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RESUMEN

El presente estudio tuvo como principal objetivo determinar la presencia de
enterobacteridceas en urocultivos de pacientes atendidos en consultorios externos en el
Hospital Apoyo lquitos, y como objetivos especificos aislar e identificar y establecer la
frecuencia de enterobacteridceas en urocultivos de pacientes atendidos en consultorios

externos del Hospital Apoyo lquitos entre los meses de Enero a Marzo del 2014.

En el laboratorio de andlisis clinico del Hospital Apoyo Iquitos se tomaron muestras de orina
de 200 pacientes elegidos al azar, se realizé la siembra en Agar Mac Conkey, las que luego
fueron incubadas durante 24 h. a 37°C bajo condiciones de aerobiosis. Las colonias
sospechosas de pertenecer al grupo de las enterobacteridceas fueron identificadas en
forma presuntiva, luego se realizé siembras en Agar TSI, Caldo glucosado, Caldo Peptonado,

Caldo urea, Agar nitratado y Agar citrato para la identificacién confirmativa,

En los resultados se aprecia que las enterobacteriaceas mas aisladas en urocultivos fueron:
Escherichia coli (85,7%), Proteus vulgaris (10,7%) y Klebsiella spp. (3,5%). El porcentaje de
positividad en relacion al sexo, correspondid al sexo femenino con el 75,8% de positividad
y las infecciones urinarias fueron mas frecuentes en la edades de 0 — 10 afios, con el 67,6%
siendo Escherichia coli la enterobacteridcea aislada con mayor frecuencia en las edades de

21 - 30 afios, con el 92,5%.
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Por lo tanto, la investigacion realizada constituye una aproximacién para conocer los
aspectos relativos a la frecuencia de aislamiento e identificacién de enterobacteriaceas en
urocultivos; asimismo, pone de manifiesto la importancia de un diagndstico presuntivo y

confirmativo de bacterias presentes en el tracto urinario.

Xii



INTRODUCCION

Las infecciones de vias urinarias han sido causa de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial, y generalmente este tipo de infecciones es mas frecuente en las mujeres
gue en los hombres en una relacidon de 10: 1. Aproximadamente una de cada cinco
mujeres tendrd una infeccion de vias urinarias en algun momento de su vida.

(Hernandez et al, 2010).

Los agentes mas frecuentes que pueden causar infeccidn de vias urinarias son las
enterobacterias siendo, Escherichia coli, la que origina el 80% aproximadamente de
infecciones agudas de vias urinarias. Otros bacilos gram negativos, especialmente
Proteus y Klebsiella, y en ocasiones Enterobacter, dan cuenta de un porcentaje
menor de infecciones no complicadas, estos microorganismos ademas de Serratia y
Pseudomonas; adquieren una importancia creciente en las infecciones recurrentes
y en las asociadas a manipulaciones urolégicas, calculos u obstruccion y son los
principales protagonistas en las infecciones hospitalarias asociadas a catéter.

(Hernandez et al, 2010).

Las infecciones del tracto urinario constituyen un importante problema de salud
que afecta a millones de personas cada ano. Es |la segunda causa de infeccion mas
frecuente en los humanos, es superada por las infecciones del tracto respiratorio.
Mas de la mitad de todas las mujeres tiene al menos una infeccion del tracto
urinario durante su vida y su presentacién mdas comun es durante el embarazo. La

proporcidn de las infecciones del tracto urinario entre mujeres y hombres jévenes



es de 30:1, sin embargo, conforme el hombre envejece, esta tiende a igualarse.

(Echevarria et al, 2006)

La infeccion del tracto urinario encierra varias situaciones clinicas, que van desde
bacteriuria asintomatica, cistitis, pielonefritis gravidicas e infecciones urinarias
recurrentes. Esta patologia, en la mayoria de los casos, es provocada por diferentes
factores entre los cuales se evidencian aspectos socioculturales y ambientales, que
se han identificado como factores importantes de predisposicidon a las infecciones
de vias urinarias. La falta de educacién en salud y condiciones higiénicas
inadecuadas al momento de la limpieza genital, es mas elevada que en aquellas con
mejores condiciones socioecondmicas. Se ha demostrado que en los paises con
climas humedos y tropicales hay cifras superiores de infecciones con respecto a los

paises frios. (Mendoza & Vera, 2012).

En el mundo, se consideran a las infecciones urinarias una de las principales causas
de consulta y de hospitalizacién, caracterizdndose por altas tasas de incidencia
y morbilidad en la poblacion pediatrica y adulta en diferentes regiones del mundo

con 150 millones de casos aproximadamente. (Castro et al, 2010)

A nivel nacional existen datos con respecto a esta enfermedad que son de mucho
interés para el Ministerio de Salud, pero en nuestra Region Loreto existe escasa
informacién publica sobre la epidemiologia de la infecciones del tracto urinario.

(MINSA, 2012)



Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como principal objetivo determinar la
presencia de enterobacteridceas en urocultivos de pacientes atendidos en
consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos, y como objetivos especificos aislar
e identificar y establecer la frecuencia de enterobacteridaceas en urocultivos de

pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos.



