se realiza de forma empirica hasta obtener el resultado de
un cultivo y antibiograma que demuestre la sensibilidad o resistencia del
microorganismo causal frente al antibidtico inicialmente prescrito y se basa a
consideracién de la clinica observada por el médico y teniendo en cuenta
consideraciones epidemioldgicas, y los estudios realizados donde se indica que los
patdgenos mas frecuentemente aislados pertenecen a la familia Enterobacteriacea.
Esto implica que es necesario conocer la susceptibilidad in vitro de los agentes
etioldgicos de ITU, frente a los antimicrobianos de uso habitual, debido al
fendbmeno dindmico y en constante aumento de la resistencia bacteriana.
(Vellinga, 2012).

El tratamiento de las infecciones de vias urinarias se ha realizado por
muchos afios mediante la prescripcién por parte del clinico de agentes
antimicrobianos los cuales deben ser tomados durante 5-10 dias. Con el pasar de
los afios se han implementado terapias mas cortas donde se reduce el consumo
de antibioticos y se disminuye las dosis. Esto ha sido beneficioso ya que el
paciente cumple con el tratamiento, se reduce la resistencia de los patégenos a
loa antimicrobianos y reduce el costo del tratamiento. Para lograr esto ha sido
necesario crear nuevos antibidticos que cumplan con algunas propiedades
como el ser activo in vitro frente a los patégenos urinarios comunes, alcanzar
elevadas concentraciones en orina y que se prolonguen, que su actividad
bactericida sea rapida frente a E. coli y otros uropatdgenos frecuentes en las
infecciones de vias urinarias, ser bajo inductor de resistencias, no poseer
resistencia cruzada con otros antibidticos y ser bien tolerado (Tucto-Succhil &
Pedro Mercado-Martinez, 2014).

En nifios y en adultos las infecciones pueden producir reflujo de orina y, de esta
forma, dafio renal. En adultos hombres las infecciones recurrentes suelen
complicarse con prostatitis, prolongando su tratamiento hasta cuatro semanas de
antimicrobianos. Las infecciones recurrentes de las vias urinarias se relacionan
con la genética, promiscuidad sexual, anomalias urogenitales, menopausia y

cirugia pélvica previa (Nimri L, 2010). Cuando en las infecciones de vias
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urinarias se realiza un tratamiento adecuado y oportuno se logra reducir el
problema en la mayoria de los casos y se disminuye la aparicion de

complicaciones como infecciones recurrentes, e infecciones sistémicas.

2.1.2 Teoria sustantiva

Resistencia antimicrobiana

En las Gltimas décadas se ha visto, de forma alarmante, el aumento de
resistencias en todos los microorganismos; esto se ha convertido en un problema,
pues las cepas mutantes se dispersan de forma preocupante, sobre todo en el
medio intrahospitalario. Los mecanismos por los que incrementan su resistencia
son: plasmidos, transposones y bacteriéfagos. Estos poseen la adaptacion de un
fragmento de ADN recombinante extranjero que se afiade al genoma del
patdgeno; o bien de forma inicial en mutaciones en el genoma de una bacteria
(Manikandan S G. S., 2011).

Las bacterias tienen defensas intrinsecas y extrinsecas que las protegen de
los antibidticos, la resistencia bacteriana intrinseca es una caracteristica
inherente de las bacterias que evita la accidn de los antibioticos, por ejemplo,
algunas paredes celulares bacterianas impiden la entrada de los antibi6ticos o
contienen bombas que expulsan a los antibidticos desde el interior de la
célula. La resistencia bacteriana extrinseca o adquirida resulta de la
exposicion inadecuada de las bacterias a los antibioticos produciéndose cepas
resistentes. En los ultimos afios se ha detectado una progresiva disminucion en
la sensibilidad de E.coli a los antimicrobianos utilizados habitualmente para el
tratamiento de las infecciones de vias urinarias. (Tucto-Succhil & Pedro
Mercado-Martinez, 2014).

Para Escherichia coli se ha observado un aumento notable en la resistencia
ante los antimicrobianos de primera linea que tradicionalmente eran suficientes
para su tratamiento. Esta resistencia emergente se debe a la mutacion de cepas
susceptibles y a la diseminacion de las cepas ya resistentes. Quiza la profilaxis

en el tratamiento de infecciones de vias urinarias recurrentes estimule la



produccién de mutaciones en los distintos patdgenos (Rendon, Reyes, Binet, &
F., 2012).

La resistencia bacteriana de E. colia los antibioticos se relaciona con el
consumo de éstos ya que, la presion selectiva que ejercen, favorece la creacion,
adaptacion y diseminacion de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.
La prevalencia creciente de resistencias hace imprescindible que para orientar
racionalmente el tratamiento empirico de la infeccion urinaria en el medio
extrahospitalario, lo que constituye una préctica habitual y recomendada, los
laboratorios de microbiologia informen periédicamente a los clinicos de los
patrones de sensibilidad de las bacterias potencialmente causantes de infeccion en

cada area geogréafica (Lee, 2013).

El mayor consumo de antibidticos, especialmente cefalosporinas y
fluoroquinolonas, ha favorecido el aumento de Escherichia coli con patrén de
multirresistencia debido a la produccion o hiperproduccién de betalactamasas,
especialmente las betalactamasas de espectro extendido. Desde la década de
1990, enterobacterias multi-resistentes productoras de betalactamasa de amplio
espectro han emergido en las infecciones de vias urinarias adquiridas en la
comunidad y actualmente se reporta incluso presencia de resistencia cada dia mas

elevada de E. coli a las fluoroquinolonas (Darquea, 2014).

Los plasmidos que codifican estas betalactamasas y gque inactivan, penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam, contienen con frecuencia, otros genes de resistencia
para distintos antimicrobianos, como aminoglucosidos, tetraciclinas vy
cotrimoxazol. Excluyendo estos antimicrobianos, las alternativas terapéuticas para
el adecuado tratamiento de las infecciones del tracto urinario comunitarias
causadas por cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

son muy limitadas (Morales Parra, 2012).

La resistencia a los inhibidores de la betalactamasa puede deberse a varios
mecanismos: a)hiperproduccion de la enzima (es el mecanismo mas

comun); b) betalactamasas que no se han originado en TEM o SHV pero que se
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relacionan con las cefalosporinasas de las enterobacterias (enzimas de clase C;
clasificacion de Ambler); ¢) produccion plasmidica de betalactamasa OXA
(oxacilinasa), menos sensible también que las TEM-1 a los inhibidores,
y d) produccion de enzimas derivadas de TEM cuya actividad betalactamasa no es

claramente inhibida por el acido-clavulanico (Velasco, 2010).

Uno de los mecanismos de resistencia reconocidos a las quinolonas, es la
disminucion de la permeabilidad de la membrana celular por reduccién en las
porinas de dicha membrana, lo que trae por consecuencia una baja penetracion
intracelular del antibidtico y un aumento de la concentracion minima inhibitoria
por la alteracion de la girasa del DNA. En vista del incremento tan acelerado
de E. coliresistente a quinolonas, estos antibidticos deberian emplearse

exclusivamente en 1\VU no complicadas.

Actualmente, se reconoce la influencia que ejerce la emergencia de bacterias
con patrones de resistencia en la gravedad de este tipo de infecciones, a tal punto
que se considera un problema de salud publica, tanto en el ambito nosocomial
como en el comunitario. El conocimiento del mapa de sensibilidad antimicrobiana
en cada zona geografica permitiria hacer frente a esta situacion problematica, ya
que se podria mejorar el uso de antibidticos y se facilitaria la eleccion del

tratamiento empirico. (Castro-Orozco Raimundo, 2010)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que la prescripcion no
adecuada y abusiva de los antibidticos, la prolongacion de los planes mas alla de
lo necesario, la irregularidad en la toma de las drogas, la automedicacién y el
aumento del consumo de antibidticos son las principales causas reconocidas del
incremento de la resistencia bacteriana. (Lo, 2013). Por ello, en la actualidad
es importante mantener una Vvigilancia de los perfiles de resistencia
bacteriana en infecciones de vias urinarias que permita dar orientaciones
terapéuticas a nivel local y nacional, con lo cual se puede evitar la seleccion y
diseminacion de cepas resistentes (Tucto-Succhil & Pedro Mercado-Martinez,
2014).
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Identificacion de Cultivos Bacterianos por Espectrometria de Masa,

MALDI TOF

Por muchos afios la identificacion bacteriana se ha basado en la utilizacion de
métodos bioquimicos y fenotipicos, donde se incluyen las caracteristicas
morfologicas que presentan los microorganismos cuando se desarrollan en
diferentes medios de cultivos. Estos procesos consumen bastante tiempo del
personal del laboratorio y genera una carga grande de trabajo por la demora que
puede tener lograr la identificacion del agente patdgeno lo que retrasa a su vez el
resultado que emitira el laboratorio y repercute en la salud del paciente, ya que
entre mas demore el resultado mas tarda el clinico en recetar el antimicrobiano
apropiado.

