Rislamiento e identificacion de bacterias uropatégenas en muestras urinarias de

mujeres atendidas en una clinica particular de lima. Perv

Isolation and identification of nathoaenic bacteria in urinary ramples of women
attended at a private clinic in lima. Perv

Calipuy Verde, Ana Belén; Ortiz Centeno, Maria Claudia , Parraguez Burga, Mary
Elizabeth; Solsol Isidro, Andrea Elizabeth; Zambrano Pérez, Rosa Maria

E.P. Enfermeria, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Peruana Union, Lima

Resumen

Obijetivo: Determinar la incidencia por Escherichia coli en muestras de orina recolectadas de
mujeres atendidas en una clinica particular de Lima, Per( con el fin de definir los agentes
causales de enfermedades infecciosas. Disefio: Experimental. Teniendo en cuenta la
practica basada en la evidencia, este proyecto nace debido al alto indice en gestantes, adultas
jévenes e inmunosuprimidas que presentan dicho transtorno. Metodologia: Para el estudio del
caso se obtuvieron 20 muestras de orina para identificar E. coli uropatégena, de manera que
se compruebe la prevalecia de esta enterobacteria en infecciones del tracto urinario (ITU).
También, se realizd el aislamiento en el medio de cultivo Agar Mac Conkey y la identificacion
bioguimica se obtuvieron de Agar Tripe AzUcar Hierro (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA),
Citrato y Sulfhidrico Indol Movilidad (SIM). Para el antibiograma se conservé la cepa
bacteriana en el medio Mueller Hinton con los antibidticos: ceftadizima + &cido clavulanico
y cefotaxima + 4cido clavulanico. Resultados: El andlisis indict que el 95% de esta patologia
es ocasionado por esta bacteria. A parte de ello, se evidencio si dichos microorganimos son
Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE). Conclusién: Las pruebas obtenidas indican
que el 90% de las muestras urinarias estudiadas resultaron positivas para E. coli y el 30% de
estas resulté ser BLEE positivo.
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Abstract

Objective: To determine the incidence of Escherichia coli in urine samples collected from
women attended at a private clinic in Lima, Peru, in order to define causative agents of
infectious diseases. Experimental design. Taking into account the practice based on evidence,
this project is born due to the high rate in pregnant, young and immunosuppressed adults who
present this disorder. Methodology: For the study of the case 20 urine samples were obtained
to identify uropathogenic E. coli, in order to verify the prevalence of this enterobacterium in
urinary tract infections (UTI). Also, isolation was performed in the MacConkey Agar agar
medium and biochemical identification were obtained from Iron Agar Tripe (IST), Iron Agar
Lysine (LIA), Citrate and Sulfhydric Indole Mobility (SIM). For the antibiogram the bacterial
strain in the Mueller Hinton medium was preserved with antibiotics: ceftadizine + clavulanic
acid and cefotaxime + clavulanic acid. Results: The analysis indicated that 95% of this



pathology is caused by this bacterium. Besides that, it was evidenced if these microorganisms
are Betalactamasa of Extended Spectrum (BLEE). Conclusion: The evidence obtained
indicates that 90% of the urinary samples studied were positive for E. coli and 30% of these
proved to be BLEE positive.
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Introduccion

La infeccion de tracto urinario (ITU) es la enfermedad mas frecuente del aparato urinario.
Afecta, principalmente, al sexo femenino, debido a la corta distancia entre el ano y la
vagina. Por lo tanto, producen dafios en cualquier parte de las vias urinarias como vejiga,
uréteres y rifion. Esta patogenia se define como la contaminacion de gérmenes en el area
uretral. En su mayoria, estan causados por bacterias propias de la flora intestinal, siendo
Escherichia coli responsable del 85% de esta afeccion.(Prats, 2012)

Las bacterias que se posesionan e infectan el tracto urinario poseen factores tanto
fisiolégicos como patoldgicos. En primer lugar, estan relacionados con el coito y se dan con
mas frecuencia durante el embarazo. Ademas, debido a la sonda urinaria, litiasis en vias
urinarias, reflujo vesico ureteral, alteraciones congénitas de las vias urinarias. (Valdevenito,
2008).

