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TEMA

Aislamiento y caracterizacion de las bacterias aerdbicas en
orina obtenida del catéter vesical en pacientes con

cateterismo a largo plazo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los costos de las infecciones intrahospitalarias son enormes. Se calcula que cada afio
mas de dos millones de personas sufren una infeccion intrahospitalaria y éstas cuestan
4,500 millones de ddlares y contribuyen a 88,000 muertes en los hospitales de Estados
Unidos. EI empefio por reducir los riesgos infecciosos es obstaculizado por el nimero
creciente de pacientes inmunodeprimidos, bacterias resistentes a los antimicrobianos,

superinfecciones micéticas y virales y los dispositivos y técnicas cruentas.®

Se estima que de los dos millones de infecciones nosocomiales por afio en los Estados
Unidos, el 30% corresponden a infecciones de vias urinarias, de las cuales el 80% son
asociadas a cateterismo vesical y éstas ocasionan un costo aproximado de $2,900 por

episodio. Es decir cerca de $424-$451 millones por afio.?

Las infecciones del tracto urinario asociadas con el uso de sonda vesical permanente son
la causa més frecuente de infeccion nosocomial. EIl uso cronico de cateterismo vesical
trae como resultado una bacteriuria polimicrobiana y esta puede verse complicada con
fiebre, bacteremia, pielonefritis aguda y muerte. Una vez introducido el catéter vesical,
el riesgo de bacteriuria se incrementa en 3-10% por cada dia de uso de la sonda vesical.
Por lo tanto practicamente todos los pacientes que utilizan sonda vesical por semanas 0
mas se consideran bacteritricos.® Se ha observado que entre el 10-20% de los pacientes

presentan bacteriuria a partir del segundo y cuarto dia de cateterizacion.*

El Trimetoprim/Sulfametoxazole (TMP-SMX) es el tratamiento empirico de eleccion
para las infecciones de vias urinarias, siempre y cuando la tasa de resistencia local sea
inferior al 10-20%. Sin embargo, diversos estudios reportan que las fluoroguinolonas
son cada vez mas utilizadas, probablemente debido aumento de la resistencia a TMP-
SMX; como resultado de este incremento en el uso de fluoroquinolonas, la resistencia

de los uropatdgenos a este tipo de antibiético también va en aumento.”



En el Hospital Nacional San Rafael (HNSR) el cateterismo vesical a largo plazo es una
practica muy frecuente en los pacientes con hipertrofia prostatica, los cuales son
manejados ambulatoriamente, y a quienes se les administra tratamiento empirico
profilactico (sin un examen general de orina y/o urocultivo previo) con TMP-SMX
(160/800). Sin embargo no se conoce la epidemiologia de las bacterias presentes en
estos pacientes con catéter vesical y su susceptibilidad a los antibiéticos disponibles en
el HNSR.



JUSTIFICACION

Las infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical (CAUTISs), actualmente son
muy frecuentes. El riesgo de desarrollo de CAUTIs se incremente en un 3%-10% por
cada dia de uso de la sonda vesical. Y comprende el 40% de todas las infecciones
institucionales adquiridas.’ Debido a estas se ha reportado un incremento en la

mortalidad y un considerable impacto econémico.’

La bacteriuria es comun en los pacientes con cateterismo vesical y esta asociada a
complicaciones agudas y cronicas. Warren y colaboradores observaron que la mayoria
de bacterias pueden ocasionar de 5 a 7 episodios de bacteriuria por cada 100 semanas de

uso de cateterismo vesical.®

En un estudio realizado en China, el microorganismo patégeno mas frecuentemente
aislado en los cultivos de catéter vesical en nifios fue Escherichia coli, seguido de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Enterococcus spp. E. coli fue mas
sensible a ceftazidime (87.4%), cefuroxima (85.1%) y cefatrizina (76.6%), que a
sulfametoxazole (SMZ) (8.0%), amoxicilina (21.7%), ampicilina (17.1%) y cefazolina
(37.7%). Estos coincide con lo ya demostrado de que las Enterobacterias son los
patdgenos que predominan en las CAUTIs en nifios. Es importante conocer el perfil de
susceptibilidad a los diferentes antibidticos con el fin de establecer una terapia empirica

adecuada en estos pacientes.’

En el HNSR no existen estudios que demuestren cuales son los microorganismos
causantes de las infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical, ni su

sensibilidad a los antibioticos disponibles para el tratamiento del paciente ambulatorio.

Con esta investigacion pretendemos definir las caracteristicas del problema, para
contribuir a un mejor manejo en las infecciones urinarias asociadas a catéter vesical, en

pacientes con cateterismo vesical a largo plazo.



OBJETIVOS

General.

Identificar las bacterias aerobicas aisladas en cultivos de orina del catéter vesical
de los pacientes con cateterismo a largo plazo en el Hospital San Rafael en el
periodo de Octubre-Noviembre del 2010, y determinar la sensibilidad y
resistencia de esas bacterias a Trimetoprim-Sulfametoxazole, Ciprofloxacina y

Amoxicilina.

Especificos.

Determinar las bacterias mas cominmente aisladas en los cultivos de orina de

pacientes con cateterismo vesical a largo plazo.

Identificar la polimicrobiologia de las infecciones de vias urinarias asociadas a

catéter vesical.

Determinar la sensibilidad y resistencia de las bacterias aisladas al Trimetoprim-

Sulfametoxazole, Amoxicilina y Ciprofloxacina.



MARCO TEORICO

Glosario.

Infeccion de vias urinarias.

Paciente que presenta uno de los siguientes signos o sintomas: fiebre >38° C, dolor
lumbar, dolor suprapubico, o alteraciones de conciencia y cultivo de orina con méas de
10° Unidades formadoras de colonias (UFC) (bacteriuria significativa), con no méas de
dos especies de microorganismos. También se considera infeccion urinaria la presencia
de uno de los signos o sintomas mencionados, mas presencia de glébulos blancos en
orina y al menos dos urocultivos con >50.000 UFC del mismo patdgeno y diagnostico

medico de infeccidn urinaria.

Bacteriuria.
Presencia de bacterias en la orina.

Bacteremia.

Presencia de bacterias en el torrente sanguineo.

Cateterismo vesical.
Consiste en la introduccidn aséptica de un catéter a través de la uretra con fines

diagnosticos y terapéuticos.

Cateterismo vesical a corto plazo.
Cateterizaciébn que se mantiene menos de 30 dias. Se emplea en pacientes

hospitalizados de patologias agudas.

Cateterismo vesical a largo plazo.
Cateterizacion que se mantiene mas de 30 dias. Se usa en pacientes crénicos que hacen

retenciones urinarias frecuentes.



Cateterismo vesical intermitente.
Es el uso de catéter vesical con una duracion de 6 a 8 horas. Su uso es habitual en el

manejo de la vejiga neurogénica.

Prueba de susceptibilidad a los antibioticos.
Mide la sensibilidad y/o resistencia de una cepa bacteriana que se sospecha es la

responsable de una infeccion a uno o varios antibidticos.



Introduccion.

Las infecciones del tracto urinario son responsables de mas del 40% del total de
infecciones adquiridas en los hospitales.*

Cerca del 60 - 80% se genera por instrumentacion del tracto urinario, principalmente

por cateterismo urinarios con fines diagndsticos y/o terapéuticos.'

Los catéteres urinarios juegan un papel esencial todavia en la atencion de numerosos
pacientes y son el maximo exponente del problema de las infecciones relacionadas con
dispositivos invasivos. Alrededor de un 30% de los pacientes son sometidos a
cateterismo urinario durante su estancia hospitalaria y de ellos un 10 — 15% presentan
bacteriuria asintomatica, con un incremento del riesgo de infeccion que oscilara de 3%

al 10% por cada dia de cateterizacion.*

Epidemiologia.
Las infecciones asociadas a catéter del tracto urinario (CAUTI) son actualmente una de
las infecciones mas comunes. Comprenden el 40% de las infecciones adquiridas

institucionalmente.*®

El riesgo adquirido para una infeccion urinaria depende del método y duracién de
cateterizacion vesical, calidad del cuidado del catéter y susceptibilidad del huésped.** Si
bien el uso de sistemas cerrados de recoleccion de orina ha disminuido en forma
notable, el riesgo de desarrollar una infeccién de vias urinarias, aun se mantiene
mientras el catéter urinario se mantenga instalado.*

En cuanto a la morbilidad, las posibles complicaciones de estas infecciones son el
absceso uretral, epididimitis, orquitis, prostatitis, reflujo vésico-ureteral, pielonefritis,
litiasis renal y neoplasia vesical (en sondajes de muy larga duracién).*®

La mortalidad es baja y estd especialmente relacionada con la bacteremia secundaria,

que ocurre en 0,5 a 4% de estos enfermos.*’

Las infecciones de vias urinarias en pacientes con sonda vesical, tienen un espectro
etiolégico muy amplio. Si bien predominan los patdgenos Gram negativos, que causan
mas del 50% de todas las infecciones, también tienen importancia los Gram positivos e
incluso los hongos. Generalmente los microorganismos proceden de la flora fecal

enddgena del propio paciente, modificada con frecuencia por la presion selectiva de los
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antibidticos, o de la flora ambiental exdgena transportada por las manos del personal
sanitario. Asi, en pacientes que no han sido tratados previamente, los gérmenes mas
habituales suelen ser las enterobacterias como, E. coli (20-30%), otras enterobacterias
(50-60%), Pseudomona aeruginosa (30-40%) y los Gram positivos como Enterococcus

spp. (>70%) y hongos como la Céndida albicans. **'*0#"

Patogenia.

La flora normal de la uretra distal estd formada por Staphylococcus coagulasa negativo
(con excepcion de S. saprophyticcus), difteroides (Corynebacterium spp), Streptococcus
no hemoliticos, Lactobacillus, Mycobacterium smegmatis, y microorganismos
anaerobios. En ocasiones, en forma transitoria, puede encontrarse E. coli y otros bacilos

Gram negativos.?

La orina es un excelente medio de cultivo para la mayor parte de patégenos urinarios.
Sin embargo, la via urinaria por encima de la uretra distal esta normalmente libre de
bacterias y la miccion permite eliminar, mediante un vaciado completo de la vejiga, los

pequefios indculos bacterianos introducidos a través de microtraumas en la uretra.??

El catéter transuretral rompe las barreras defensivas, distiende la uretra e impide el
vaciado completo de la vejiga, permitiendo la proliferacion de microorganismos en la
orina residual, de tal forma que pequefios in6culos de bacterias proliferan rapidamente a
niveles que exceden las 100.000ufc/ml.?*

En algunos estudios, el material extrafio del catéter favorece la respuesta inflamatoria a
nivel de la uretra y facilita la adherencia a las células uroepiteliales especialmente de las

bacterias Gram negativas.”