Se ha estado trabajando en la busqueda de métodos que sean capaces de
aumentar la exactitud y logren disminuir los tiempos de respuesta en la
identificacion bacteriana. Uno de estos métodos se basa en la identificacion
bacteriana mediante la espectrometria de masas, especificamente en el MALDI-
TOF, por su sigla en inglés matrix-assisted laser desorption/ionization, time-of-
flight (desorcién/ionizacion laser asistida por matriz, tiempo de vuelo) el cual se
emplea para la identificacion de los microorganismos (bacterias, levaduras,
hongos y micobacterias) mediante el andlisis de biomoléculas (biopolimeros
como las proteinas los péptidos y los azlcares) y moléculas organicas grandes
(como los polimeros, los dendrimeros y otras macromoléculas) que tienden a
hacerse fragiles y fragmentarse cuando son ionizadas por métodos mas
convencionales. Se basa en medir proteinas (patrones de espectrometria de masa),
utiliza el célculo de tiempo de migracién (tiempo de vuelo) de cada fragmento de
una molécula a través de un trayecto predeterminado previa desorcién/ionizacion
laser de la molécula en una matriz determinada.

Para la identificacion microbiana por MALDI-TOF se deben seguir los
siguientes pasos sencillos: se toma una colonia aislada, se le realiza una
espectrometria de masas la cual se compara con la base de datos del equipo que
consta de miles de especies y se obtiene el resultado en pocos minutos. (Garcia,
2012)
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2.1.3Referentes empiricos

Se han encontrado referencias de investigaciones relacionadas a las infecciones
del tracto urinario, especialmente causadas por Escherichia coli, asi como la alta
resistencia que este microorganismo a alcanzado en los Gltimos afios, apareciendo
en una frecuencia mayor las cepas Escherichia coli productoras de beta
lactamasas de amplio espectro que han sido aisladas de muestras de orinas tanto
en pacientes adultos como jovenes ya sea en el ambiente hospitalario o en el
ambulatorio. Estos estudios apoyan al sector médico y ayudan a la prevencion del
aumento de la resistencia a los antibidticos evitando la aparicion de
microorganismos multiresistentes.

Segun articulo de Paramo-Rivas y colaboradores publicado en el afio 2015 en
México, Escherichia coli es el uropatégeno mas frecuente en la infeccién de vias
urinarias; y se ha aislado en mas del 85% de los casos. Para los autores del estudio
el tratamiento empirico de la infeccion de vias urinarias se basa en la
administracion de antimicrobianos de primera linea, como trimetoprim-
sulfametoxazol. Para el caso de infecciones en vias urinarias bajas la alternativa es
nitrofurantoina y para el tratamiento de la infeccion de las vias urinarias altas se
recomienda el uso de ciprofloxacino, ceftriaxona y aminoglucésidos. Paramo-
Rivas y colaboradores plantean que, la administracion indiscriminada de
antimicrobianos ha resultado en la seleccién de cepas resistentes que producen
fracaso del tratamiento empirico y complicacion de los procesos infecciosos y que
son las enterobacterias los principales microorganismos asociados con beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Paramo-Rivas y colaboradores realizaron un estudio con el proposito de
identificar la frecuencia de patdgenos y los patrones de resistencia a
antimicrobianos de microorganismos aislados en pacientes con infeccion de vias
urinarias adquirida en la comunidad y hospitalizados en un sector de la Ciudad de
México y como resultado de la investigacion concluyeron que administracion
indiscriminada de antimicrobianos ha llevado a la generacion de cepas resistentes
que representa un problema creciente en paises en vias de desarrollo. El principal

microorganismo aislado fue E. coli y que existe una tendencia al incremento de
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cepas productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
multirresistentes a antimicrobianos (Paramo-Rivas F, 2015).

Resultados similares fueron obtenidos por Betran y colaboradores en el 2015
cuando realizaron un estudio sobre la resistencia antibiotica de E.coli en
infecciones urinarias en una region de Espafia. En el trabajo publicado Betran
indica que el principal agente etioldgico de las ITU adquiridas en la comunidad, y
el que méas se ha asociado a recidivas, es Escherichia coli ademas plantea que el
conocimiento de los patrones antibidticos de las bacterias que mas frecuentemente
producen ITU en el dmbito local es importante para indicar un tratamiento
empirico racional y adecuado. En el trabajo los autores evaluaron la resistencia a
varios antibidticos en cepas de E. coli aisladas en muestras de orina y valoraron si
algunas de las pautas de tratamiento empirico comdnmente aceptadas y
recomendadas por guias clinicas, serian aplicables en su entorno.

En el estudio realizado por Betran y colaboradores, E. coli fue la bacteria mas
frecuentemente aislada, suponiendo el 61,08% del total de urocultivos positivos.
Se observd la evolucion del patron de resistencia bacteriana de E. coli, en el
estudio comprobaron un aumento de resistencia estadisticamente significativo. En
este estudio recomiendan no emplear el Amoxicilina-clavulanico para el
tratamiento empirico de la infeccion urinaria y recomiendan el empleo de la
Fosfomicina debido a su elevada actividad in vitro (sensibilidad superior al 96%)
lo que la convierte en una alternativa de primera linea en el tratamiento empirico
de las ITU. (Betrén, 2015).

La aparicion cada vez méas frecuente de Escherichia coli productora de
betalactamasas de espectro extendido estdn constituyendo un grave problema a
nivel de salud publica, debido a que pone en peligro la actividad de los
antibidticos de amplio espectro, lo cual genera grandes dificultades terapéuticas
teniendo repercusion en los pacientes.

En un estudio realizado en el 2014 en Peru, presentado por Diaz Monge se
observo que de los antibidticos mas frecuentemente usados en la préctica clinica,
existe una resistencia de E. coli a trimetoprim/ sulfametoxazol del 74% (Diaz-
Monge, 2015), valor que se encuentra por encima de lo encontrado en paises
europeos donde la resistencia de E. coli a trimetoprim/ sulfametoxazol varia de

19,1% - 34,5%. (Tucto-Succhil & Pedro Mercado-Martinez, 2014).
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En el estudio realizado por Diaz-Monge y colaboradores también se mostrd un
porcentaje de resistencia elevado (60%) a las quinolonas. La importancia de las
quinolonas radica, en que ademas de tener buena actividad contra
microorganismos gramnegativos, su alta concentracion en orina hacen que su uso
sea especifico para infecciones del tracto urinario. Por lo tanto encontrar
porcentajes de resistencia que superen el 50% constituye un problema de salud
publica.