Mas de la mitad de todas las mujeres tienen al menos una ITU durante su vida, puesto que,
la distancia entre el ano y la vagina es corta. Mas atn durante embarazo, debido a que, durante
esta etapa, se provocan multiples cambios anatomicos, hormonales y funcionales que ponen
a la gestante en riesgo de infeccion del tracto urinario. (Echevarria, Sarmiento, & Osores,
2006)

Los microorganismos que con mayor frecuencia afectan el tracto urinario son: Escherichia
coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Enterococcus spp, Pseudomonas spp, Proteus spp y
Staphylococcus saprophyticus. Los autores Tamayo, Cabrera, & Cardona (2015) refieren que
en el Pery, en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza (HNAL), segun el Departamento de
Estadistica e Informaética, se realizan aproximadamente 30 000 urocultivos al afio, de los
cuales cerca del 20% resultaron positivos. Siendo las enterobacterias, principalmente E. coli,
el agente mas frecuente de ITU.(Astete, Madrid, Fukuda, Meritens, & Menchola, 2004).

La bacteria Escherichia coli, es un bacilo gramnegativo que pertenece a la familia de las
enterobacterias. Forma parte de la microbiota humana y tiene como hébitat el intestino del
hombre. Son gérmenes oportunistas porque al salir de su lugar de procedencia, ocasionan
diversas enfermedades. Una de las mas frecuentes es la infeccion al tracto urinario. El
incremento de su resistencia se debe al uso de antibi6ticos baratos y de espectro limitado.
(Guajardo, Gonzalez, & Ayala, 2009)

La resistencia de ciertas bacterias se debe a la presencia del anillo betalactdmico en su
pared celular. Estas tienen la capacidad de modificar la flora vaginal normal. (Diaz, 2008)
Por otro lado, otro factor predisponente es mal uso, amplio uso y abuso de los anantibioticos
para tratar infecciones del tracto urinario. (Garcia, 2001)

Por lo expuesto el objetivo fue determinar la incidencia de ITU por E. coli uropatdégeno
aislado de muestras urinarias en mujeres de una clinica particular como también, conocer la



sensibilidad antibidtica de los gérmenes causantes de infeccion al tracto urinario y reconocer
si estas son betalactamasas positivas.

Métodos

Disefio y tipo de investigacion. El estudio empleado fue descriptivo experimental
realizado en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Peruana
Unién, Nafia.

Muestra. Para el estudio del caso se obtuvieron 20 muestras de orina de mujeres de una
clinica particular de Lima, Per0 con el fin de identificar Escherichia coli uropatégena y de
esa manera determinar la prevalencia de esta enterobacteria en las infecciones del tracto
urinario.

Técnica de instrumentos de medicion. Se realizo el aislamiento de estas bacterias en un
medio de cultivo llamado Agar Mac Conkey que facilita el desarrollo de bacilos
gramnegativos (Cubillos, 2009), seguidamente, a todas las cepas incluidas en la investigacion
se les realizaron la identificacion bioquimica por medio de TSI (Agar Triple Azucar Hierro),
CITRATO, LIA (Agar Lisina Hierro) Y SIM (Sulfhidrico Indol Motilidad) en la que se
comprob6 el microorganismo uropatdégeno presente. No obstante, para la deteccion de
susceptibilidad se realizo el antibiograma con el medio Mueller Hinton y los antibidticos:
ceftadizima + &cido clavulanico (CTI) y cefotaxima + &cido clavulanico (CTA) que midio la
resistencia de cada microorganismo. Finalmente, la prueba de BLEE (Betalactamasa de
Espectro Extendido) para medir su susceptibilidad.

El Agar Mac Conkey es un medio selectivo diferencial utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de bacilos gram negativos del género Enterobacteriaceae, Pseudomonas y
otros tipos de microorganismos de facil desarrollo a partir de muestras clinicas. Para su
preparacion, primero, se utiliz6 50 g en 1 litro de agua destilada. Segundo, se calenté y agitd
a fin de lograr una mezcla homogénea. Tercero, se esterilizd a 121° C durante 15 minutos.
Cuarto, se dejo enfriar hasta 45° C y se distribuy6 en las placas de Petri estériles. Quinto, se
dejo solidificar las placas parcialmente destapadas. Finalmente, se sembro por estria en la
superficie del medio y se incub6 a 37° por 24 horas. Luego de este proceso se observaron
colonias rosadas rojizas que facilito el paso al siguiente proceso.

La identificacion bioguimica es un método que permite determinar la actividad metabdlica
y a través de ello clasificar a la cepa bacteriana. Para la realizacion de esta etapa se utilizaron
cuatro medios que fueron esterilizados a 121° C por 15 minutos y colocados en tubos de
ensayo, se dejo enfriar para lograr la solidificacion de este, posteriormente se procedio a
sembrar para ser incubados a 37° C durante 24 horas.

En primer lugar, TSI (Agar Triple Azlcar Hierro) que es un medio de color rojo el cual
determina si la bacteria es fermentadora o no fermentadora por el viraje de color amarillo.
Consta de tres azUcares: glucosa, sacarosa y lactosa. Para su prepaparacion se utilizd 32.5 g
en Y litro de agua destilada. La técnica utilizada para su almacenamiento fue por pico de
flauta y la siembra por puncion y estria.