En las infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical (CAUTI) los
microorganismos pueden alcanzar la vejiga urinaria a través de tres mecanismos:

1. Introduccion directa. Ocurre durante la cateterizacion misma cuando los
microorganismos presentes en el extremo distal de la uretra son arrastrados
hacia el interior de la vejiga; ocurre basicamente en paciente hospitalizados de
edad avanzada que sufren colonizacion de la uretra distal, siendo una causa

poco frecuente de infeccidn en el resto de los pacientes.
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2. Via intraluminal o por migracion retrograda a través de la luz del catéter. Se

produce a través de dos mecanismos, bien por la contaminacién de las

conexiones cuando se abre el circuito, o bien a través de la contaminacion de la

bolsa de drenaje urinario a nivel del orificio de vaciado de salida de la orina. Si

la esterilidad del sistema de drenaje se mantiene, la via extraluminal adquiere

mayor importancia.

3. Via extraluminal. Los microorganismos ascienden a través del espacio entre la

mucosa uretral y la superficie externa del catéter. Este mecanismo cobra mayor

importancia a partir del a primera semana de cateterizacion y es mas frecuente

en mujeres (alrededor del 70%) que en varones (alrededor del 30%).

Los microorganismos mas frecuentemente aislados son

los Gram negativos

provenientes en su mayoria del aparato intestinal del paciente como: E. coli, Klebsiella,

Proteus, Pseudomonas, Enterococcus.?’

Los pacientes en tratamiento con antibidtico tiene especial riesgo de infectarse por

microorganismos multirresistentes entre los que se encuentran, P. aeruginosa, Serratia

marcenses y C. albicans.

Los microorganismos mas comunmente aislados en urocultivos se resumen en la

siguiente tabla.

Microorganismos mas frecuentes aislados en urocultivos. %

Especies Especies uropatogenas Especies uropatdgenas
uropatdgenas relacionadas a cateterismo relacionadas a cateterismo
comunes vesical de corta duracion. vesical a largo plazo.

E. coli E. coli Providencia stuartii
Klebsiella spp Providencia stuartii Morganella morganii

Proteus spp

P. aeruginosa
Enterobacter spp
Enterococcus spp

S. saprophyticus

S. aureus

Candida spp (puede
ser contaminante)

Klebsiella pneumoniae
P. mirabilis

P. aeruginosa

S. epidermidis
Enterococcus spp
Candida spp

P. mirabilis

E. coli

P. aeruginosa

Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus coagulasa
negativa

Enterococcus spp
Candida spp
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Rol del biofilm en la patogénesis de las infecciones de vias urinarias asociadas a

catéter vesical.

La patogenia de las infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical (CAUTI) se
relaciona con la susceptibilidad del material inerte del catéter vesical a la colonizacion
por microorganismos. En la superficie de la mucosa normal de la vejiga, la adherencia
de las bacterias desencadena una respuesta inflamatoria que trae como resultado una
afluencia de neutréfilos y desprendimiento de células epiteliales.”® Ambos procesos
contribuyen a la erradicacion de las bacterias de la superficie de la mucosa. Por el
contrario, la superficie del catéter vesical no tiene mecanismos de defensa que eviten la

adherencia de bacterias.*

El primer paso en la formacion del biofilm (biopelicula) es el depdsito de particulas
alrededor de las paredes del material del catéter vesical por componentes propios de la
orina del paciente, como proteinas, electrolitos, y otras moléculas organicas. Esta
biopelicula transforma la superficie del catéter y neutraliza las propiedades
antibacterianas de la mucosa normal. Posteriormente las bacterias que nadan libremente
se adhieren a la superficie a través de interacciones hidrofobicas y electrostaticas y por
medio del uso de flagelos,® lo cual inician un proceso de divisién celular, adhesion
bacteriana y secrecion de la matriz extracelular. La sefializacion de célula a célula da
lugar a la formacion estructuras compactas tridimensionales, con canales fluidos entre
ellos, los cuales permiten el intercambio de nutrientes y desechos.’* Una vez se
completa este ciclo de formacion la biopelicula alrededor del material del catéter
vesical, comienza la colonizacion con uropatogenos.

Los uropatégenos adheridos al biofilm intercambian informacion genética, que les
confiere resistencia a fagocitos y a antibidticos; razén por la cual son dificiles de
erradicar.®® Por ejemplo, en un modelo experimental en conejos con CAUTI, la cantidad
necesaria de un antibiotico para eliminar a E. coli de la superficie del catéter vesical fue
de 400 mg/kg, a pesar de que la concentracion inhibitoria minima de este antibi6tico
para eliminar a la bacteria in vitro es menor.*

El factor mas importante de resistencia antimicrobiana en los biofilms es la tasa lenta de
crecimiento bacteriano. Ademas, la yuxtaposicion de microorganismos de una 0 mas
especies dentro de un biofilm facilita la transferencia de genes de resistencia a los

antimicrobianos.*®

13



Diagnostico de CAUTIL.
El diagnostico de CAUTI, se basa en la busqueda de bacteriuria, con un elevado
recuento de leucocitos en el examen general de orina. Ademas, en algunos casos se
encuentra dos 0 mas de los siguientes signos y sintomas:*
e Dolor o ardor en la region de la vejiga, uretra, o en el flanco.
e Fiebre (mas de 38 C) o escalofrios.
e Malestar general.
e Mal olor de la orina.
e Cambio en el color de la orina, incluyendo la orina turbia o el aumento de
sedimentos.
e Hematuria.
e Espasmo vesical.
e Obstruccion de catéter.
e Aumento de la debilidad o la espasticidad, sobre todo, en aquellos con
enfermedades neurologicas.
e Cambio en el estado mental, sobre todo en los adultos mayores, tales como
confusidn, letargia, agitacion, delirio, o cambios sutiles de comportamiento.

e Bacteremia (especialmente después de una traumatismo en la mucosa urinaria)

Factores de riesgo.

El mecanismo de defensa de mayor eficacia de la vejiga, es la dilucion de los gérmenes
por el efecto del flujo de orina y su eliminacién periddica con la miccion. La interaccion
entre el vaciamiento de gérmenes durante la miccion e integridad de los mecanismos
antirreflujo, la presencia de sustancias bacteriostaticas en la orina y los mecanismos de
defensa intrinsecos de la mucosa vesical son determinantes en impedir el desarrollo de
una ITU.

Existen factores de riesgo intrinseco, relacionados con el paciente. Son factores que
alteran los mecanismos de defensa normales (flora periuretral habitual, acidez de la
orina, inmunidad humoral, superficie mucosa intacta, vaciado vesical).*’

Entre éstos se cuentan la edad avanzada, el sexo femenino, patologia de base como la
Insuficiencia renal, Diabetes mellitus, inmunodepresion, malformaciones del trato

urinario, etc.
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Los factores de riesgo extrinsecos son fundamentalmente el tratamiento antibiotico
(porque puede alterar la flora) y el sondaje vesical (especialmente el sistema abierto), ya

que produce un trauma local con inflamacién, lo que facilita la infeccion.®

Tabla 1. Factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de infecciones de vias

urinarias asociadas a catéter.

Factores extrinsecos Factores intrinsecos

. . e Edad avanzada
e Cateterismo vesical

e Uso no justificado de catéter * Sexo femenino

o Duracion del cateterismo e Enfermedad patoldgica de base como

) , Diabetes mellitus, insuficiencia renal,
e Fallas en el cuidado del catéter

_ _ inmunodepresion, malformaciones,
e Cistoscopia

o . . etc.
e Cirugia urologica
o e Alteracion en los mecanismos de
e Uso de antibioticos

defensa como: flora peri-uretral
habitual, pH urinario, inmunidad
humoral, mucosa intacta, vaciado

vesical.

Entre los factores de riesgo asociados a bacteriuria relacionada con cateterizacion
urinaria, la colonizacion del meato urinario con bacterias potencialmente patdgenas se
considera como el de mayor importancia.*

Un dato de importancia es que los pacientes pueden permanecer con riesgo de

bacteriuria por lo menos 24 hrs. después de la remocién del catéter.®

Indicaciones y contraindicaciones del sondaje vesical.
Una de las mas importantes medidas de control de las infecciones urinarias es limitar el
uso de catéter urinario a pacientes cuidadosamente seleccionados y si ésta es

estrictamente necesaria y limitar el tiempo de permanencia del catéter.*!
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Indicaciones Contraindicaciones

= Obstruccion del tracto urinario. » Incontinencia urinaria: utilizacion
= Vejiga neurogénica, disfuncién prioritaria de reeducacion vesical,

urinaria o retencion urinaria. colectores, panales.
= Cirugia urolégica o cirugia en = Prostatitis aguda.

estructuras contiguas. = Lesiones uretrales  (estenosis,
= Control estricto de diuresis en fistulas).

pacientes criticamente enfermos. = Traumatismos uretrales (doble via,

etc.).

Complicaciones.

Las infecciones asociadas a catéter urinario, en pacientes en buen estado, son
generalmente asintomaticas y de evolucion favorable y se resuelven en la mayoria de
los casos con la remocidn del catéter. En pacientes con alto riesgo, la infeccidn persiste
y genera diversas complicaciones, entre las que se sefialan; ****
= Prostatitis

= Epididimitis

= Cistitis

= Pielonefritis

= Abscesos Uretrales

e Bacteriemia

Infecciones de vias urinarias.**

Las infecciones urinarias agudas pueden subdividirse en dos categorias de acuerdo a su
ubicacion anatomica: infecciones bajas (uretritis y cistitis), e infecciones altas
(pielonefritis aguda, prostatitis y abscesos intrarenales y perinéfricos).

Desde una perspectiva microbioldgica, existe una infeccion urinaria cuando se detectan
microorganismos patégenos en numero significativo en orina, uretra, vejiga, rifion o

prostata.
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La presencia de méas de 10° UFC/ml en una muestra de orina adecuada de orina
colectada a la mitad del chorro con total asepsia, indica una infeccion en pacientes
asintomaticos. Una cantidad mas reducida de bacterias (10%-10* ufc/ml) en pacientes
sintomaticos indica infeccidbn en muestras de orina obtenidas mediante aspiracion
suprapubica o sondaje instantaneo. En las muestras tomadas de pacientes con un catéter

permanente, las cifras de 10°-10* ufc/ml implican infeccion.

Desde el punto de vista epidemioldgico, las infecciones urinarias se subdividen en
asociadas a la sonda (hospitalarias) y no asociadas a la sonda (contraidas en la

comunidad).

Existen numerosos microorganismos que pueden infectar las vias urinarias, aunque los
mas comunes son los bacilos Gram negativos. E. coli que causa alrededor del 80% de
las infecciones agudas de los pacientes que no portan sonda y que carecen de anomalias
uroldgicas y de célculos. Otros bacilos Gram negativos, en especial Proteus y Klebsiella
y en ocasiones, Enterobacter, provocan un porcentaje menor de infecciones no
complicadas.

Tienen importancia fundamental en las infecciones hospitalarias asociadas a sonda,
Proteus (gracias a la produccion de ureasa) y Klebsiella (mediante la formacion de

moco extracelular y polisacaridos).

En las infecciones urinarias, los cocos Gram positivos desempefian una funciéon menos
importante. No obstante, S. saprophyticus, una especie coagulasa negativa, provoca 10-
15% de las infecciones urinarias agudas en las mujeres jovenes. Es frecuente que
Enterococcus spp. y S. aureus causen infecciones a pacientes con nefrolitiasis o que se
han sometido a instrumentacion o cirugia con anterioridad.