Otro aspecto importante en las investigaciones sobre las infecciones en vias
urinarias es el planteado por Darquea en el 2014 donde plantea que ademés hay
que tomar en cuenta el género del paciente debido a que los datos
epidemioldgicos demuestran que son las pacientes femeninas quienes presentan
con mas frecuencia este padecimiento. Multiples razones son dadas para explicar
esta predilecciéon. Las mas importantes parecen ser razones anatomicas (uretra
mas corta, y cercania de uretra a focos de posible infeccion como son el Introito
vaginal y ano.) También es propuesta la explicacion de que después de una
relacion sexual la uretra sufre contusiones durante la misma lo cual predispone a
una infeccion. Esto tiene sentido especialmente cuando observamos que la
incidencia de IVU en paciente femeninas sexualmente activas es mayor (Darquea,
2014)

En el afio 2014 Tucto-Succhil y colaboradores realizaron un estudio sobre la
resistencia bacteriana de cepas de E. coli aisladas de muestras de infecciones
urinarias. En el estudio detectaron elevadas tasas de resistencia a varios
antibidticos probados, entre ellos trimetoprima/ sulfametozaxol (74%) vy
Ciprofloxacino (67%). La Sociedad Americana para las Enfermedades
Infecciosas (IDSA) recomiendan no utilizar antimicrobianos en las 1TUs cuando
los estudios de vigilancia demuestren una prevalencia de resistencia >20.0%.
También detectaron antimicrobianos con una resistencia < a 20% tal como la
Amoxicilina-Acido Clavulanico (8%); pero para Imipenem, no se observo cepas
de E. coli resistentes. Estos porcentajes de resistencia resultan realmente
importantes ya que son similares a los hallados en diferentes estudios en otros
paises lo que quiere decir que la resistencia que se maneja es comparable, y se
deben acoger e implementar medidas para el control de esta resistencia. (Tucto-

Succhil & Pedro Mercado-Martinez, 2014)
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2.2Marco Metodoldgico

A la metodologia cualitativa se la ha identificado tradicionalmente con el
estudio de casos, el cual utiliza una seleccion de sujetos u objetos para ser
estudiados. El estudio de caso es el analisis de una situacion, que implica algun
problema en particular. Segun este aspecto los casos pueden ser especificos, para
una comunidad cientifica y se estudian con la finalidad de conocerlos mejor. El
estudio de caso instrumental se utiliza para el refinamiento de teorias y para

avanzar en la comprension de aquello que deseamos investigar. (Rosa, 2012).

2.2.1Categorias

En este estudio de caso cualitativo se presentan los factores bioldgicos,
microbioldgicos y terapéuticos que afectan a la alta tasa de resistencia
antimicrobiana y que conllevan a complicaciones en el tratamiento debido a la
poca conciencia en el uso racional de antimicrobianos y que tiene un enfoque
directo con todos los factores. Siendo factores bioldgicos el uso incorrecto y la
aplicacion incompleta de la terapia antimicrobiana, sexo femenino; los factores
microbioldgicos que constituyen las infecciones de vias urinarias que se hacen
mas recurrentes y conllevan a la mutacion que sufren los patégenos por la
resistencia bacteriana y los factores terapéuticos como el empleo de las terapias
empiricas inadecuadas, lo cual conlleva a interrumpir el tratamiento inicial y
empezar un esquema nuevo de antimicrobianos lo que aumenta el tiempo y costo
del tratamiento; por ello fue necesario realizar el estudio de la sensibilidad del
patégeno mas frecuentemente encontrado en las infecciones de vias urinarias para

proponer el protocolo mas adecuado para su tratamiento (Tabla 1).

2.2.2 Dimensiones

La alta tasa de resistencia antimicrobiana de E. coli en las infecciones de vias
urinarias, la cual se relaciona con el consumo de estos ya que, la presion selectiva
que ejercen, favorece la creacion, adaptacion y diseminacion de mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos. Por ello, los laboratorios de microbiologia
deben informar periodicamente a los médicos sobre los patrones de sensibilidad
de las bacterias potencialmente causantes de infeccion en cada area geografica
para poder dar orientaciones terapéuticas a nivel local (Tabla 1).
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2.2.3 Instrumentos

Para la recoleccidn de las muestras y el anlisis de las mismas se tuvo en cuenta
la orden o solicitud del cultivo y antibiograma generada por el médico y entregada
junto a la muestra en el laboratorio. Se generd una orden de ingreso propia del
laboratorio (anexos) donde se recogieron todos los datos necesarios y establecidos
por el laboratorio siguiendo los procedimientos de calidad establecido. Se le
indico un codigo a la muestra que fue la referencia para la trazabilidad de la
misma. Se genero un reporte con los datos obtenidos de sensibilidad de cada una
de las muestras positivas con crecimiento bacteriano y seleccionando para este

estudio los urocultivos con aislamiento de E. coli.

2.2.4 Unidad de analisis

Este estudio de caso cualitativo instrumental se realiz6 en el &rea de
bacteriologia del Centro de Investigacion Microbiolégica de la ciudad de
Guayaquil. Se analizaron urocultivos que fueron recibidos en los meses de
octubre-noviembre del afio 2015, siguiendo los estandares y protocolos de calidad
establecidos en la institucion en la cual se labora bajo la certificacion de calidad

Norma ISO 9001:2008 en las fases pre-analitica, analitica y post analitica.

2.2.5 Gestion de datos
La informacién recopilada mediante el andlisis de los resultados de los reportes

del laboratorio fue procesada, interpretada y posteriormente analizada (Figura 5)

Recoleccion de muestras de orina y aislamiento e identificacién de
Escherichia coli
Se recolectdé muestra de orina para urocultivos de ambos sexos. Las muestras
fueron procesadas de inmediato en el laboratorio. El urocultivo se realizd
mediante siembra con asa calibrada sobre la superficie de la caja de agar. Los
cultivos fueron incubados a 35 + 2°C de 18-24 horas, después de la incubacion

se realizo lectura de las cajas (Figura 11).
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Se seleccionaron las colonias medianas, circulares, lactosa positiva con
crecimiento en Agar Mac Conkey. Se consideré cultivo positivo cuando se
obtuvo un recuento mayor o igual a 100.000 UFC/mL. Se realizd una
coloracion de Gram para identificar a los bacilos Gram negativos.
Posteriormente, se realizo la identificacion de Escherichia coli empleando el
equipo Maldi-Tof de Bruker (Figura 3). Una vez identificada la bacteria se
procedio a realizar el antibiograma manual empleando la técnica y el método
Kirby Bauer.

Preparacion del inoculo

A partir del cultivo puro, se selecciond con un hisopo estéril la superficie de
colonias morfoldgicamente similares y bien aisladas, se colocaron en tubos con
solucion salina estéril para inoculo, la turbidez final fue equivalente a la del
patrén de turbidez 0,5 en la escala de Mc Farland, para lo cual se empled un
turbidimetro calibrado para verificar la turbidez del inoculo. Se agitd la
suspension durante pocos segundos y luego se procedid a realizar el antibiograma
por difusion de disco en Agar Muller-Hinton. EI método de difusion de disco en
agar es cualitativo, y se caracteriza por ser facilmente estandarizable y que esta
indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido.

Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo puro para
poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibidtica. Para esto se utiliza la
técnica de aislamiento en placas que contengan un medio adecuado para la cepa en
estudio. El antibiograma por disco difusion basado en el trabajo de Bauer, Kirby y
colaboradores, es uno de los métodos que la CLSI 2015 recomienda para la

determinacién de la sensibilidad bacteriana a los antibioticos.

En una placa de Agar Mueller Hinton se inoculo la suspension de la cepa E. coli
identificada, posteriormente se colocaron discos de papel de filtro impregnados con
los diferentes antibidticos los cuales fueron colocados con pinza estéril y
distribuidos de manera que no hubiese superposicién de los halos de inhibicion. Se
procedié a la incubacion de las placas por un periodo de 18-24 horas a una
temperatura de 35+2 °C, transcurridas las horas se procedié a la lectura de las
placas. Los discos aparecieron rodeados o no por una zona de inhibicion de

crecimiento bacteriano lo que permite la interpretacion de los resultados (Tabla 3).
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Se les realizo el test fenotipico del doble disco para evidenciar la produccion de
betalactamasas de espectro extendido. Para el control de calidad se utilizaron las
cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 1705. La
interpretacion de los resultados se realizé en funcion de los criterios del CLSI
2015. (Tabla 2, Figura 12).

Interpretacion de la susceptibilidad antibiotica

Para la interpretacion de la Susceptibilidad antibidtica se siguieron las
siguientes normas: se determinaron cepas sensibles o resistentes de acuerdo
a las dimensiones de los halos, segun los parametros del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2015).

2.2.6 Criterios éticos

Este estudio de caso cualitativo se realiz6 respetando el codigo de ética
establecido en el laboratorio en cumplimiento a su sistema de gestion de calidad.
Considerandose el no falsificar datos ni resultados y proceder siempre con
honestidad, se solicito al Director Tecnico del Centro de Investigacion
Microbioldgica de Guayaquil, permita llevar a cabo esta investigacion mediante

una solicitud de viabilidad que fue aprobada (Figura 1).