En segundo lugar, LIA, (Agar Lisina Hierro). Este medio es de color pdrpuray sirve para
reconocer si el microorganismo presenta la enzima lisina descarboxilasa, ya que, su accion
radica en la fermentacion de la glucosa volviendose amarillo, pero, por la accion de esta
enzima vuelve a su color original. Para su preparacion se utiliz6 17.28 g en % litro. La técnica
utilizada para su almacenamiento fue por pico de flauta y la siembra por puncion y estria.

En tercer lugar, Citrato es un medio de color verde mediante el cual se observa la presencia
de la enzima citrasa en la bacteria al virar a color azul el medio. Para su preparacion, se
utilizé 11.5 g en ¥ litro. La técnica utilizada para su almacenamiento fue por pico de flauta
y la siembra por estria.

En cuarto lugar, SIM (sulfhidrico, Indol, Motilidad). Medio de color amarillo que permite
la saber si la bacteria tiene acido sulfhidrico, ya que el medio se vuelve de color negro,
ademas, conocer si el germen tiene la enzima triptofanasa, para ello, se aplica
aproximadamente cuatro gotas del reactivo de Kovacs, el cual cambia la superficie del medio
formando un halo rojo, también, saber si la bacteria es movil o imnovil. Para su preparacién
se utiliz6 18.115 g en % litro. La técnica utilizada para la siembra fue por puncion.

El Agar Mueller Hinton es un medio utilizado universalmente para la realizacion de la
prueba de sensibilidad antimicrobiana mediante el método de difusion en disco. Su
composicion permite el crecimiento de bacterias no exigentes encontrados en patologia
humana. Por lo tanto, el antibiograma determina si la cepa bacteriana es sensible o resistente
ante los antibioticos utillizados, en este caso, ceftadizima + &cido clavulanico (CTI) y
cefotaxima + &cido clavulanico (CTA). Para la realizacion de este medio se utiliz6 34 gen 1
litro y en la siembra se utilizd la técnica de estria en toda la placa por cuatro veces. Los
antibioticos fueron colocados frente a frente. Finalmente, pasadas las 24 horas se ley6 los
resultados.

Proceso de recoleccion de datos. Ademas, se disefid una ficha en la cual se consigno la
informacién de los cultivos y se construyd una Base de Datos en Microsoft Excel 2013. Los
resultados fueron expresados mediante porcentajes y mostrados en tablas.

Resultados

En el andlisis comparativo de la Tabla 1 permite apreciar las 20 muestras de orina
recolectadas de mujeres de una clinica particular de Lima, Peru. Esta tabla determina la
especie uropatdégena. En cambio, la Tabla 2 se evidencia si los microorganismos son BLEE
positivo 0 negativo.



Tabla 1

Identificacion bioquimica de Escherichia coli de las muestras urinarias de mujeres.

Paciente  Identificacion bioguimica

N S| LIA CITRATO SIM Especie

! 565 A/A + - - Escherichia coli inactiva
2 57 _A/A + - - Escherichia coli inactiva
3 648 _A/A + - - Escherichia coli inactiva
4 610 _A/A + - - Escherichia coli inactiva
° 55 _A/A + + - Klebsiella pneumoniae

6 694 _A/A + - + Escherichia coli

! 54 _A/A + - + Escherichia coli

8 56 _A/A + - + Escherichia coli

o 61 _A/A + - + Escherichia coli

10 5792 _A/A + - + Escherichia coli

= 5733 _A/A + - + Escherichia coli

12 5785 _A/A + - + Escherichia coli

13 21 _A/A + - + Escherichia coli

14 692 _A/A + - + Escherichia coli

15 644 _A/A + - + Escherichia coli

16 66 AR : + Escherichia coli

7 660 AR : + Escherichia coli

18 s AR : + Escherichia coli

19 643 AR, : + Escherichia coli

20 205 AR : + Escherichia coli




En latabla 1. Se identifica 19 cepas infectadas por E. coli equivalente al 95 % de las muestras
urinarias obtenidas, de las cuales el 20 % son inactivas (estado latente) v el 80% son activas.
Por otro lado, el 5 % result6 ser Klebsiella pneumoniae. Por consiguiente, el microorganismo
uropatdégeno mas frecuente en muestras urinarias es la E. coli.