También puede ocurrir en los pacientes diabéticos o que portan sonda, la colonizacion
por Candida y por otras especies micoticas que en ocasiones avanza a una infeccion

sintomatica.
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Infecciones urinarias asociadas a sondas.**
Muchas de las cepas infecciosas aisladas de pacientes con catéter vesical muestran una
resistencia a los antimicrobianos mucho mayor que la de microorganismos que originan

las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad.

Los factores asociados a mayor riesgo de infeccién por sonda comprenden sexo
femenino, uso prolongado de la sonda, enfermedad subyacente grave, desconexion de la
sonda del tubo de drenaje, otros defectos de las sondas y ausencia de tratamiento
antimicrobianos en general.

Se produce la infeccion cuando las bacterias llegan a la vejiga por una de estas dos vias:
migracion a través de la columna de orina en la luz de la sonda (via intraluminal) o
ascenso desde la sonda a través de la mucosa (via periuretral). Los agentes patdgenos
contraidos en el hospital llegan a la sonda o al sistema de colecta de orina del paciente a
través del personal hospitalario, de soluciones o irrigaciones contaminadas y de
instrumentos o desinfectantes contaminados. Las bacterias normalmente entran en la
sonda a través de la union entre esta y el tubo de drenaje o el orificio de la bolsa de
drenaje. A continuacion, los microorganismos ascienden a través de la luz hasta la
vejiga en un plazo de 24 a 72 horas. Otra alternativa es que la microflora intestinal del
propio paciente colonice la piel del periné y la region periuretral y que acceda a la
vejiga a través de la superficie externa de la sonda. Esta via es especialmente frecuente
en las mujeres. Se ha demostrado en varios estudios la importancia de la fijacion de las
bacterias a la superficie de la sonda y su multiplicacion en ella para la patogenia de las
infecciones urinarias asociadas a catéter. Tales proliferaciones bacterianas en los
biofilms de la sonda se traducen con el tiempo en incrustaciones formadas por bacterias,
mucocalices bacterianos, proteinas urinarias del anfitrion y sales urinarias. Estas
incrustaciones proporcionan un refugio a las bacterias contra los antimicrobianos y los

fagocitos.

Desde una perspectiva clinica, gran mayoria de las infecciones asociadas a catéter no
inducen sintomas, no se acompafan de fiebre y a menudo remiten al suspenderse el
sondaje. Se ignora la frecuencia de las infecciones de las vias altas asociadas a
bacteriuria inducida por catéter. La bacteremia por Gram negativos, es la complicacion

mas importante de las infecciones urinarias asociadas a este dispositivo.
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A veces se puede evitar las infecciones urinarias de este tipo entre los pacientes que
portan sondas durante menos de dos semanas si se emplea un sistema colector cerrado y
estéril, si se conserva una asepsia total durante la colocacion y el mantenimiento de la
sonda y se toman medidas para reducir al minimo las infecciones cruzadas. Se han
utilizado otras medidas preventivas eficaces, al menos en un ensayo controlado pero no
se recomienda su uso general; cabe destacar la administracion de ciclos cortos de
antimicrobianos sistémicos, la aplicacion topica de pomadas antimicrobianas
periuretrales, el uso de unidades sonda-tubo de drenaje conectadas previamente, el
empleo de sondas impregnadas con antimicrobianos y la adicion de antibidticos a la
bolsa de drenaje. Pese a todas las precauciones adoptadas la mayoria de pacientes

sondados durante méas de dos semanas terminan sufriendo bacteriuria.

Resistencia antimicrobiana.*

El éxito sostenido del tratamiento antibi6tico depende de que éste aventaje la capacidad
de los microorganismos para desarrollar resistencia. A veces la resistencia parece
ocurrir a un ritmo similar al del desarrollo de nuevos antimicrobianos.

La resistencia de un microorganismo a un antibidtico afecta la practica médica y
requieren el uso de pruebas de laboratorio para guiar al médico en la eleccion del
tratamiento.

Para considerar a un bacteria susceptible o resistente a cualquier antimicrobiano, son
necesarias la valoracion integral de la actividad in vitro y de sus caracteristicas
farmacoldgicas, asi como la evaluacion clinica.

La seleccidn del tratamiento puede basarse en las caracteristicas conocidas o esperadas
de los microorganismos Yy las caracteristicas farmacologicas de los antimicrobianos. Con
respecto a los microorganismos, el uso del término susceptible (sensible) implica que su
concentracion inhibitoria minima (CIM) esta en un nivel alcanzable en la sangre y otros
liquidos corporales apropiados con las dosis recomendadas. El término resistente,

significa que la CIM no se logra con los niveles alcanzables en condiciones normales.

La resistencia a antimicrobianos es un problema de salud publica. Los mecanismos de
resistencia pueden ser intrinsecos o adaptativos. Los primeros pueden capacitar a la
bacteria para que produzca enzimas que destruyan al farmaco antibacteriano, expresar

sistemas efflux de excrecidon que eviten que el farmaco alcance su blanco intracelular,
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modificar el sitio blanco del antimicrobiano o generar una via metabdlica alterna que
evite la accion del farmaco. Entre los mecanismos adaptativos, encontramos las
adaptaciones fenotipicas, sea por el estado metabolico de la bacteria, o por ser

secundarias a su capacidad de producir biopeliculas.*®

La resistencia a las penicilinas y a otros Beta-Lactamicos se debe a uno de los siguientes
mecanismos generales:*’

1. Inactivacion del antibiotico por la Beta-lactamasa

2. Modificacion del sitio de unién de las proteinas fijadoras de penicilinas (PFP)
3. Acceso dificil del antimicrobiano al sitio de su unién con las PFP
4

La presencia de una bomba de egreso (efflux)

La resistencia al Trimetoprim puede resultar de la permeabilidad celular disminuida, de
la sobreproduccion de dihidrofolato reductasa, o de la produccion de una reductasa
alterada con disminucion de la fijacién del farmaco. La resistencia puede surgir por
mutacion, aunque es mas comuan que se deba a reductasas de dihidrofolato resistentes a
trimetroprin codificadas por plasmidos. Estas enzimas resistentes pueden localizarse
dentro de transposonas sobre plasmidos conjugados, con un amplio rango, que al final
de cuentas, diseminan rapido y ampliamente la resistencia al trimetroprim entre

numerosas especies bacterianas.*’

La resistencia a Ciprofloxacina se debe a una 0 mas mutaciones en la region de unién de
la quinolona con la enzima blanco o por un cambio en la permeabilidad del
microorganismo. La resistencia a las fluoroquinolonas, sobre todo si es de alto nivel,

por lo general origina resistencia cruzada a todos los demas miembros de esta clase.*’

La resistencia esta relacionada con el sitio blanco de accion, la topoisomerasa Il o girasa
y fundamentalmente en la subunidad A del ribosoma. No obstante cada vez se da mas
importancia a la presencia de mecanismos de expulsion que impiden alcanzar
concentraciones intracelulares de antibiotico suficientes o dificultan el paso a través de
la pared. Recientemente se ha descrito también la presencia de plasmidos e incluso se ha
reportado una cepa de K. pneumoniae con un plasmido de resistencia multiple que

inclufa también quinolonas.*®
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Resistencia asociada al Biofilm.

Aunque los genes de resistencia y sus productos son los principales mecanismos de
resistencia a antibioticos, existen otros menos explorados, como los relacionados con la
produccion de biopeliculas. Las biopeliculas son agregados adherentes que se forman en
superficies bidticas o abidticas.”’ Se ha demostrado que las cepas que producen
biopeliculas son significativamente mas resistentes a antibi6ticos.”

Esta forma de crecimiento bacteriano contiene células genéticamente sensibles,
refractarias a muchos antibiéticos, pero no a todos>’. Se han propuesto tres mecanismos
por los cuales las biopeliculas contribuyen a la resistencia.

Primero, se ha postulado que las células bacterianas encajadas en matrices de
polisacaridos que constituyen la biopelicula son menos accesibles a la difusion del
antibiético.>® La segunda razon es que se trata de una forma de indiferencia el farmaco a
causa de los nutrientes y otros limitantes, pues muchas células bacterianas dentro de la
biopelicula no se replican ni metabolizan lo suficiente para que el antibidtico funcione
de manera eficaz.>® La tercera hipotesis, y actualmente la mas apoyada, es que las
bacterias dentro de las biopeliculas se diferencian a estados refractarios a los
antibidticos; es decir, una combinacion de indiferencia y persistencia.

Esto debe considerarse en el tratamiento. Por ejemplo, P. aeruginosa produce
biopeliculas donde los antibiéticos, como las fluoroquinolonas, penetran mas facil en
comparacion con los aminoglucésidos, pues éstos se unen a polimeros como el alginato.
Ademas deben considerarse algunas interacciones muy importantes, como la de los
aminoglucosidos que son inductores de la formacion de biopeliculas en cepas de P.

aeruginosa y E. coli, lo que aumenta la resistencia.*

Muestra.™

La principal conexién entre el clinico y el laboratorio de diagnéstico es la muestra que
se envia para procesamiento. Si ésta no se elige o colecta de manera adecuada, no hay
modo de que el laboratorio rectifique el error. Una muestra mal recolectada es la razon
mas comun de falla en el diagnostico etiologico o, lo que es peor, de elaboracion de un
diagnostico equivocado. En el caso de las infecciones bacterianas, el principal problema
radica en distinguir la flora normal residente o contaminante de los microorganismos

que causan la infeccion.
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Recoleccién y transporte de la muestra.™®
El hisopo estéril es la herramienta mas utilizada para recolectar una muestra, pero
proporciona las peores condiciones para la supervivencia y solo puede absorber un
pequefio volumen del exudado inflamatorio. La peor muestra posible es la recolectada
en un hisopo seco; la mejor es la coleccion de 5 a 10 ml o méas de tejido o liquido
infectado. El volumen es importante porque los microorganismos infectantes que se
presentan en pequefas cantidades talvéz no se detectan en una muestra pequefia.
La recoleccién y el transporte de la muestra son procesos fundamentales que, segun
como se realicen, determinan el resultado final del estudio microbiolégico.
En el estudio de las infecciones de vias urinarias (I\VU) existen 5 principios basicos que
deben aplicarse con el fin de lograr procesos adecuados:>®
1. La muestra debe ser representativa.
2. Lacantidad de la muestra debe ser suficiente para permitir estudio microscépico,
cultivo y cualquier otro tipo de prueba.
3. Evitar la contaminacion de la muestra durante el proceso de recoleccion.
4. Eltransporte de la muestra recolectada deber ser rapido y adecuado.
5. La recoleccion de la muestra se debe realizar, en lo posible, antes del inicio de
cualquier tratamiento antimicrobiano que pueda alterar los resultados.