Los resultados fueron protegidos mediante sistema informéatico con clave de
acceso solo al personal técnico, la documentacién generada se almaceno en las
areas de estadistica del laboratorio con acceso restringido. Todo el personal

involucrado firmo acta de confidencialidad.

2.2.7 Resultados

En este estudio de caso cualitativo se incluyeron del 100% de urocultivos
analizados, se seleccionaron el 20,28% que mostraron desarrollo bacteriano por
lo que fueron seleccionados para realizar la identificacion microbiana mediante
espectrometria de masa por método automatizado empleando el equipo MALDI-
TOF. El empleo de este equipo para la identificacion permitié obtener una
identificacion temprana de género y especie posibilitando la realizacion del
antibiograma ya con este conocimiento previo.
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Obtener esta identificacion hasta el término de especie en unos pocos minutos
después de tener el desarrollo temprano de una colonia en el medio de cultivo, es
de gran utilidad ya que se puede realizar la entrega de un informe preliminar al
clinico, y esto junto al conocimiento de referentes del patron de sensibilidad o
resistencia, se puede ser mas preciso en pre-escribir el antibiético adecuado lo
que le permite conducir el tratamiento empirico de antibi6tico de una manera mas
eficiente.

La edad promedio de los pacientes fue de 38 afios. Como resultado obtuvimos
que el sexo de mayor afectacion fue el femenino con un 78.7% de los cultivos
positivos, mientras el sexo masculino fue afectado en 21.29%. EIl patdgeno mas
frecuente en el global de pacientes fue Escherichia coli con 67.74%, el resto de
los microorganismos aislados se encontraron en el siguiente porcentaje Klebsiella
pneumoniae (11.61%), Streptococcus agalactiae (9.03%), Proteus mirabilis
(3.22%), Enterococcus faecalis (1.93%) Pseudomonas aeruginosas (2.58%),
Acinetobacter baumanii(1.93%). (Figura 6).

En este estudio se determind cual fue el patron de resistencia de los
asilamientos de cepas de Escherichia coli con los antibidticos empleados. Se
revisé individualmente cada uno de los antibiogramas y se registro la
sensibilidad y/o resistencia a los antibioticos empleados. También se determino
cual fueron las cepas productoras de beta lactamasas y en qué porcentaje fueron

halladas.

El medicamento frente al cual las cepas de Escherichia coli mostraron mayor
resistencia fue Trimetropim-sulfametoxazol (75.23%), seguido de Amoxi/Acido
clavulanico (68.57%), Ciprofloxacina (45.71%), Cefotaxima (38.09%),
Nitrofurantoina (37.14%), Ceftazidima (33.33%). Fosfomicina y Amikacina
fueron los antibioticos que presentaron menor resistencia siendo de un 19.04% en

cada uno (Figura 9).

Las cefalosporinas  de tercera generacion ensayada en este estudio,
presentaron un porcentaje de resistencia del 38.09 y 33.33 %, para cefotaxime y
ceftazidime respectivamente; por lo que podrian considerarse una alternativa

valida para el tratamiento empirico de infecciones urinarias, aunque sus tasas de
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recurrencias pueden ser mayores debido a su actividad anaerobicida y ademas es
preciso un tratamiento mas prolongado que otras opciones antibidticas para
lograr la misma eficacia erradicadora y esto podria provocar que el paciente deje

de administrarlo y recurra en la infeccion.

La nitrofurantoina, a pesar de su sensibilidad (63%) y su probada eficacia en
el tratamiento de las infecciones del tracto urinario, se emplea muy poco por su
potencial toxicidad pulmonar, y quiza por ello el porcentaje de sensibilidad se ha
mantenido estable en los ultimos afios. La nitrofurantoina es un nitrofurano
antibacteriano que se utiliza especificamente para el tratamiento de las
infecciones urinarias producidas por gérmenes Gram- negativos y por algunos

Gram-positivos.

En el caso de la ciprofloxacina, la resistencia encontrada (45.71%), puede
deberse al uso indiscriminado de este antibidtico de via oral. Uno de los
mecanismos de resistencia reconocidos a las quinolonas, es la disminucién de la
permeabilidad de la membrana celular por reduccion en las porinas de dicha
membrana, lo que trae por consecuencia una baja penetracion intracelular del

antibidtico y un aumento de la concentracion minima inhibitoria.

En este estudio, la tasa de resistencia a quinolonas fue del 45.71% y segun este
dato, su uso empirico en infecciones urinarias estaria aceptado y existen estudios
que defienden su gran utilidad en el tratamiento empirico de las cistitis no
complicadas aun con este porcentaje de resistencia debido fundamentalmente a la
alta concentracién que alcanza el farmaco en la orina.

Otro factor importante que se tomo en cuenta cuando se registré al agente
etioldgico, fue si el agente era productor de BLEE (betalactamasa de espectro
extendido). De los aislamientos de Escherichia coli analizados el 32.38% fueron
productores de betalactamasas de espectro extendido. De las muestras con cepas
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) la mayoria
pertenecian al sexo femenino que es mas afectado en cuanto a infecciones por E.
coli del tracto urinario (Figuras 7 y 8).

El Imipenem mostro una sensibilidad del 100% en todas las cepas de
Escherichia coli aisladas en este estudio. La sensibilidad total de este ultimo
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antibidtico, confirma su utilidad como droga de eleccion en el tratamiento de las
infecciones causadas por bacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE).

La fosfomicina es una buena alternativa como tratamiento de primera eleccion
dada la excelente sensibilidad de E. coli frente a dicho antibidtico observada en el

estudio realizado y su baja resistencia (19.04%). (Figura 10).

Segln los datos obtenidos en este estudio, el tratamiento empirico de primera
eleccion para las infecciones urinarias extrahospitalarias en esta area sanitaria
podria ser Fosfomicina o Amikacina. No se recomendaria como pauta de primera
eleccion el tratamiento con Trimetoprim- sulfametoxazol ni quinolonas por el

elevado indice de resistencias que presentaron.

2.2.8 Discusién

El uso de antibacterianos es un paso importante en el tratamiento de las
infecciones de vias urinarias y el uso empirico de estos medicamentos es practica
comun. Actualmente tenemos que enfocarnos en el problema de las resistencias a
antibacterianos que resulta ser cada vez mas comun. El problema de las
resistencias no es un tema nuevo. Desde la implementacion de cualquier
antibacteriano, el uso de estos medicamentos crea una seleccion involuntaria por
nuestra parte de organismos resistentes o semi-resistentes hasta que resulta
gue estos organismos se vuelven cada vez mas y mas comunes. El resultado es
una poblacién de microorganismos a los cuales anteriormente se podian combatir
con una amplia seleccion de medicamentos efectivos y baratos, pero que ahora

requieren de nuevos farmacos debido a la inefectividad ciertos medicamentos.

El incremento de la aparicion y diseminacion de estos nuevos
microorganismos resistentes depende de nosotros. Aunque es verdad que en la
naturaleza ocurren ciertos subpoblaciones de microorganismos que posean
cierta resistencia a ciertos farmacos, ha sido la presion evolutiva puesta por
nosotros desde la creacién de los antibacterianos que ha causado la diseminacion
de organismos resistentes y multiresistentes. EIl problema principal se atribuye al
mal uso y al sobreuso de antibacterianos (Darquea, 2014).
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De acuerdo a las categorias del CDIU los siguientes resultados corresponden a
los factores microbioldgicos. En este estudio realizado E. coli fue la bacteria mas
frecuentemente aislada, suponiendo el 67.74% del total de urocultivos positivos
de pacientes ambulatorios de diferentes zonas de la ciudad de Guayaquil. Estos
datos concuerdan con los estudios publicados por Paramos-Rivas en el afio 2015
en México donde plantean que el 85% de los aislamientos en urocultivos
positivos correspondieron a la cepa Escherichia coli. Lo mismo concuerda con el
estudio realizado por Betran y colaboradores también en el afio 2015 en Espafia
donde E. coli fue la bacteria mas frecuentemente aislada, suponiendo el 61,08%
del total de urocultivos positivos que tuvieron en su estudio, siendo este
porcentaje similar al encontrado en este estudio.