Tabla 2
E. coli uropatdgena Betalactamasa de Espectro Extentido (BLEE) positivo

Betalactamasa de Espectro
Extendido (BLEE)
ceftadizima + cefotaxima +

N° de muestra de paciente L L Condicion
acido acido
clavulanico clavulanico
(CTI) (CTA)

565 X X Positivo
57 X X Positivo
648 X X Positivo
610 X Positivo
55 X Positivo
694 X Positivo
54 - - Negativo
56 - - Negativo
61 - Negativo
5792 - Negativo
5733 - Negativo
5785 - Negativo
21 - Negativo
692 - Negativo
644 - Negativo
696 - Negativo
662 - Negativo
668 - Negativo
643 - Negativo
295 - Negativo

En la tabla 2. Se evidencia aue el 30 % de las bacterias estudiadas son Betalactamasa de
Espectro Extendido (BLEE) positivo mientras que el 70 % son BLEE negativo.

Discusion
Con los resultados expuestos se observd que el 30% de ellas fueron betalactamasa
positivo. Las BLEE son aquellas que tienen el anillo bectalactamico y la enzima
betalactamasa, multirresistentes a antibioticos, que se encuentran codificadas en plasmidos
conjugativos, lo cual facilita su diseminacion, no sélo entre distintas cepas de la misma
especie, sino también entre bacterias de distintos géneros y grupos. Los autores Perozo &

Castellano (2009) sostienen que los genes que codifican las BLEE y los que codifican la
resistencia a otros antimicrobianos, pueden residir en el mismo plasmido conjugativo y se



transmiten juntos de un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de resistencia antibiotica
multiple. Esto permite la amplia distribucion de la resistencia a los antibioticos y afecta
seriamente los tratamientos. Segun Gobernado (2005) la necesidad del seguimiento de las
bacterias productoras de BLEE esta basada en varias razones principales:

— Potencial transmision de cepas con resistencia antibidtica maltiple.

— Aparicion de brotes de infeccion nosocomial con alta morbilidad y mortalidad.
— Son causa de un uso excesivo de antibioticos de amplio espectro.

— El control de las resistencias limita los brotes epidémicos.

Existen diferentes intervenciones para evitar la diseminacion de microorganismos
productores de BLEE dentro de un hospital, similares a las que se tienen en cuenta para otras
infecciones nosocomiales. La identificacion temprana de pacientes infectados por
organismos productores de BLEE con el uso de métodos de deteccion apropiados, la
identificacion de pacientes colonizados a través de hisopado rectal, andlisis epidemioldgico-
moleculares de cepas de pacientes colonizados o infectados. (C. Garcia, 2012)

En el presente estudio se evalud la incidencia de ITU por Escherichia coli uropatdégeno
como también conocer la sensibilidad antibidtica de los gérmenes causantes de infeccién del
tracto urinario asimismo determinar la incidencia de E. coli betalactamasas positivas.

La infeccion del tracto urinario (ITU) es el trastorno bacteriano mas comdn en humanos,
considerada, generalmente, como la existencia de microorganismos patdgenos en el tracto
urinario con o sin presencia de sintomas. Segun Rosal & Anny (2010) las mujeres que
padecen mas de esta patologia son las mujeres debido a la corta distancia que existe entre el
ano y la vagina. En mi opinion, dicho estudio demostrd una significativa menor distancia
entre la uretra y el ano y entre la horquilla vulvar posterior y el ano en pacientes con
antecedente de ITU en relacion a pacientes controlados; su presentaciébn mas comun es
durante el embarazo, debido a que durante esta etapa se provocan mdaltiples cambios
anatomicos, hormonales y funcionales que ponen a la gestante en riesgo de infeccion del
tracto urinario. Los signos y sintomas caracteristicos de esta enfermedad son fiebre, dolor
lumbar, tenesmo vesical, polaquiuria, disuria, dolor suprapubico, piuria, orina turbia.
(Valdevenito, 2008) De las 20 muestras estudiadas el 90% fueron E. coli positivos y observo
en la prueba de antibiograma que el 30% las muestras BLEE positivas.

Conclusion

Los resultados obtenidos en la investigacién nos muestran que el 95% de las muestras
urinarias analizadas resultaron ser positivas para Escherichia coli y el 5% restante para
Klebsiella pneumoniae, lo cual se contrasta con la teoria y datos epidemioldgicos de salud
publica, que menciona que el principal causante de infecciones urinarias es E. coli.

Ademas, es de importancia clinica que algunas cepas bacterianas tienen mecanismos de
resistencia a los farmacos, siendo una de ellas la produccion de enzimas betalactamicas
(BLEE), que inhiben el mecanismo de accion de los antibidticos. Se ha podido identificar



que el 30% de cepas bacterianas de E. Coli son BLEE positivas, originando un problema
serio para el tratamiento médico.
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