6. Utilizar un método cuantitativo para evaluar si hay infeccion.

Las muestras deben transportarse al laboratorio lo antes posible después de su obtencién
porgue algunos microorganismos sobreviven muy poco tiempo fuera del cuerpo, y otros
se multiplican rapidamente en la orina. Cuando el procesamiento se retrasa mas de tres
0 cuatro horas, se producen cambios significativos. Si la muestra no se puede procesar
de inmediato es necesario mantenerla en refrigeracion a fin de evitar la proliferacion
bacteriana. A temperatura de (2-8°C) sera adecuada hasta por 24 horas y en congelacion

por tiempo mas prolongado. *

La recoleccion de la muestra de pacientes con cateterismo vesical, requiere una técnica
mas estéril. El personal de salud que manipula el catéter vesical debe de usar guantes

estériles.

Para una toma adecuada de una muestra de orina obtenida de catéter vesical se deben de

sequir los siguientes pasos:>’

22



microorganismos hacia la vejiga.

*Muestras obtenidas de la bolsa colectora son inapropiadas.®

Guias para la recoleccion de muestras bacterioldgicas y micoldgicas.”®

Pinzar el catéter vesical por encima de donde se tomaré la muestra.
Realizar una limpieza vigorosa de las paredes del catéter con alcohol al 70%
Aspirar con la aguja de una jeringa. (4-5 cc). Manteniendo la integridad del

sistema cerrado de drenaje del paciente, con el fin de prevenir la introduccion de

Tipo de Pasos de recoleccion | Depdsito Tiempo y Tiempo y
muestra temperatura de | temperatura de
transporte almacenamiento
Orina de 1. Realizar Contenedor Sin preservantes: | <24 horas
cateter asepsia con estéril < 2 horas 4°C.
vesical. alcohol 70%. Temperatura
2. Aspirar con ambiente.
una jeringa 5
a 10 ml de Preservado:
orina. <24 horas
3. Transferir a Temperatura
un tubo o ambiente.
contenedor
estéril.

Estudio de las muestras®

El diagnostico de la infeccion microbiana comienza con la valoracion de los datos

clinicos y epidemiologicos, a partir de la cual se formula una hipotesis diagnostica.

Para un diagnostico clinico adecuado, se necesita una combinacién de ciencia y arte por

parte del médico y el profesional de laboratorio; el médico eligiendo las pruebas y

muestras adecuadas para su procesamiento Yy, en ocasiones, sugiriendo los agentes

etiologicos sospechosos al laboratorio; por su parte, el profesional del laboratorio debe

usar métodos que demuestren la presencia de los probables agentes y estar preparado

para explorar otras posibilidades sugeridas por la situacion clinica o las pruebas de

laboratorio. Los mejores resultados se obtienen cuando la comunicacion entre el clinico

y el laboratorio es 6ptima.
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Las estrategias generales para el diagnostico de laboratorio varian segun los distintos
microorganismos y enfermedades infecciosas. Sin embargo, casi siempre los métodos
son alguna combinacion de exadmenes microscopicos directos, cultivo, deteccion de
antigeno, deteccion de anticuerpos y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

En fin, el diagnostico microbiolégico de las enfermedades siempre comienza,
independientemente de la causa, con algun tipo de muestra adecuadamente recolectada

del paciente.

Tincién de Gram.*

La tincion propuesta por el médico danés Christian Gram en 1884, es una de las
tinciones diferenciales mas utilizadas en bacteriologia, que clasifica las bacterias en
Gram positivas y Gram negativas en término de minutos.

La reaccion de la tincion de Gram se basa en la cantidad de peptidoglucano que se
encuentra en las paredes celulares de estas bacterias. Las bacterias Gram positivas
tienen muchas capas de peptidoglucano, las cuales a su vez, sostienen moléculas de
acido teicoico. El &cido teicoico reacciona con el cristal violeta y el yodo utilizado en
este proceso de tincidn. EI complejo de las moléculas cristal violeta-yodo-acido teicoico
es muy dificil de remover. Como la pared celular de las células Gram positivas retiene
estos compuestos, es mas dificil decolorar una célula Gram positiva que una Gram
negativa. Una mezcla de alcohol acetona remueve el cristal violeta de la célula Gram
negativa, pero no de la Gram positiva. Esta mezcla de alcohol acetona también disuelve
mucho de la capa exterior de lipopolisacarido de la pared celular de las Gram negativa,

lo cual acelera la remocion del colorante primario, cristal violeta, de estas células.
Se consideran Gram positivas a las bacterias que se observan de color violeta y Gram

negativas a las que se ven color rosa, una ventaja es que se puede efectuar una

diferenciacion inicial, por su morfologia: cocos, bacilos, espirilos y su agrupacion.
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Cultivo.®

El crecimiento e identificacion del agente infectante in vitro es casi siempre el recurso
diagnostico mas sensible y especifico, y por eso es el método més usual.

Casi todas las bacterias de importancia medica pueden cultivarse fueras del huésped, en
medio artificiales de cultivo. Una sola bacteria colocada en condiciones de cultivo
adecuadas se multiplica hasta cantidades notorias a simple vista. Los medios
bacterioldgicos son recetas parecidas a sopas que se preparan con productos animales
digeridos o proteinas vegetales complementadas con nutrientes como glucosa, extracto
de levadura, suero o sangre, para cubrir los requerimientos metabolicos del

microorganismo.

En los dltimos 100 afios los bacteriélogos han desarrollado incontables medios para
ayudar al aislamiento e identificacion de bacterias de importancia médica. Solo unos
cuantos han perdurado hasta su aplicacién habitual en los laboratorios clinicos, y
pueden clasificarse como medios nutrientes selectivos, diferenciales, de
enriquecimiento, etc.

La temperatura y la atmosfera de incubacion varian de acuerdo con el microorganismo,
en base a lo cual pueden clasificarse en aerdbicos y anaerdbicos; mesofilas, psicrofilas y

termofilos

Criterios de interpretacion.

La determinacion del numero y tipo de bacterias en la orina es un procedimiento
diagndstico de vital importancia. La orina de los pacientes sintoméaticos muestra una
gran cantidad de bacterias (> 10° ufc/ml). En el caso de los enfermos asintomaticos, se
debe efectuar un examen bacterioldgico de dos muestras consecutivas de orina en la que
se demuestre una cantidad de > 10° ufc/ml de una misma bacteria por mililitro, antes de
instaurar cualquier tratamiento. EI nimero tan elevado de bacterias que contiene la orina
de la vejiga, obedece, en parte, a la multiplicacion bacteriana durante su permanencia en
la cavidad vesical, las muestras de orina de los uréteres 0 de la pelvis renal a veces
contiene < 10° ufc/ml, y adin asf indica infeccién. Igualmente, la presencia de bacteriuria
de cualquier grado en los aspirados suprapGbicos, mayor o igual a 10? ufc/ml, de orina

obtenida mediante sondaje, suele indicar infeccion.
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Interpretacion microbioldgica del urocultivo y conducta recomendada.

59, 60

Conteo Método de Sedimento Microorganismo | Interpretacion
de recoleccion Urinario aislado
colonias
0 ufc/ml Independiente Urocultivo
del resultado negativo
Cualquier | Puncion Independiente | Cualquier Identificacion y
recuento | suprapubica del resultado microorganismo | estudio de
susceptibilidad.
1,000 Cateterizacion | Independiente | <2 especies Identificacion y
ufc/ml transitoria del resultado uropatégenos estudio de
susceptibilidad.
>10,000 | Segunda Independiente [ <2 especies Identificacion y
ufc/ml miccién en del resultado uropatdgenos estudio de
paciente susceptibilidad.
especial *
>10,000 | Orina por Patologico < 2 especies Identificacion y
ufc/ml catéter uropatdgenos estudio de
permanente susceptibilidad.
>10,000 | Segunda Patologico <2 especies Identificacion y
ufc/ml miccién uropatdgenos estudio de
susceptibilidad.
>100,000 | Segunda Patoldgico 2 uropatogenos + | Identificacion y
ufc/ml miccion otra bacteria con | estudio de
recuento 10 veces | susceptibilidad/solo
menos de los
uropatdgenos
>100,000 | Segunda Sin <2 especies Identificacion y
ufc/ml miccion antecedentes uropatégenos estudio de
del sedimento. susceptibilidad.
>100,000 >3 Solicitar nueva
ufc/ml microorganismos, | muestra.

sin predominio
de alguno.

*Mujer embarazada, paciente diabético o urolégico.

Control de laboratorio del tratamiento antimicrobiano.®

La susceptibilidad de las bacterias a una bateria de antimicrobianos potencialmente

efectivos para ellas, puede evaluarse in vitro en el laboratorio.

Estas pruebas consisten en colocar el microorganismo en presencia de concentraciones

variables de antimicrobianos, para averiguar cual es la CIM. Los métodos usados se

estandarizan, incluida la concentracion del inoculo bacteriano y las condiciones del

crecimiento. Una vez determinada la CIM pueden ser, métodos mas sencillos, de
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difusion, en los que el antibidtico en la concentracion apropiada se incorpora en un
disco de papel filtro.

Para seleccionar el antimicrobiano apropiado entre aquellos a los que el patdégeno es
susceptible no bastan los resultados de las pruebas de laboratorio por si solos; a demas
se debe considerar la farmacologia clinica del agente, la causa de la enfermedad, el sitio

de la infeccion y la patologia de la lesion.

Existen diferentes pruebas de susceptibilidad de los microorganismos a los antibiéticos:
1. Prueba de difusion en agar o (Kirby-Bauer).
2. Prueba de dilucion.
3. Pruebas automatizadas.
4. Pruebas moleculares.
5

Pruebas bactericidas.

La prueba de difusion en agar o (Kirby-Bauer) es una de las mas utilizadas y
estandarizadas. Consiste en inocular el microorganismo en estudio en una placa de petri
con medio Mueller-Hinton y luego colocar sobre el inoculo discos de papel filtro
impregnados con los diferentes antibioticos a usar, en concentraciones previamente
determinadas. Tan pronto el disco impregnado de antibio6tico se pone en contacto con la
superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiotico difunde en agar. El
antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco,
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridos 18-24 horas de incubacion,
los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion en caso de que la bacteria sea
sensible; si la bacteria es resistente no se forma halo de inhibicion. La lectura del
diametro de los halos de inhibicion se realiza con una regla milimetrada y se comparan
con didmetros de inhibicion estandarizados para cada antimicrobiano.®

Para interpretar los resultados debe usarse una tabla con las medidas de didmetro de
inhibicién estandarizados para cada antimicrobiano segun el Instituto de estandares
clinicos y de laboratorio (CLSI), para interpretar como: Sensible, Intermedio o

Resistente.
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La susceptibilidad se clasifica asi:

Susceptible (S): los microorganismos son inhibidos por concentraciones de antibioticos

obtenidas con un régimen usual de dosificacion.
Resistente (R): Los microorganismos que causan la infeccidn, toleran concentraciones
de antibidticos superiores a las que pueden obtenerse en la sangre por medio de un

régimen usual de dosificacion.

Intermedio (Indeterminado): prueba erratica, que debe repetirse.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Transversal- Descriptivo

Poblacion
Pacientes con cateterismo vesical a largo plazo, que llegan a cambio de Sonda

Transuretral, a la unidad de emergencia del Hospital San Rafael.