De los aislamientos de Escherichia coli analizados el 32.38% fueron
productores de betalactamasas de espectro extendido siendo este un ndmero
elevado de cepas productoras de BLEE en el area estudiada. Este resultado
muestra que existe una alta tendencia al incremento de cepas de E. coli
productoras de BLEE provenientes de infecciones del tracto urinario. Datos
similares e igual conclusion llegaron Paramo-Rivas y colaboradores en el 2015 en
México donde plantearon que existe una tendencia al incremento de cepas
productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) multirresistentes a
antimicrobianos, en el estudio plantean que la alta prevalencia de Escherichia coli
urinaria productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), muy
probablemente sea debido a varios factores, entre ellos el uso indebido y
exagerado de antibidticos que contribuye al aumento de cepas bacterianas
multirresistentes. Ademas, la prescripcidbn no adecuada y abusiva de los
antibidticos, la prolongacion de los planes mas alla de lo necesario, la aplicacién
de dosis no optimas y la irregularidad en la toma de las drogas, son los principales
factores que han llevado a que hoy la tasa de resistencia antimicrobiana sea tan

elevada.

En el estudio realizado por Diaz-Monge y colaboradores en el 2015 en Peru
donde analizaron un grupo de urocultivos obtuvieron como resultado que el 4,3%
de las cepas de E. coli aisladas mostrd ser productora de betalactamasas de
espectro extendido lo cual constituyo una alarma para el personal de infectologia

debido al incremento de las BLEE en los ultimos afios ya que en un primer
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momento del descubrimiento de las E. coli BLEE, su presencia solo se asociaba a
brotes en hospitales, especificamente en las areas de cuidados intensivos y de
cirugia, pero ahora estan apareciendo en aislamientos de muestras de orina de
infecciones urinarias no complicadas lo que pone en alerta al personal médico.

Se conoce que los genes que codifican las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y los que codifican la resistencia a otros antimicrobianos, pueden residir
en el mismo plasmido conjugativo y por lo tanto, se trasmiten juntos de un
microorganismo a otro, confiriendo el perfil de resistencia mdltiple, lo cual
complica la situacion del paciente, ya que se limitan las opciones de tratamiento
con antibidticos baratos y efectivos, teniendo que recurrir al uso de

antimicrobianos caros tipo carbapenems y de uso intrahospitalario.

La progresiva disminucion de la sensibilidad de Escherichia coli a los
antimicrobianos y la aparicion y diseminacion de cepas productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), motivan que el tratamiento de las
infecciones de vias urinarias (IVU) causadas por este microorganismo constituya,
en algunos casos, un importante problema terapéutico. Por lo tanto, se hace
imprescindible y obligatorio realizar a todo paciente que tenga IVU el cultivo y
antibiograma que permita conocer los patrones de resistencia para instaurar el
tratamiento adecuado, y asi evitar el uso empirico de los antibiéticos usados en
infecciones urinarias, la aparicion de nuevas resistencias y el aumento de cepas

productoras de Betalactamasas de espectro extendido. (Morales Parra, 2012)

De acuerdo a las categorias del CDIU los siguientes resultados corresponden a
los factores terapéuticos. EIl imipenem fue el antibi6tico que no presentd ninguna
resistencia a las cepas de E. coli aisladas, este resultado concuerda con el obtenido
por Tucto-Succhil en el 2014 en Peru donde no fue encontrada ninguna
resistencia a imipenem en todos los aislamiento de E. coli realizados en muestra
de urocultivo. Este antibiotico se esta proponiendo ya que es la alternativa mas
efectiva cuando aparecen cepas productoras de BLEE. Seguido del imipenem se
obtuvo con menor resistencia la amikacina y fosfomicina con un 19,04% de
resistencia por lo que se recomienda el uso de estos antibioticos como terapia

empirica para las infecciones de vias urinarias por E. coli. Estos resultados aunque
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con un porciento mas elevado, son similares a los publicados en el afio 2015 por
Ana Betran en Espafia donde plantea que aunque ha habido un aumento global
de la resistencia de cepas de E. coli aisladas en urocultivos procedentes de
pacientes ambulatorios a los antibidticos, algunos antimicrobianos como
amikacina(8%) y fosfomicina(8%) mantienen un bajo perfil de resistencia y
recomiendan el empleo de la Fosfomicina debido a su elevada actividad in vitro
(sensibilidad superior al 96%) lo que la convierte en una alternativa de primera
linea en el tratamiento empirico de las infecciones de vias urinarias. (Betran,
2015).

La resistencia mostrada ante Ciprofloxacina (45.71%) viene a constituir un
problema de salud ya que este antibidtico ademas de tener buena actividad contra
microorganismos gram negativos, su alta concentracidn en orina hacen que su uso
sea especifico para infecciones del tracto urinario. Estos valores se encuentran por
debajo de los reportados por Diaz-Monge en el 2015 en Per( donde la prevalencia
de resistencia a la ciprofloxacina en cepas de E. coli aisladas en muestras de orina
supuso el 60 %, concordando los datos con otros estudios realizados en Espafia,
donde encuentran 60% de resistencia a quinolonas. Estos resultados podrian
entenderse que no se estan tomando las correctas medidas de prevencion para

disminuir el aumento de resistencia a antibiéticos.

Los medicamentos frente a los cuales las cepas de Escherichia coli mostraron
mayor resistencia en el estudio realizado fueron Trimetropim-sulfametoxazol
(75.23%), seguido de Amoxicilina/ acido clavulanico (68.57%), la alta resistencia
probablemente sea debida al uso empirico que se le ha dado a estos
antimicrobianos, por lo tanto, no estarian indicados para tratamiento de esta
patologia. Estos resultados concuerdan con lo planteado por Ana Betran en el
2015 en Espafia donde plantea que Trimetropim-sulfametoxazol y Amoxicilina-
acido clavulanico comenzarian, a no ser recomendable para el tratamiento
empirico de la infeccion urinaria en el &mbito comunitario. (Betran, 2015).

Ademas los resultados estan en perfecta concordancia con algunos trabajos
anteriormente reportados como es el caso de Tucto-Succhil en Per( en 2014

donde plantea que la amoxicilina-acido clavulanico ha sido utilizada como
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antibiético de primera linea para la infeccion del tracto urinario en nifios.
(Tucto-Succhil & Pedro Mercado-Martinez, 2014).

Sin embargo, el incremento en la prevalencia de resistencia en E. coli
uropatégena la ha convertido en una opcion menos aceptable y la resistencia a
trimetropin sulfametoxazol supera el 74%. La tasa de resistencia a Trimetoprim-
sulfametoxazol encontrada en este estudio es muy elevada, lo que coincide con
otros reportes en diferentes paises, como el caso de Espafia descrito por Mensa y
colaboradores en el 2014 donde esta se encuentra entre 20-35%. Este es un
farmaco que deberia ser considerado como una terapia empirica para infecciones
del tracto urinario por Escherichia coli, por su seguridad y bajo costo, sin
embargo, debido a las elevadas tasas de resistencia encontradas en este estudio, su
uso como tratamiento empirico seria poco recomendable. (Mensa J, 2014)

El mecanismo mas relevante de resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol es la
presencia de plasmidos codificadores de dihidrofolato reductasas diferentes de la
original y que escapan a la accién del antimicrobiano, aunque también hay
resistencias por sobreproduccion de la enzima o por disminucion de la
permeabilidad. En este estudio la resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol es del
75.23% por lo que no se recomienda como antibiotico de eleccion.

De acuerdo a las categorias del CDIU los siguientes resultados
corresponden a los factores biolégicos. En el estudio presentado el sexo
femenino fue el mas afectado. La alta prevalencia de Escherichia coli en mujeres
era de esperarse y reconfirma lo referenciado por la literatura acerca de la
recurrencia de las infecciones urinarias con mayor frecuencia en este sexo. Estas
infecciones prevalecen en mujeres sexualmente activas, sin enfermedades de
base ni anomalias del tracto urinario. Los resultados de este trabajo concuerdan
con los referenciados por Darquea en el 2014 en Quito, donde se reporta

prevalencia de infecciones urinarias en el sexo femenino. (Figura 8).

Estos datos coinciden de igual forma con lo reportado por Diaz-Monge en el
2015 en Peru. Esta patologia afecta en mayor proporcion a las mujeres debido a
que éstas tienen una mayor cantidad de factores predisponentes, en especial la
uretra mas corta. La actividad sexual aumenta la posibilidad de contaminacion

bacteriana de la uretra, asi como el uso de diafragma, cualquier modificacion de
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la flora vaginal habitual o el embarazo producen alteraciones anatomicas y

hormonales que favorecen el desarrollo de infecciones del tracto urinario.

Ademas, se estima que una de cada tres mujeres serd diagnosticada de
infecciones del tracto urinario antes de los 24 afios y que el 40 a 50% de las
mujeres experimentaran al menos un episodio de infeccion del tracto urinario

durante su vida.
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SOLUCION PROPUESTA

Una de las principales causas del aumento de la resistencia a los antibioticos es
el mal uso o uso indiscriminado de los mismos, sobre todo en infecciones no
complicadas como es el caso de las infecciones de vias urinarias, donde el
patdgeno de mayor incidencia son las enterobacterias, en especial las E. coli. En el
sector de la salud se trabaja cada dia con el objetivo claro de reducir estas
resistencias que contintan apareciendo. Una de las principales medidas que
debemos tomar es el prescribir los antibidticos de forma adecuada. Para ello es
importante que se establezcan protocolos o procedimientos en los laboratorios que
apoyen la labor del clinico.

Para ello se propone realizar urocultivos a las muestras de orina y entregar una
identificacion rédpida y oportuna al médico para que pueda prescribir un
antibidtico basado en la identificacion y la clinica del paciente. Realizar el examen
y se entrega el reporte en funcién del crecimiento o no de algin germen. Este
proceso se basa en la identificacion y el nimero de bacterias que puede estar
presente en la orina, para lo cual se realiza un recuento bacteriano empleando para
la siembra un asa calibrada, y se realiza la identificacion de las bacterias en
equipos automatizados como el caso del Maldi-Tof y realizar los controles de
calidad de los equipos, medios de cultivos y reactivos empleados en el analisis de
los urocultivos.

Se recomienda la entrega de informacién sobre las condiciones en las que debe
ser recogida la muestra y el tiempo maximo que debe transcurrir desde su
recogida hasta la llegada al laboratorio y su procesamiento ya que este es un factor
que influye en la calidad del reporte entregado.

Elegir un medio de cultivo apropiado segln la muestra, el medio Agar sangre y
Agar Mac Conkey son los mas sugeridos por permitir la recuperacion de la
mayoria de los patdgenos que colonizan el tracto urinario y permiten la
caracterizacion de los mismos por la forma de la colonia, el color y el cambio del
medio.

La eleccion de los antibidticos que van a ser empleados para la realizacion del

antibiograma es otro de los aspectos importantes que se deben tener en cuenta ya
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gue este es un dato que resulta esencial para la orientacion del médico tratante en
el proceso infeccioso.

Emplear la prueba de difusion del disco es una opcién viable para laboratorios
de baja complejidad y sugiere valores reales y confiables, es sugerida en la norma
CLSI y es un método econdmico, sencillo y facil de realizar en los laboratorios de
rutina y los resultados obtenidos son de gran valor clinico para iniciar, mantener o
modificar una antibioticoterapia. Permite al técnico identificar los mecanismos de
resistencia que presenta el patdgeno y establecer cuales antibidticos deben ser
sugeridos para el tratamiento y cudles no debido a la resistencia que estén
presentando.

Para la realizacion de los antibiogramas de cepas E.coli que sean aisladas de
muestras de orinas a las cuales se les realizo el urocultivo se sugiere el uso de los
siguientes antibidticos Fosfomicina, Amikacina, Cefotaxima, Ceftazidima,
Nitrofurantoina, Imipenem, Ciprofloxacina, Amoxicilina/ Acido Clavulénico.

Para la deteccion de BLEE se sugiere e método de tamizaje segin CLSI. Se
considera sospechoso de BLEE, cuando la cepa presenta halos de inhibicién
iguales o inferiores a los diametros referidos, para al menos uno de los
antibidticos. Las cepas sospechosas se someten a las pruebas confirmatorias para
lo cual se sugiere el método de Jarlier del Comité de la Sociedad Francesa de
Microbiologia. La presencia de BLEE se manifiesta por el efecto sinérgico del

inhibidor y los discos —efecto de huevo, cola de pez o balon de futbol americano.
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CONCLUSIONES

El microorganismo mas frecuente en la infecciones urinarias no complicadas en
muestras de orina analizadas en el Centro de Investigacion Microbioldgica

correspondi6 a Escherichia coli.

El antibiotico frente al cual se presenté mayor resistencia en las cepas de E. coli
aisladas fue el Trimetropin/sulfametoxazol, siendo los de menor resistencia la

Amikacina y Fosfomicina

El sexo con mayor incidencia de infecciones urinarias no complicadas por E.

coli correspondio al sexo femenino.

Debido a que las causas de resistencia son maltiples, es factible la conclusién
de que la sensibilidad/ resistencia de los microorganismos sea muy diferente

dependiendo de la poblacion, lugar geografico y época en la cual nos encontremos

RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta el elevado porcentaje de resistencia bacteriana a los
antibidticos considerados de primera linea, se recomienda la busqueda de nuevas
alternativas, y el uso de antibidticos como la Fosfomicina. Segun los datos
obtenidos en este estudio, el tratamiento empirico de primera eleccion para las ITU

en nuestra area sanitaria podria ser Amikacina, Fosfomicina.

Tomar conciencia en uso racional de los antibiéticos para el tratamiento de
infecciones urinarias no complicadas para disminuir el indice de resistencia a los

antibidticos.

Realizar un estudio mas amplio y con mayor nimero de pacientes para generar
nuevas conductas terapéuticas. No se recomendaria como pauta de primera
eleccion el tratamiento con Trimetoprim-sulfametoxazol ni quinolonas por el

elevado indice de resistencias que presentaron.
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realizacién del Estudio de caso: “Resistencia Antimicrobiana de Escherichia coli en
infeccién de vias urinarias. Protocolo de patrén de sensibilidad”, cuyo autor es la
Dra. Katherine Silva Wong, previa la obtencién del Titulo en la especialidad de
Patologia Clinica.

Atentamente,

4
Dr. Hen)l;zv%arra Vera

Gerente General
Jefe del Dpto. de Microbiologia
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Figura 2. Arbol de problemas
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Tabla 1 Desarrollo del CDIU

CATEGORIA DIMENSIONES | INSTRUMENTOS | UNIDAD DE
ANALISIS

FACTORES

BIOLOGICOS

Sexo femenino Resistencia de E. Orden medica Centro de

Terapia antimicrobiana | coli en urocultivos | Solicitud examen de | Investigacion

Incorrecta e laboratorio Microbiologica

incompleta

FACTORES

MICROBIOLOGICOS

Aumento de | Resistencia de E. | Informacion base de | Centro de

infecciones a | coli en urocultivos | datos estadistica Investigacion

repeticion Microbiol6gica

Incremento de cepas E.

coli resistentes

FACTORES

TERAPEUTICOS

Terapia empirica | Resistencia de E. | Orden medica Centro de

inadecuada coli en urocultivos Investigacion

Aumento del costo de
tratamiento

Microbioldgica

Tabla 2 Difusién de discos

CRIBADO

Antibidtico (carga)
Cefotaxima (CTX)

Ceftazidima (CAZ)

Criterio

<27 mm

<22 mm

CONFIRMACION

Antibiotico (carga)
Cefotaxima + Ac.