Muestra:
El estudio sera realizado con un total de 50 muestras de orina de catéter vesical de
paciente que cumplieron con los criterios de inclusién de nuestro estudio, por muestreo

no probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion.
e Sexo masculino
e Edad mayor de 50 afios
e Portador de cateterismo vesical a largo plazo
e Sin tratamiento antibidtico reciente (7 dias previos a la toma de la muestra)

e Aceptacion del consentimiento informado

Criterios de exclusion.
e Paciente con puncion suprapubica

e Paciente que se niegue a colaborar con el estudio
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Variables:

Variable Tipo de variable Definicion Indicador
operacional
Bacteria aerdbica Cualitativa. Bacteria aerdbica Presencia o
aislada. presente en orina ausencia.
del catéter vesical.
Tincion de Gram Cualitativa. Coloracion segun Gram positivo
Reaccion y técnica de Gram. Gram negativo
morfologia. Morfologia. Cocos o bacilos.
Agrupacion.
Recuento Cuantitativa. NUmero de Numero de colonias
bacteriano. unidades en el agar
formadoras de multiplicadas por
colonias aisladas. 1,000.
(ufc)
Susceptibilidad a Cualitativa. Interpretacion de Sensible
antibioticos. los didmetros de las | Resistente
zonas de inhibicion. | Intermedio
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Instrumento y técnica de recoleccion de datos.

En el HNSR los cambios de Sonda transuretral se realizan los dias lunes, miércoles y
viernes por la mafiana, en la unidad de Pequefia Cirugia ubicada en la emergencia del
hospital.

El equipo investigador se desplazé a las instalaciones del HNSR a partir de la primera

semana del mes de Octubre.

Al cada grupo de pacientes que llegaban a cambio de sonda, se les explicé en qué
consistia el estudio y se les preguntd si deseaban participar en él.
Una vez estos pacientes hubiesen aceptado participar, se colectaron los datos

demograficos de cada paciente en un formulario disefiado con ese proposito (anexo 1).

Recoleccidn y transporte de la muestra:

1. Se pinzo la sonda vesical y se realizo una limpieza vigorosa de una porcion de la
superficie externas de la sonda con una torunda con alcohol 70% y jabon

yodado.

2. Con una jeringa esteéril, previamente identificada con el nimero e iniciales del

paciente, se aspiré 3ml de orina.

3. Las jeringas con las muestras se transportaron en una hielera a 4-8°C. al
laboratorio de microbiologia de la Universidad Dr. José Matias Delgado. Donde
fueron analizadas de acuerdo al procedimiento para el procesamiento de una
muestra adecuada en microbiologia segun el Instituto de Estandares clinicos y de
laboratorio. (CLSI).
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Flujograma de trabajo.

Recoleccion de la muestra de orina de catéter vesical

Transporte de la muestra (laboratorio de la UIMD) tiempo < de 2 horas

l

Procesamiento

l 1 !

Tincion Gram

Antibiograma

Gram-positive cells appear biuc-biack;
G

Pruebas de identificacion

Rojo de Metilo
Voges Proskauer

y v
Bacterias Gram Bacterias Gram negativas.
positivas. e TSI*
e C(Catalasa e Citrato
e Coagulasa e Urea
e MIO*
[ ]
[

*TSI (Tres azucares y hierro) *MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)
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Procesamiento de las muestras:

Se colocaron las muestra de orina en tubos estériles debidamente identificados.

1. Coloracion de Gram.

v

Se tomaron 0.001ml de orina con el asa calibrada, la cual se colocé en
una lamina portaobjetos de vidrio previamente identificada, con el
numero e iniciales correspondientes al paciente, se dejo secar al aire y
colorearon los frotis con la técnica de Gram. Revise el area del frotis con
el microscopio usando el objetivo de inmersion anotando el namero de

bacterias presentes, su morfologia y reaccion de Gram. (ver anexo 2)

2. Cultivo de la muestra.

v

Figura A.

Se utilizaron placas de petri de 2 compartimientos: Con medio de Agar
Sangre de carnero al 5% en unoy Eosina-azul de metileno (EMB) en el
otro.

Se mezcl6 bien la orina y se inocularon los medios haciendo uso de un
asa calibrada de 0.001 ml, introduciéndola verticalmente, como muestra
la figura A. Depositando esa cantidad en una linea sobre la superficie del
medio de uno de los compartimientos de la placa. A continuacion, sin
flamear, se sembr6 en estrias, como muestra la figura B. Se hizo lo
mismo en la otra mitad de la placa.

Se incubaron las placas a 35° C. por 18 a 24 horas.

Figura B.

Loop is touched to the
center of the plate, from
which the inoculum is
spread in a line across
the diameter of the
plate.

Without flaming or re-
entering urine, loop is
drawn across the entire
plate, crossing the first
inoculum streak numerous
times to produce isolated
colonies.
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3.

&

Lectura de la placas

v Se revisaron las placas inoculadas después del tiempo de incubacion,
anotando el numero de colonias presentes y sus caracteristicas
morfoldgicas, color, presencia de brillo metalico 6 hemdlisis en el agar
sangre, asi como si eran capaces de fermentar la lactosa.

v Se realizaron frotis con soluciéon salina al 0.85% de las colonias
presentes, los cuales fueron coloreados con Gram para identificar
morfologia microscopica y reaccion.

v Se subcultivd una colonia de cada placa a un medio con Tripticasa Soya
Agar (TSA) a 35 °C por 18-24 horas.

Identificacion.

Si se aislan bacilos Gram negativos realizar las pruebas bioquimicas: Tres
azucares y hierro (TSI), Citrato, Urea, MIO (movilidad-indol-Ornitina), Rojo de
Metilo (RM) y Voges Proskauer (\VP).

Si se trata de cocos Gram positivos, de acuerdo a su morfologia, realizar las
pruebas de catalasa, coagulasa, crecimiento en medio con NaCl 6.5% y otras que
se consideren necesarias.

Interprete los resultados de las pruebas de acuerdo a lo indicado en los textos de

referencia.

Antibiograma. (anexo 4 )

Una vez aisladas las bacterias, se procedio a realizar el antibiograma segun la
técnica de Kirby-Bauer, utilizando discos impregnados con Amoxicilina,
Trimetoprim-Sulfametoxazole y Ciprofloxacina, para conocer la sensibilidad de
las bacterias aisladas.

Los halos de inhibicion se midieron con una regla milimetrada y el resultado fue
interpretado.

Los resultaos fueron reportados como R, S e | y posteriormente entregados al

HNSR para ser colocados en el expediente de cada paciente.
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Etica.

Aprobacion del comité de Etica del Hospital Nacional San Rafael

Consentimiento informado. (anexo 5)

Se considerara consentimiento informado cuando los sujetos sean sabedores del
propésito y la naturaleza del estudio, sus objetivos y los riesgos que debe
afrontar al participar en el estudio, y los beneficios que obtendra como resultado
del estudio.

Confidencialidad.

Se utilizé las iniciales y los numeros de expedientes, para identificar las
muestras tomadas de los pacientes.

No se hizo presion a las personas a participar en el estudio; ni se ofrecio
recompensa con bienes, servicios 0 pagos en efectivo para inducir su

participacion.

Comunicacion de los resultados del estudio.
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CRONOGRAMA DE PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS
Recoleccion de las Revisar las placas e A partir de las placas con Leer resultados de e Realizar
muestras inoculadas. TSA realizar: identificacion. reportes.

Identificacion adecuada
de las muestras.

Cultivo cuantitativo. (Con
el asa calibrada, inocular
en una caja de petri de 2
compartimientos con AS
y EMB, en una raya 0.001
ml de orina.

Incubar

Realizar Frotis y colorear

con Gram.

Contar el nimero de
colonias de cada tipo y
anotar las caracteristicas
de las colonias: numero,
tamafio, forma.
Subcultivar a placa con
TSA.

a) Pruebas de
identificacion

b) Antibiogramas

Leer diametros de
inhibicién e

interpretar resultados.
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Procesamiento y analisis de datos.

Los resultados obtenidos del estudio se descargaron en una matriz de Microsoft Excel

version 2007, utilizando un sistema operativo de Windows 7, Ultimate 2009.

Los resultados se graficaron utilizando graficos de pastel, graficos de barra, frecuencias

y porcentajes.

37



RESULTADOS

Se estudiaron un total de 50 pacientes, con sonda vesical a largo plazo, la mayoria de
ellos por hipertrofia prostatica benigna, quienes llegan a cambio de ésta cada 15 dias. El
tiempo de uso de la sonda vario entre 2 a 5 afos, encontrando una media de 3.5 afios de
uso. El 44% de los pacientes habian sido portadores de catéter vesical al menos por un
periodo de 3 afios.

Los urocultivos de todos los pacientes estudiados fueron positivos para bacterias
aerobicas. No se investigaron microorganismos anaerdbicos. Se observo relacion entre
el tiempo de uso de la sonda y la etiologia polibacteriana de la infeccion de vias
urinarias. Pacientes con 2 afios de uso de la sonda presentaron etiologia monobacteriana
en 84% de los casos, y polibacteriana en 16%. A medida que incrementaron los afios de
uso de la sonda se aumento el porcentaje de infecciones polibacterianas, siendo de
100% en los pacientes portadores de catéter vesical por un periodo de 5 afios (tabla 1y

grafica 1).

Tabla 1. Tiempo de uso de sonda vesical vs. Etiologia polibacteriana.

Tiempo (afilos) Muestra  Monobacteriana \ Polibacteriano total

2 13 11(84.6%) 2(15.3%) 100%
3 22 18(81.8%) 4(18.1%) 100%
4 9 5(55.6%) 4(44.4%) 100%
5 6 0(0%) 6(100%) 100%

Grafica 1. Tiempo de uso de sonda vesical vs. Etiologia polibacteriana
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En todos los casos se hizo frotis con 0.001 ml de orina y se coloreo con Gram, con el
propdsito de relacionar la observacion de bacterias en el frotis de la muestra con el
resultado del urocultivo. Se observaron bacterias en el 100% de las muestras; los bacilos
gram negativos constituyeron el 70%, seguidos de bacteriologia mixta (cocos y bacilos)
en 23%, cocos gram positivos 4%, y cocos gram negativos 3%. (Grafica 2). Se observo

concordancia entre el resultado del frotis y el urocultivo.

Grafica 2.

Tincion de Gram

4% 3%

M bacilos gram negativos
B Cocos y bacilos
@ Cocos gram positivos

B Cocos gram negativos

De las 50 muestras se obtuvieron 66 aislamientos bacterianos y 11 especies diferentes
de microorganismos. Se aislo una especie bacteriana en 68% de las muestras y 2

especies en el restante 32%. (Grafica 3).

Grafica 3

Infeccion monobacteriana vs.
Infeccion polibacteriana.

B monobacteriana

™ polibacteriana
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Las especies bacterianas aisladas se presentan en Tabla 2 y Grafica 4. Predominaron las
cepas de E. coli, 28 cepas (42%), seguidas de P. aeruginosa 10 cepas (15%),
Enterobacter spp 9 cepas (14%), Proteus spp 9 cepas (14%) y Klebsiella spp 4 cepas
(6%.). Las especies del género Enterobacter incluyeron E. cloacae (9%) y E.
aerogenes (5%); las del genero Proteus incluyeron P. vulgaris (9%) y P. mirabilis
(5%); vy las del genero Klebsiella, K. pneumoniae (5%) y K. oxytoca (1%). (Tabla 2 y
gréfica 4)

Tabla 2. Bacterias aer6bicas aisladas de pacientes con cateterismo vesical a largo
plazo en el HNSR.