Clavuléanico

(CTXICXT-CLA) en ladiferencia de

Ceftazidima + Ac.
Clavuléanico
(CAZICAZ-CLA)
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Criterio

Aumento > 5 mm

los halos




Tabla 3 Discos de sensibilidad antimicrobiana

F 300 Nitrofurantoina =17
FOS 200 Fosfomicina >16
CIP 5 Ciprofloxacina > 21
CAZ 30 Ceftazidima >21
CTX 30 Cefotaxime =18
IIMP 10 Imipenem >23
AK 30 Amikacina >17
AMC 30 Amoxicilina + Ac. =218

Clavulanico
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Figura 3 Equipo MALDI TOF
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Manual de Técnicas en Microbiologia Clinica de M.V. Alvarez — E- Boquet,
dirigido por E. Boquet

uRngH > Examen en frezco —p
-

Obzervar leucocitos, hematies, bacterias, Tevaduras...
Eztudio orientativo

Tinzion de Gram Obzervar morfologia, Gram g ndmera aproximado de bacterias

X Higar sangre

Ricsissg o

Mo significativa: < 10% UFC/m1 (excepto en puncidn suprapiibical

. Recuento EDudoso: de 1033 104 UFC/ml (Significativo en acasianes)

il #igar CLED &
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uantitativo o serohiosis Significative: 210 UFC/ml
* 24h

UROCULTIVOD
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figar EMB | Z5- 3?°C Bacﬂu:-s G Lactosa -
+ aerobiosis Oxidaza + — Pregdomonas
* 2dh

Cualitativo

Levaduras — IDENTIFICACION

Figura 11 Esquema de siembra microbioldgica

Cefotaxima { Ac. clavulanico

Ceftazidima / Ac: clavulanico

Figura 2. Método del doble disco para la deteccién de BLEE.
Obsérvese el efecto sinérgico (tapdn de corcho o distorsion de
los halos de inhibicién) (como indica la flecha) que se produce
entre los discos de ceftiazona (CRO), cefepime (FEP),
ceftazidima (CAZ) y aztreonam (AZM) con el disco central
de amoxicilinafacido clavuldnico (AMC) Confirmacién de la
presencia de BLEE.

Figura 1. Prueba de disco combinado para la deteccién de
BLEE. Se observa que la diferencia del halo de inhibicién
entre el disco de ceftazidima (19 mm) y el de ceftazidimalacido
clavuldnico (30 mm) es de 11 mm. y la diferencia entre los
discos de cefotaxima (8 mm) y cefotaxima/ acido clavulanico
(29 mm) es de 21 mm. Una diferencia mayor de 5 mm nos
confirma la presencia de BLEE.

Figura 12. Deteccion y confirmacién de E.coli BLEE
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RIM-ADM-02 Version 2-2015 # ORDEN GUIA DE REMISION
ECHA DE RECISIR: €ODIGO
OMBRE: EDAD __ HORA ING.
ESTRADE: ORINA N CEDULA
PROCEDENCIA DOCTOR:
PBSERVACIONES:
LISTADO DE EXAMENES
€oD NOMBRE oD NOMBRE
CULTIVO Y ATB

FIRMA

OBSERVACION MICROSCOPICA DIRECTA

RESULTADO OTRAS PRUEBAS FISICO-QUIMICO
MICROSCOPIA :
Bacterias
[Células epiteliales
Piocitos
Leucocitos
Hematies
Cilindros
B = observan bacterias Cristales
Filamentos:
BAAR
B de hongos KOH:
S DEL CULTIVO: CUANTITATIVO: x10
SES CION:
croorganismo Aislado:
i
25
T T 2 3 1 [ 2 | 3 1 [ 2 [ 3
o £ | = Norfloxacina 1 ] Pipstazo )
. L — Cloranfenicol n | Oxa/Cl | |
[ = | = Nitrofurantoina 9 | Eritromicina |
d 1 | A. Nalidixico = | Linezolina :
5 I | Amikacina == Vancomicina
Bnoxi/clavulanico | N [ Ciprofloxacina | i Clindamicina
eftriaxona | Cefuroxima [ | [ Colistina » [ | |
rtapenem | . | Ccefazidima [ |estreptomicina = S
ipenem | - Cefotaxima 1 Azitromicina |
lecopenem = ) Minociclina | | o Amoxixilina
PROCESADO POR: FECHA DE SALIDA
REPORTE
TIPO INFORME ENVIADO VERIFICADO REVISADO
Dere e  — e
Bea =i

Figura 5.-
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Figura 6 Microorganismos aislados
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Figura 7 Urocultivos positivos
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Figura 8 Muestras positivas diferenciadas por sexo
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RESISTENCIAS

= Amikacina = Trimetropinsulfa = Nitrofurantoina
= Ciprofloxacina m Ceftazidima = Imipenem
m Fosfomicina m Cefotaxima m Amoxi/clavulanico

Figura 9. Resistencias

SENSIBILIDAD

/4.7%
= Amikacina = Trimetropinsulfa = Nitrofurantoina
= Ciprofloxacina = Ceftazidima = Imipenem
M Fosfomicina m Cefotaxima m Amoxi/clavulanico

Figura 10. Sensibilidad
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Guayaquil 17 de Marzo del 2016

CERTIFICADO DE PLAGIO

Dra. CARMEN MOSQUERA HERRERA tutora del estudio de caso, a peticién de la
parte interesada. CERTIFICO: Que el presente trabajo de investigacion de estudio de
caso para la obtencion del grado de Especialista en PATOLOGIA CLINICA otorgado
por l*iscuela de Graduados, Facultad de Ciencias médicas de la Universidad de
Guayaquil, presentada por la Dra. GILDA KATHERINE SILVA WONG con cédula de
identidad 0916681158, tema: “RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
ESCHERICHIA coli EN INFECCIONES DE VIAS URINARIAS. PROTOCOLO
DE PATRON DE SENSIBILIDAD?”, fue sometido al analisis de software anti plagio
AntiPlagiarism.NET; cuyo resultado es del 4 % en cuanto a coincidencias con otras
publicaciones, el cual se encuentra dentro de los parametros establecidos para la

titulacion.

Certificacion que confiero para los fines pertinentes.

Atentamente
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Cordova 603 y Mendiburu (esquina)
Edificio K1 - Planta Baja

Telf: 042309179 - 042300967
042313696 - 042561019
microbiologia_hp@yahoo.es
Guayaquil - Ecuador

PROTOCOLO DE PATRON DE
SENSIBILIDAD DE
ESCHERICHIA COLI EN

UROCULTIVOS

Nombre Firma Fecha

Dra. Katherine Silva Wong W,-ne@uwbls-os-zow

Dr. Henry Parra Vera W 15-03-2016

'ENTRO INVESTIGACION
IDBIOLOGICAS
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Elaborado por

Aprobado por

Reg.Sani. 4061 -
Microbiélogo
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Introduccion

El urocultivo no es més que el cultivo de una muestra de orina para
descartar o diagnosticar una infeccion sintomatica o asintomatica del tracto
urinario por bacterias. Se realiza el examen y se entrega el reporte en funcion
del crecimiento o0 no de algin germen. Se basa en la identificacion y el
nimero de bacterias que pueden estar presentes en la orina, para lo cual se
realiza un recuento bacteriano empleando para la siembra un asa calibrada, y
se realiza la identificacion de las bacterias en equipos automatizados como el
caso del Maldi Tof.

Es importante para realizar el procesamiento de un urocultivo que el
laboratorio cuente con toda la informacion necesaria para poder procesar la
muestra, en especifico la identificacion del paciente y de la muestra.

Es importante  que el personal que labora en la realizacion de
los urocultivos este entrenado en las técnicas y metodologias para su
realizacion. Si bien es importante y de ayuda la experiencia que tengan por los
afios de trabajo en estas areas, el laboratorio de microbiologia debe contar con
metodologias y técnicas actualizadas en base a las normas y criterios
establecidos por las entidades reguladoras. El seguimiento para la realizacién
de los test de sensibilidad para los aislamientos obtenidos de los criterios de la
CLSI es fundamental para mantener la credibilidad de los reportes emitidos
por el laboratorio.

El control de calidad también es un aspecto importante en los
laboratorios de microbiologia y los examenes de urocultivos no se quedan
atras. El control de las cepas ATCC empleadas en la validacién de los medios
de cultivo y reactivos, asi como la validacion de los equipos y discos de
antibidticos empleados en la realizacion del examen son aspectos que se deben

controlar y registrar en todos los laboratorios.
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Politica de calidad

El Laboratorio Centro de Investigacion Microbiologica, con
profesionales especializados y en permanente actualizacion, ofrece servicios de
diagndstico clinico-microbiolégico, asegurando cada una de las actividades que
afectan de forma directa o indirecta a la calidad de los mismos, con el objetivo
claro de conseguir la satisfaccién y confianza de nuestros clientes, siendo la
mejora continua el compromiso permanente para alcanzar la eficiencia y

eficacia.