Klebsiella oxytoca 1
Enterococcus spp. 2
Staphylococcus aureus 2
Citrobacter freundi 2
Klebsiella pneumoniae 3
Enterobacter aerogenes 3
Proteus mirabilis 3
Enterobacter cloacae 6
Proteus vulgaris 6
Pseudomona aeruginosa 10
Escherichia coli 28

Grafica 4. Porcentajes de bacterias aerdbicas aisladas de pacientes
con cateterismo vesical a largo plazo en el HNSR.
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B Pseudomona aeruginosa
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B Proteus mirabilis

M Enterobacter aerogenes

W Klebsiella pneumoniae
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1 Enterococcus spp.

Klebsiella oxytoca
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En las infecciones polibacterianas se observaron varias combinaciones de
microorganismos (Tabla 3). En la mayoria de los casos estuvo presente E. coli

(68.75%). Las combinaciones obtenidas. Fueron:

Tabla 3. Combinaciones Bacterianas.

Combinaciones Muestra Porcentaje

E. coli + P. aeruginosa 4 25%
E. coli + Proteus spp. 2 12.5%
E. coli + Enterococcus spp. 2 12.5%
E. coli + Enterobacter spp. 1 6.25%
E. coli + Citrobacter freundii. 1 6.25%
E. coli + Staphylococcus spp 1 6.25%
Enterobacter spp + Klebsiella spp. 1 6.25%
P. aeruginosa + Proteus spp. 2 12.5%
P. aeruginosa + Enterobacter spp. 1 6.25%
Enterobacter spp + Staphylococcus

spp. 1 6.25%
Total 16 100%

Las bacterias aisladas fueron estudiadas en cuanto a su susceptibilidad a Amoxicilina,
Trimetoprim-Sulfametoxazole (TMP-SMX) y Ciprofloxacina, debido a que en el
HNSR, estos 3 antibioticos son los que estan disponibles, para el manejo de las
Infecciones de vias urinarias asociadas a sonda vesical (CAUTI) en el paciente
ambulatorio. Generalmente estos pacientes son tratados sin ningun examen previo de
laboratorio.

La Ciprofloxacina fue el antibiotico que mostro mayor efectividad, ya que 36% de las
cepas aisladas fueron sensibles. Sin embargo fue notable la resistencia a esta droga de
las cepas de E. coli (82%). A Trimetroprin-Sulfametoxazole fueron sensibles 33% y a

Amoxicilina 5%. (Tabla 4 y grafico 5)

Tabla 4. Sensibilidad de las bacterias aisladas a los antibioticos

ANtIDIOTICO Resistente ermedia Sensible ota

Amoxicilina 63(95%) 0 (0%) 3(5%) 66
Trimetroprin 42(63%) 2(3%) 22(33%) 66
Ciprofloxacina| 37(56%) 5(8%) 24(36%) 66
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Grafico 5. Sensibilidad y resistencia a los antibioticos de las bacterias aisladas.
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La sensibilidad intermedia se observé solamente para TMP-SMX (3%) vy

Ciprofloxacina (8%).

Se observo una alta resistencia de las cepas de E. Coli (82%) a Ciprofloxacina grafica

6, la cual fue mayor que la de P. aeruginosa (30%).

Grafica 6.

Sensibilidad y resistencia de E. coliy
P. aeruginosa a ciprofloxacina.
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La comparacion de la resistencia a la Ciprofloxacina en las especies aisladas se muestra
en la gréfica 7, pudiéndose apreciar que E. coli fue la mas resistente, seguida de
Klebsiella, luego Enterobacter y finalmente Pseudomonas y Proteus que fueron los méas
sensibles.

Grafica 7.

Susceptibilidad de las bacterias a

Ciprofloxacina.
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Los resultados fueron diferentes para TMP-SMX, 70% de las cepas fueron

resistentes. Los resultados para las otras especies fueron E. coli (68%), Klebsiella

50%, Enterobacter spp (45%), Proteus spp 44%.

Grafica 8. Susceptibilidad de las bacterias al TMP-SMX.
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La Amoxicilina fue el antibiotico al que mostraron mayor resistencia (95%) las

bacterias aisladas, siendo los resultados similares para todas las especies.

Gréfico 9.

Susceptibilidad de las bacterias a
Amoxcilina.

M Resistente [ Sensible

5%

Se pudo observar que algunas de las bacterias aisladas, pueden presentar resistencia a
los 3 antibidticos en estudio, lo cual genera mayores problemas de resistencia

bacteriana.
Los porcentajes de resistencia que presentaron las bacterias a los antibidticos en estudio

se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Porcentaje de Resistencia de las bacterias mas frecuentemente aisladas a los 3

antibidticos en estudio en pacientes con cateterismo vesical a largo plazo en el HNSR.

E. coli 28 16 57.1%
Klebsiella spp 4 2 50%
Enterobacter spp 9 3 33.3%
Proteus spp 9 2 22.2%
P. aeruginosa 10 1 10%
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Los porcentajes de resistencia a los antibioticos utilizados fueron altos, encontrando
para E. coli resistencia a Amoxicilina en 100% de las cepas, a TMP-SMX en 67% y a
Ciprofloxacina en 82%. (Ver grafico 10)

P. aeruginosa fue resistente a Amoxicilina en 90%, a TMP-SMX en70% vy
Ciprofloxacina 30%; a este ultimo fue al que presento menor porcentaje de resistencia,
probablemente debido a la biopelicula que produce P. aeruginosa, la cual es penetrada

por las quinolonas con mayor facilidad que otros antibiéticos.>* (Ver grafico 10)

Grafica 10.

Porcentaje de Resistencia de las bacterias
mas frecuentemente aisladas a los
antibioticos en estudio.
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DISCUSION

En este estudio se observo que el tiempo de uso de catéter vesical es un factor de riesgo
muy importante para la infeccion de vias urinarias asociadas a este dispositivo,
encontrandose relacion entre el tiempo de uso de la sonda y la etiologia polibacteriana
de la infeccion, la cual fue observada con mayor frecuencia a medida que incrementaron

los afios de uso de la sonda.

Las 50 muestras analizadas en el estudio fueron positivas a bacterias aerobicas,
aislandose 11 microorganismos diferentes de 66 aislamientos bacterianos y
observandose diferentes combinaciones de microorganismos, Solo se aisl6 una especie
bacteriana en 68% de las muestras y en el restante 32% dos especies bacterianas. Esto
orienta al clinico a pensar que en este tipo de pacientes no se debe de sospechar que la
infeccion es ocasionada por una bacteria especifica, sino tomar en consideracion que se
podria presentar casos en los que haya una combinacion de microorganismos, lo cual

tiene importancia para el manejo clinico de la infeccion.

A todas las muestras estudiadas se les hizo frotis con 0.001 ml de la muestra y tincion
de Gram, encontrando una relacion directa entre la observacion de bacterias presentes
en dicho frotis y la positividad del urocultivo; en el 100% de los frotis se observaron
bacterias, lo que coincidi6 con la positividad de los urocultivos. Se observaron bacterias
en el 100% de las muestras; los bacilos gram negativos constituyeron el 70%, seguidos
de bacteriologia mixta cocos y bacilos 23%, cocos gram positivos 4%, y cocos gram
negativos 3%, lo que coincide con lo reportado en la literatura internacional que refiere
que los bacilos gram negativos son las bacterias mas comunes en las infecciones de vias

urinarias asociadas a catéter vesical.”" **

En los cultivos predominaron las cepas de E. coli (42%), seguidas de P. aeruginosa
(15%), Enterobacter spp (14%), Proteus spp (14%) y Klebsiella spp (6%.). El perfil
microbioldgico encontrado en este estudio, es practicamente igual al referido por
Verhaz A, y colaboradores en la publicacién “Resistencia antimicrobiana en las

infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical”, quienes encontraron E. coli en
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(31%), seguida de P. aeruginosa (13.8%), P. mirabilis (12.9%) y Klebsiella-
Enterobacter (12.3%).
Del total de muestras que presentaron combinacion de microorganismos, E. coli fue la

bacteria que estuvo en el mayor porcentaje de combinaciones, 68.75%.

Las bacterias aisladas fueron estudiadas en cuanto a su susceptibilidad a Amoxicilina,
Trimetoprim-Sulfametoxazole y Ciprofloxacina, segun la técnica de Kirby-Bauer. Los
antibioticos fueron seleccionados por estar en el cuadro basico de medicamentos del
HNSR, y por ser los que se utilizan para el manejo de los pacientes ambulatorios con
sonda vesical. Generalmente estos pacientes son tratados de manera empirica sin

realizar examen general de orina o frotis de orina coloreado por gram o urocultivo.

De los 66 aislamientos bacterianos, 95%, fueron resistentes a Amoxicilina, 64% a
Trimetoprim-Sulfametoxazole y 56% a Ciprofloxacina y es posiblemente debido a los
mecanismos de multirresistencia conocidos de las bacterias gram negativas, que
constituyeron la mayoria de las aisladas. Entre esos mecanismos se ha incluido la
formacion de la biopelicula alrededor de las paredes del catéter vesical, por
componentes de la orina del paciente, como proteinas, electrolitos, y otras moléculas
organicas.*! Los uropatdgenos se adhieren a la biopelicula y en ese microambiente estan
protegidos de la actividad de fagocitos y anticuerpos y en algunos casos de los
antibidticos; las bacterias en la biopelicula son dificiles de erradicar y eso explica la
incidencia tan alta de infeccion en los pacientes cateterizados y los porcentajes altos de

resistencia a los antibiéticos encontrados en esos pacientes.*

El factor mas importante de resistencia antimicrobiana en la biopelicula es la tasa lenta
de crecimiento bacteriano, ya que los antibidticos actian mas efectivamente en bacterias
que estan en fase logaritmica, dividiendose activamente. Ademas, la yuxtaposicion de
microorganismos de una o0 mas especies dentro de una biopelicula facilita la
transferencia de genes de  resistencia a los antibidticos por mecanismo de

conjugacion.® °13223

En este aspecto es de mucho interés el hallazgo de la mayor sensibilidad de P.

aeruginosa a Ciprofloxacina, 70% de las cepas fueron sensibles. Esto posiblemente es
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debido que las quinolonas penetran mas facilmente la biopelicula producida por P.

aeruginosa, que la producida por las otras bacterias.>*

Entre otros resultados se puede mencionar la resistencia de Trimetoprim-
Sulfametoxazole de las diferentes bacterias, que fue de 64%. Este porcentaje alto de
resistencia ha sido explicado por los diferentes mecanismos de resistencia que las
bacterias han generado a este antibidtico. Permeabilidad celular disminuida,
sobreproduccién de dihidrofolato reductasa, 0 produccion de una reductasa alterada con
la disminucion de la fijacion del farmaco. La resistencia puede surgir por mutacion,
aungque es mas comun que se deba a reductasas de dihidrofolato resistentes a
trimetoprim codificadas por plasmidos. Estas enzimas pueden codificarse en
transposones sobre plasmidos conjugados, con un amplio rango, que al final de cuentas,
diseminan rapido y ampliamente la resistencia al Trimetoprim entre numerosas especies

bacterianas.*’

En cuanto a la Amoxicilina, fue el antibidtico al cual se observé la mayor resistencia,
95% de todas las cepas fueron resistentes. Desde los afios 50 las penicilinas y sus
derivados, han estado en contacto con las diferentes bacterias, las cuales han
desarrollado mecanismos de resistencia a traves de los afios. La resistencia a las
penicilinas y a otros Beta-Lactamicos se debe a uno de los siguientes mecanismos
generales: Inactivacion del antibidtico por la Beta-lactamasa, modificacion del sitio de
union de las proteinas fijadoras de penicilinas (PFP), acceso dificil del antimicrobiano al
sitio de su unién con las PFP, la presencia de una bomba de egreso (efflux).*’

Este estudio muestra como el uso de antibioticos sin conocimiento de la sensibilidad de
las bacterias a ellos, puede generar mayores problemas de resistencia bacteriana, por los
multiples mecanismos de resistencia que han desarrollado las bacterias y por la

seleccidn de cepas resistentes causada por el uso indiscriminado de antibioticos.