Misién

La mision de Centro de Investigacion Microbioldgicas es ofrecer un
servicio en el laboratorio clinico-microbiolégico y molecular a la Sociedad
Ecuatoriana con profesionalismo, rapidez, responsabilidad, amabilidad y buen
trato y sin discriminacion a sus clientes, ofertando resultados clinicamente
atiles para el cuidado de la salud, apoyado en un Sistema de Gestion de la
Calidad.

Vision

Ser una Empresa Lider y la referencia inmediata para proveer a nivel
regional servicios de diagndstico microbioldgicos y de biologia molecular con
los més altos estdndares de calidad mediante tecnologia de vanguardia.
Mantener la certificacion con la Norma ISO 9001:2008. Llegar en un mediano
plazo a una acreditacién con la Norma ISO 15189, para lo cual mantiene una

capacitacion continua y controles internos de calidad.
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Objetivo
Asegurar un adecuado procedimiento del andlisis de las muestras de orina

para apoyar al médico en su diagndstico. Establecer la metodologia mas sencilla y
eficiente para la realizacion de los urocultivos y entregar resultados confiables en

el menor tiempo.

Objetivos Especificos
1. Contar con un procedimiento claro para la realizacion de los urocultivos
2. Conocer los criterios que permiten escoger adecuadamente los discos de
antibidticos a probar en un antibiograma.
3. Interpretar y elaborar correctamente el reporte de un antibiograma
Proposito del examen
Determinar en un examen de orina si presenta infeccion bacteriana e
identificar con exactitud y precision el agente microbiano que estd causando la
infeccion, y ademas determinar por medio del antibiograma los medicamentos
que se debe ingerir para contrarrestar la infeccion.
Equipo
v"Incubadoras
v Microscopio
v Maldi Tof

Procedimiento identificacion

La identificacion del germen se realiza mediante el equipo Maldi Tof, para ello se
toma una colonia de un cultivo joven de 8 a 10 horas de crecimiento y se coloca
en la placa del Maldi Tof, se le agrega una gota del Matriz y se procede a colocar

en el equipo y correr la identificacién, lo que tarda unos 2 minutos.

48



\gacio
oe800n 4”@ Cérdowa 602 y Mandibun
Edifidio K1 Tar piso of 1
Talfr 042305179 « (42300367
» 2313098 « BAZENT0NS
microbiologia_hp@yahooes
Dr. Henry Parra Guayaqull - Ecuador

Experiencia que genera confianza.

eo!ﬁglo\.c\o

Procedimiento para el antibiograma

Mediante el crecimiento en el medio Agar Mac Conkey o Agar Sangre se toma
una colonia y se realiza la identificacion del microorganismo causante de la
enfermedad segun el instructivo de trabajo del equipo Maldi Tof.

Para el estudio microbioldgico de la orina y el urocultivo nos basamos en el

Antibiograma

El método utilizado con mayor frecuencia para evaluar la sensibilidad de
las bacterias a los agentes antimicrobianos es la denominada prueba de difusion
del disco. Esta técnica fue estandarizada por Kirby y Bauer en 1966, de alli que
dicho método también se le conozca con el nombre™ prueba de Kirby-Bauer”. Es
un método econdmico, sencillo y facil de realizar en los laboratorios de rutina que
s6lo brinda informacion cualitativa sobre la sensibilidad de un microorganismo a
un antibidtico determinado.

Sin embrago, los resultados obtenidos son de gran valor clinico para
iniciar, mantener o modificar una antibioticoterapia.
En esta técnica de difusion en Agar Miller Hinton

v Tomar con un hisopo estéril colonias del cultivo y colocar en un tubo con
agua solucion salina estéril.

v' Preparar una disolucion de concentracion bacteriana conocida,
concretamente de 108 ufc/ml, que corresponde con el 0,5 Mc Farland.

v" Se introducira un hisopo de algodon estéril dentro del tubo que contiene el
indculo estandarizado al paso anterior. El exceso de liquido se eliminara
haciendo rotar suavemente el hisopo contra las paredes del tubo.

v Sembrar con el hisopo de forma homogénea en placas con medio Miiller
Hinton en tres direcciones horizontal, vertical y diagonal por toda la placa
y al final pasar el hiposo por la circunferencia de la placa. EI Agar sera

controlado para cumplir con sus propiedades y el control de calidad.
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v'Se colocaran con una pinza estéril hasta un maximo de 6 discos de
antibioticos en forma equidistantes, presiondndolos suavemente contra la

superficie de agar.

Agente Patogeno Antibidtico Recomendado
Escherichia coli Fosfomicina

Amikacina

Cefotaxima

Ceftazidima

Nitrofurantoina
Imipenem
Ciprofloxacina

Amoxicilina/ Clavulanico

v'Incubar las placas 24 horas a 37 °C.

v'Realizar la lectura de los resultados.

Para determinar si un antibi6tico es sensible o resistente se basa en la siguiente

tabla referida a CLSI para enterobacterias en urocultivo.

Deteccion de BLEE
Método de tamizaje para deteccion de p-lactamasas de espectro extendido
segun CLSI

Realizado por el método de disco difusién en Agar Miller Hinton,
mediante la técnica de Baler y Kirby; se utiliza discos de susceptibilidad
antimicrobiana de ATM (30 ug), CTX (30 ug), CAZ (30 pg) y CRO (30 pg); se
utiliza como criterios de sospecha los didmetros: ATM < 27 mm; CTX < 27

mm; CAZ <22 mm; y CRO <25 mm.
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Se considera sospechoso de BLEE, cuando la cepa presenta halos de inhibicion
iguales o inferiores a los didmetros referidos, para al menos uno de los antibiéticos.
Las cepas sospechosas se someten a las pruebas confirmatorias.

Test confirmatorio BLEE - Método de Jarlier (Comité de la Sociedad Francesa
de Microbiologia)

Las placas de Agar Miiller Hinton se inoculan con las cepas sospechosas,
con una turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland. Se coloca
un disco de amoxicilina/acido clavulanico (AMC) (20/10ug) en el centro de una
placa de Petri con Agar Muller Hinton y alrededor, a 25 mm de distancia, discos de
Ceftazidima, CAZ (30 pg/dL); Cefotaxima, CTX (30 pg) y Cefepime, FEP (30 pg).
La presencia de BLEE se manifiesta por el efecto sinérgico del inhibidor y los

discos —efecto de huevo, cola de pez o balon de futbol americano.

Test confirmatorio BLEE - CLSI (método americano)

Las placas de Agar Miller Hinton son inoculadas con las cepas
sospechosas, para ello se sigue las recomendaciones del CLSI, colocando discos de
susceptibilidad antimicrobiana CAZ (30 ug), Ceftazidima/acido clavulanico
(CAZICAZ-CLA) (30/10 pg), CTX (30 pg), Cefotaxima/acido Clavulanico
(CTX/CXT-CLA) (30/10 pg).

Una diferencia mayor o igual a 5 mm en los halos de inhibicidn entre los discos de
CAZ-CLA y CAZ solos 0 CXT-CLA y CTX, se interpreta como resultado positivo.

tes de error
v Muestra de orina con antibiotico terapia
Muestra contaminada
Recipiente inadecuado
Medio de cultivo no apropiado y/o contaminados

Escala incorrecta de McFarland

AN N NN

Distancia inapropiada entre discos de sensibilidad
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v Discos de sensibilidad vencidos
v Medio de cultivo vencidos
v Mal registro de temperatura de la estufa
v Mal procedimiento del antibiograma

Forma de reporte

Cultivo

Positivo 0 negativo y en caso de positivo identificar el microorganismo aislado y
las caracteristicas del mismo.

Antibiograma

Debe ser realizado en forma clara y precisa y enviado en forma inmediata al médico
tratante. Referirse a las tablas correspondientes de la CLSI donde se encuentran las
plantillas para antibiogramas y los intervalos de referencia actualizados.

Intervalos de referencia

Muestra negativa

Muestra con < 20000 UFC/mL

Muestra sospechosa de 20000 — 80000 UFC/mL

Muestra con infeccion » 80000 UFC/mL

Bibliografia

- Clinical and Laboratory Standards Institute. Vol. 35 N0.3. 2015

- C. Ruiz de Alegria Puig y B. Perea Ldpez. Indicaciones y valoracion clinica
del wurocultivo y coprocultivo Servicio de Microbiologia. Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla. Santander. Espafia. Medicine. 2010;10
(49):3317-20.
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