Debido a estos resultados se recomienda establecer guias de manejo para el diagndstico
y tratamiento de los pacientes con uso de catéter vesical a largo plazo, que tiendan a
reducir la incidencia de infecciones de vias urinarias y a racionalizar el uso de los
antibidticos para un mejor manejo de éstas infecciones y contribuir a mejorar la calidad

de vida de estos pacientes.
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Panorama mundial de Escherichia coli a los antibiéticos mas cominmente utilizados.

En las tablas a continuacion se presenta un estudio realizado por la Asociacién de

urologia de la Unidn Europea en el afio 2006, donde se muestra la susceptibilidad de E.

coli a Ciprofloxacina, TMP/SMX, y Amoxicilina. Y se hace una comparacion con los

resultados obtenidos en nuestro estudio en el HNSR de El salvador.

Sensibilidad de E. coli a Ciprofloxacina®'.

\ Pais o region Muestra\ Sensibilidad \ Intermedio Resistente
Alemania 14 12(86%) 0(0%) 2(14%)
Hungria 42 29(69%) 2(5%) 11(26%)
Rusia 34 24(71%) 6(18%) 4(12%)
Turquia 16 2(13%) 1(6%) 13(81%)
Europa 20 14(70%) 0(0%) 6(30%)
Asia 21 6(29%) 3(14%) 12(57%)
El Salvador
(HNSR) 28 5(18%) 0(0%) 23(82%)

Sensibilidad de E. coli a Trimetroprin-Sulfametoxazole®.

Pais o region Muestra Sensibilidad Intermedio

Resistente

Alemania 19 13(68%) 2(11%) 4(21%)
Hungria 35 28(80%) 1(3%) 6(17%)
Rusia 29 8(28%) 13(45%) 8(28%)
Turquia 13 3(23%) 0(0%) 10(77%)
Europa 20 10(50%) 1(5%) 9(45%)
Asia 16 2(13%) 0(0%) 14(88%)
El Salvador

(HNSR) 28 9(32%) 0(0%) 19(68%)

Sensibilidad de E. coli a Amoxicilina®.

\ Pais o region Muestra\ Sensibilidad \ Intermedio Resistente
Alemania 11 6 (55%) 5(45%) 0(0%)
Hungria 35 24(69%) 2(6%0) 9(26%)
Rusia 35 16(46%) 13(37%) 6(17%)
Turquia 11 2(18%) 1(9%) 8(73%)
Europa 11 8(73%) 1(9%) 2(18%)
Asia 23 11(48%) 3(13%) 9(39%)

El Salvador
(HNSR) 28 0(0%) 0(0%) 28(100%)
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CONCLUSIONES

+ Las 50 muestras analizadas en este estudio, fueron positivas a bacterias aerébicas,
aislandose 66 microorganismos diferentes. En 68% de los pacientes la infeccion fue

monobacteriano y en 32% polibacteriana.

+ EI 100% de las muestras fue estudiado mediante la preparacion de frotis de 0.001 m
de orina y coloracién de Gram, encontrando bacterias en el 100% de ellas, siendo
70% bacilos gram negativo, 23% bacteriologia mixta (cocos y bacilos), 4% cocos

gram positivos y 3% cocos gram negativos.

+ Se encontré relacion directa entre las infecciones urinarias polibacterianas y el
tiempo de uso de catéter vesical, siendo mas frecuentes después de los 4 afios y en

todos los casos después de los 5 afios.

+ Las Enterobacterias fueron las predominantes en los urocultivos de los pacientes con
cateterismo vesical a largo plazo. Se reportaron con mayor frecuencia: E. coli
(42%), P. aeruginosa (15%), E. cloacae (9%) y E. aerogenes (5%), P. vulgaris
(9%), P. mirabilis (5%); y Klebsiella spp (6%) cuyo porcentaje corresponde a K.
pneumoniae (5%) y K. oxytoca (1%). Estos resultados concuerdan con lo reportado

en la literatura internacional.

+ La mayoria de bacterias aisladas presentaron resistencia a los antibidticos
estudiados, Ciprofloxacina 56%, seguida a Trimetroprin-Sulfametoxazole 64% y

Amoxicilina 95%.

+ P. aeruginosa, fue la bacteria que mostro mayor sensibilidad a Ciprofloxacina
(70%), lo cual se explica por la mayor facilidad de las quinolonas para penetrar la
biopelicula que producen estas bacterias.

+ E. coli, fue la bacteria mas cominmente aislada (43%), y también la que presento
mayor porcentaje de resistencia a Ciprofloxacina (82%). Este hallazgo sefiala la

importancia de realizar urocultivos a este tipo de pacientes, ya que la falla
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terapéutica seria alta al usar este tipo de antibi6tico, de manera empirica para esta

bacteria.

Con respecto al Trimetoprim-Sulfametoxazole se encontré que la bacteria con
mayor sensibilidad fue Proteus spp 55.5%, seguida de Enterobacter spp 44.4% vy E.
coli 32.1%.

La multiresistencia fue apreciada para todas las bacterias y en especial para E. coli
que fue también la bacteria mas frecuentemente aislada; fueron resistentes a los 3

antibidticos 57% de las cepas. Fueron seguidas por Klebsiella spp, 50% de cepas.

P. aeruginosa fue la bacteria que presento el menor porcentaje de resistencia (10%)

a los 3 antibidticos en estudio.
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RECOMENDACIONES

#+ Establecer un sistema de vigilancia epidemiolégica en el que se pueda llevar un
registro de todos los pacientes que utilicen cateterismo vesical a largo plazo en

el HNSR, y su historial clinico.

#+ Establecer guias de manejo por el departamento de urologia del HNSR, para este
tipo de pacientes de manera que exista un protocolo hospitalario de diagnéstico
y tratamiento para mejorar su calidad de vida, racionalizar el uso de los
antibidticos de acuerdo a los perfiles de sensibilidad de las bacterias y reducir el

numero de urgencias hospitalarias

+ Implementar grupos de apoyo en los que se impartan charlas educativas y se
brinde informacion para evitar las infecciones de vias urinarias asociadas a

sonda.

+ Se recomienda el uso de sistema cerrado (bolsa colectora) en los pacientes con
sonda vesical, ya que se ha demostrado que este sistema retrasa el aparecimiento

de bacteriuria en estos pacientes.

+ Realizar tincién de Gram a todas las muestras de orina de catéter, y analizarlas
inmediatamente en el laboratorio del HNSR, ya que la tincion de gram es un
método sencillo, econdmico, que orienta al médico sobre los posibles
uropatégenos y le permite iniciar una terapia empirica en lo que se obtiene el

resultado del urocultivo.

+ Se recomienda que el HNSR, amplié su horario de recepcion de muestras para
urocultivos, con el objetivo de captar a todos los pacientes independientemente

del dia que estos consulten.
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+ Promover en el personal médico el uso de la tinciéon de Gram en orina como un
método de tamizaje, previo al urocultivo como una manera inmediata de abordar

a este tipo de pacientes.

+ Se recomienda dar seguimiento al estudio, utilizando otras alternativas de

antibioticos.

53



ANEXOS

54



UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

s

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN
PACIENTES CON CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

Nombre del paciente:

TINCION DE GRAM (

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS No. 1

No. Muestra:

/

CARACTERISTICAS DE COLONIAS (

/ /

Gram
positivo

Gram
negativo

Agar Sangre

EMB

Bacilos

Cocos
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UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN

PACIENTES CON CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS NO. 2

HOJA DE RESULTADOS GENERALES BIOQUIMICAS

No. | Bisel | Fondo | Gas | H2S | Citrato | Ureasa | RM VP Mov Indol | Ornitina | Lactosa

Bacteria
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UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS
AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN PACIENTES CON
CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS NO. 3

ANTIBIOGRAMAS

RESULTADOS GENERALES ANTIBIOGRAMA

Muestra Amoxicilina TMP/SMX Ciprofloxacina
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UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS
AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN PACIENTES CON
CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

REPORTE DE RESULTADOS

Paciente: Edad: No. Exp.:

No. Muestra: Toma de la muestra:

Estudio realizado: Urocultivo

Resultados:
Examen directo de orina:

Antibiograma:

Antibidtico Sensible Resistente Indeterminado

Amoxicilina

TMP/SMX

Ciprofloxacina

Fecha

Br. Eylen Adulfy Avilés
Br. Francisco Raul Melchor

Revisado:

Dra. Leonor Murillo de Linares
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Técnica de la coloracién de Gram.* (Anexo 2)

1. Tomar 0.001 ml de orina con el asa calibrada y colocar sobre una lamina porta
objetos.

Realizar la extension de la muestra en el portaobjetos mediante movimientos giratorios;
dejando una capa delgada.

Esperar que seque al aire libre o ayudarse con la llama de un mechero para fijar la
muestra, teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo (s6lo se pasa por la llama),
puesto que el calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de las bacterias a
observar. El calor deseable es aquel en el que el portaobjeto sea apenas demasiado

caliente para ser colocado sobre el dorso de la mano.

2. Una vez obtenido el frotis con la muestra, se procede a tefiir la misma con cristal
violeta, utilizando una cantidad suficiente de dicho colorante sobre la muestra, como

para lograr cubrirla por completo. Se deja actuar al colorante por 1 minuto.

3. Al transcurrir el minuto, se debe enjuagar la lamina conteniendo la muestra con agua
corriente. Para realizar el lavado, se debe tener en cuenta que el chorro de agua NO debe
caer directamente sobre la muestra, ésta debe caer sobre la parte superior de la lamina
que no contiene muestra. EI chorro debe ser un chorro delgado, aproximadamente de
medio a un centimetro de espesor. También el enjuague se debe realizar poniendo la

ldmina en posicion inclinada hacia abajo.

4. Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplica como mordiente yodo o lugol durante 1

minuto mas.

5. Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se decolora con una mezcla
de etanol absoluto y acetona (alcohol-acetona), hasta que ya no escurra mas liquido
azul. Para esto se utiliza el gotero del frasco del decolorante. Se van afadiendo
cantidades suficientes del decolorante, hasta lograr que este salga totalmente

transparente.
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6. Lavar con agua para quitar los residuos de decolorante y esperar que seque la lamina

al aire libre.

7. Cubrir por 10 a 30 segundos con Safranina (solucién al 2.5% en alcohol al 95%)

8. Posteriormente, se procede a enjuagar la lamina con agua y permitir que seque.

Luego se examina en el microscopio con lente de inmersidn, con aceite especial de

viscosidad adecuada.

Cultivo (procedimiento): (Anexo 3)

1.
2.

Mezclar bien la orina en la jeringa. Transferirla a un tubo estéril y taparlo.
Utilizar un asa estéril calibrada de 0.001 ml, transferir una asada al agar sangre y
sembrar segun dibujo.

Transferir con el asa estéril al medio BAP por el método de estrias.

Hacer lo mismo en el medio EMB

Incubar a 35°. Centigrados por un periodo de 18-24 horas.

Después de la incubacion, verificar si hubo crecimiento bacteriano y anotar
numero de colonias, y describir caracteristicas de las colonias: tamafio, forma,
color, pigmento. Hacer coloracién de Gram y subcultivo de cada tipo de
colonia.

incubar los subcultivos, anotar la morfologia microscépica de las bacterias de

cada colonia.
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Antibiograma (Anexo 4).

10.
11.

12.

13.

14.

Con el asa flameada y fria tomar el crecimiento de un subcultivo.

Inocular un tubo con 4ml de caldo tripticasa soya (TSA).

Incubar el caldo de 2 a 5 horas a 36°. Centigrados, hasta que aparezca una ligera
turbidez.

Ajustar la turbidez del caldo a la turbidez del estandar de Mac Farland. Si el
caldo es mas turbio que el estandar agregarle mas caldo o solucion salina.

Antes de 15 minutos de diluidos los caldos, inocular la caja presecada de agar
Muller-Hinton.

Con el hisopo exprimido sembrar la caja en tres direcciones opuestas sobre toda
la superficie, cerca del mechero encendido.

Dejar secar la caja de 3-5 minutos, pero no mas de 15 minutos, con la tapadera
cerrada.

Con pinzas estériles colocar los discos impregnados con Amoxicilina,
Trimetroprim-sulfametoxazole y Ciprofloxacina. De manera que queden los mas
separados posible entre cada uno de los discos.

Con las pinzas flameadas y frias presionar los discos ya colocados para
adherirlos bien al medio de cultivo.

Invertir las cajas e incubarlas por 16-18 horas a 35°. Centigrados.

Después de 16-18 horas de incubacion, examinar con buena luz, las cajas ya
crecidas.

Medir en milimetros el diametro de los halos de inhibicién completa con una
regla por detras de la caja de Petri.

Interpretar los resultados segun la tabla y clasificar en: Sensible (S), Resistente
(R), Intermedio (I).

Anotar los resultados en la hoja de reporte final.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (Anexo 5)
UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS
AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN PACIENTES CON
CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

Titulo:
Aislamiento y caracterizacion de las bacterias aerébicas en orina de catéter vesical en

pacientes con cateterismo a largo plazo.

Investigadores:
Eylen A. Avilés Aguilar, Francisco R. Melchor Mancia. Estudiantes de la Carrera de

Medicina de la Universidad Dr. José Matias Delgado.

Lugar:

Hospital Nacional San Rafael.

INTRODUCCION.

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion. Antes de que usted
decida participar en el estudio por favor lea este consentimiento informado
cuidadosamente. Haga todas las preguntas que usted tenga, para asegurarse de que

entienda los procedimientos del estudio incluyendo los riesgos y los beneficios.

PROPOSITO

Segun la literatura internacional las infecciones de vias urinarias asociadas a catéter
vesical, actualmente son muy frecuentes. Ya que constituyen el 40% de todas las
infecciones institucionales adquiridas. Debido a esto se ha reportado un incremento en
la mortalidad y un considerable impacto econémico.

En el HNSR no existen estudios que demuestren los microorganismos causantes de las
infecciones de vias urinarias asociadas a catéter vesical, ni su sensibilidad a los
antibioticos disponibles en su cuadro basico.

Con esta investigacion se pretende definir las caracteristicas del problema, para

contribuir a un mejor manejo de estas infecciones.
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OBJETIVOS.
e Determinar la bacteria mas cominmente aislada en los cultivos de orina de

pacientes con cateterismo vesical a largo plazo.

e ldentificar la polimicrobiologia de las infecciones de vias urinarias asociadas a

catéter vesical.

e Determinar la sensibilidad y resistencia de las bacterias aisladas de los cultivos
de orina de pacientes con cateterismo vesical a largo plazo al Trimetroprim-

Sulfametoxazole, Amoxicilina y Ciprofloxacina.

PARTICIPANTES DEL ESTUDIO.

El estudio es completamente voluntario. Usted puede abandonar el estudio en cualquier
momento sin ser penalizado ni perder los beneficios

Se espera la integracion de 80 participantes, todos del sexo masculino con uso de

cateterismo vesical a largo plazo.

PROCEDIMIENTO.

En el momento que el paciente llega a su cambio de sonda vesical, se tomara la muestra
de orina. Se pinzara la sonda vesical, en la que se realizard una adecuada asepsia y
antisepsia para posteriormente extraer a través de una jeringa 3 cc de orina contenida en

el catéter vesical del paciente, la cual sera analizada.

RIESGOS E INCOMODIDADES.

La extraccion de la muestra de orina del catéter vesical a través de una jeringa, no
representa riesgo alguno para el participante.

Su condicion no se vera afectada mientras usted esta en el estudio.

Solamente usted y un investigador seran participes en la toma de la muestra de orina.
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BENEFICIOS.

Es probable que usted no reciba ningun beneficio personal por participar en este estudio.
Su condicion podria mejorar como resultado de su participacion en este estudio, aunque
no hay ninguna garantia de que esto suceda.

La informacion de este estudio de investigacion podria conducir a un mejor tratamiento

para el futuro.

COSTOS.

Los medicamentos a evaluar seran provistos por los investigadores encargados del
estudio.

No hay ningun costo por el uso de los materiales, ni por la toma de la muestra, al igual
que su procesamiento y analisis de resultados.

A usted no se le pagara nada por formar parte del estudio.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD.

Si usted elige participar en el estudio, el investigador del estudio conseguird
informacion personal sobre usted. Esto puede que incluya la informacion que puede
identificarle a usted.

El patrocinador analizard y evaluaré los resultados del estudio.

La informacidn sera brindada al Hospital Nacional San Rafael.

Los resultados de esta investigacion pueden ser publicados en revistas cientificas o ser
presentados en las reuniones médicas, pero la identidad suya no sera divulgada.

Si usted cancela esta autorizacion, el Investigador Principal no usara ni divulgara su
informacion personal ni de su salud bajo la autorizacion para este estudio. Esta
informacion soélo se divulgara en caso que se necesite la informacién personal de su
salud para preservar la integridad cientifica del estudio.

No firme este consentimiento a menos que usted haya tenido la oportunidad de hacer

preguntas y recibir contestaciones satisfactorias para todas sus preguntas.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (Anexo 5)
UNIVERSIDAD "DR. JOSE MATIAS DELGADO"
ESCUELA DE MEDICINA

ESTUDIO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS
AEROBICAS EN ORINA DE LA SONDA VESICAL EN PACIENTES CON
CATETERISMO A LARGO PLAZO EN EL HNSR.

Con este estudio se identificaran las bacterias presentes en la orina de pacientes con sonda
vesical y se determinaré que antibidtico es el adecuado para tratar este tipo de infeccion.

Procedimiento.
Se tomara una muestra de orina de la sonda vesical, la cual serd analizada por los
investigadores responsables.

Beneficios.

Los pacientes con sonda vesical obtendran un manejo adecuado y dirigido a las bacterias
causantes de la infeccion.

Se dara a conocer a las instituciones de salud la epidemiologia de estas infecciones y la
sensibilidad de los antibidticos; de manera que contribuira a los hospitales de la red nacional, a
abastecerse de medicamentos que sean efectivos contra este tipo de infeccion.

Gastos.
Los gastos seran asumidos por parte de los investigadores; y la institucion (Hospital Nacional
San Rafael) se encargara de dar el tratamiento, si éste se encuentra disponible.

Confidencialidad.
Los resultados seran agregados al expediente clinico respectivo, y solamente el médico vy el
paciente conoceran los resultados.

Consentimiento.
Después de haber leido y comprendido este documento y haber resuelto las dudas que tenia, doy
mi conformidad para participar en él.

Lugar y fecha, de 2010

Paciente Investigador

Testigo
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FLUJOGRAMA (ANEXO 6)

BACILOS GRAM

NEGATIVOS.
[
AEROBICOS
|
OXIDASA

1

NEGATIVA POSITIVA

(I) (+)
A.
CRECE EN NO FERMENTAN LA GLUCOS
McCONKEY (TSI=K/|K, H2S-)
| PSEUDOMONA SPP.
LACTOSA
PIGMENTO VERDE O
' ' ' AZUL + OLOR
POSITIVA NEGATIVA CARACTERISTICO.
(+) (-)
' |
INDOL —
r L 1 I 1 |
POSNVO NECALC POSITIVO NEGATIVO
(+) () (+) ()
T L 1 f L | I
CITRATO (+) CITRATO (-) UREA (+) UREA (-) PROTEUS VULGARIS PROTEUS MIRABILIS
UREA (+) UREA (-) | | PROVIDENCIA SPP. SERRATIA
| |
MORGANELLA SPP. SHIGELLA
KLEBSIELLA
KLEBSIELLA ESCHERICHI ENTEROBACTER SALVONELLA
OXYTOCA o PNUEMONIAE YERSINIA

EDWARSIELLA CITROBACTER FREUNDI
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CRONOGRAMA (Anexo 7).

OCTUBRE
L M M J \ S D
1 2 3
4 5 6 7 8 9 10
11 12 13 14 15 16 17
Tomade [ Subcultivos | Lectura de Lectura de Analisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
18 19 20 21 22 23 24
Tomade | Subcultivos | Lectura de Lectura de Analisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
25 26 27 28 29 30 31
Tomade | Subcultivos | Lectura de Lectura de Anélisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
NOVIEMBRE
L M M J \ S D
1 2 3 4 5 6 7
Tomade | Subcultivos | Lectura de Lectura de Analisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
8 9 10 11 12 13 14
Tomade [ Subcultivos | Lectura de Lectura de Analisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
15 16 17 18 19 20 21
Tomade | Subcultivos | Lectura de Lectura de Analisis
muestras subcultivos. | antibiogramas | de
Antibiograma resultados
22 23 24 25 26 27 28
29 30
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Octubre | Noviembre | Diciembre | Enero
Recoleccién y procesamiento X
De muestras.
Analisis de Resultados X
Presentacion trabajo final X
Defensa de Tesis X
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