2.1.

REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES (Nester et al, 2007)

El Sistema Urinario:

El sistema urinario consta de rifiones, uréteres, vejiga y uretra. Los rifiones
funcionan como un sistema especializado de filtro, para limpiar la sangre de
muchos materiales de desecho, reabsorbiendo selectivamente sustancias
gue pueden ser reutilizadas. Los materiales de desecho se excretan en la
orina, que por lo regular es 4cida, debido a la excrecidon en exceso de los

iones hidrégeno, provenientes de los alimentos y el metabolismo.

La orina alcalina sugiere una infeccién con una bacteria que produce ureasa,
gue convierte la urea de la orina en amoniaco. Los antimicrobianos se
excretan habitualmente en la orina y llegan a concentraciones mas altas
que las del torrente circulatorio. Cada rifidn esta drenado por un uréter,
gue lo conecta con la vejiga urinaria. La vejiga actia como un tanque de

almacenamiento. Una vez lleno, se vacia a través de la uretra.

Las infecciones del tracto urinario ocurren con mas frecuencia en mujeres
gue en varones, debido a que la uretra femenina es corta (unos 4 cm, en
comparacion con los 20 cm de la masculina) y se encuentra adyacente a las
aberturas de los tractos genital e Intestinal. Grupos especiales de musculos
cerca de la uretra mantienen cerrado el sistema la mayor parte del tiempo

y ayudan a evitar la infeccion.



El flujo descendente de la orina ayuda también a limpiar el sistema sacando
los microorganismos antes de que tengan la oportunidad de multiplicarse y

causar infeccion.

Infeccién urinaria:
Desde el punto de vista microbiolégico, existe infeccién de las vias urinarias
cuando se detectan microorganismos patégenos en la orina, la uretra, la

vejiga, el rindn o la préstata.

Las infecciones agudas de las vias urinarias se pueden subdividir en dos
grandes categorias anatémicas: la infeccién de las vias inferiores (uretritis,
cistitis y prostatitis) y la infeccidn de las vias superiores: Pielonefritis aguda,

absceso renal y paranéfrico.

2.1.1. Enterobacteriaceas: (Hernandez et al, 2010)
La familia Enterobacteriaceae esta formada por bacilos y cocobacilos
gram negativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas,
fermentadores de glucosa, no presentan actividad de citocromo
oxidasa (son oxidasa negativa), reducen nitratos a nitritos y las

especies moviles lo son mediante flagelos de distribucidn peritrica.

Estan muy diseminadas en la naturaleza, las encontramos en el agua,
en la tierra, en los animales, etc. En el hombre se localizan en las vias

aéreas superiores (en pequefia proporcién), en la piel (sobre todo en



2.1.2.

la regién perianal), en la uretra anterior y sobre todo en el intestino.
Desde el estébmago al intestino grueso, la concentracién va

aumentando a lo largo del tubo digestivo.

Taxonomia: (Hernandez et al, 2010)

Dentro de esta Familia se reconocen mds de 30 géneros diferentes.
Actualmente, varios de ellos estan siendo sometidos a revision
mediante técnicas de Biologia Molecular, estudiando la homologia
de sus ADN y frecuentemente se crean nuevos géneros con especies

de géneros ya existentes.

Las especies, que con mayor frecuencia se aislan a partir de muestras

clinicas humanas son:

Géneros Especies
Escherichia E. coli

S. flexneri

S. sonnei
Shigella

S. boydii

S. dysenteriae

S. enterica
Salmonella

S. bongori

K. pneumoniae
Klebsiella

K. oxytoca




E. cloacae

Enterobacter E. aerogenes

E. agglomerans

S. marcescens

Serratia S. odorifera

S. fonticola

C. freundii
Citrobacter

C. kooseri

P. mirabilis
Proteus

P. vulgaris
Morganella M. morganii

P. rettgeri
Providencia

P stuartii

Y. pestis
Yersinia

Y. enterocolitica

2.1.3. Enterobacterias Patégenas Oportunistas: (Hernandez et al, 2010).
Dentro de este grupo se incluyen aquellas especies que forman parte
de la flora normal del hombre y los animales, estan presentes en el
suelo, el agua y las plantas. Producen infeccién cuando salen de su

habitat o hay alteraciones de las defensas locales.



Los géneros oportunistas que con mayor frecuencia se aislan de

muestras clinicas son:

Género Escherichia

Dentro del género Escherichia la especie de mayor importancia es E.
coliy se encuentra en nimero muy elevado en el contenido intestinal
y tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de microorganismos
proteoliticos debido a la liberacion de bacteriocinas (colicinas),
sustancias con accion bactericida, y estd relacionado con la sintesis

de vitamina K. Son mdéviles y fermentadoras de lactosa.

Escherichia coli es el principal agente etioldgico de infecciones
urinarias, tanto en pacientes internados como ambulatorios ya que
posee fimbrias capaces de adherirse al epitelio urinario y colonizarlo.
Produce ademas peritonitis, abscesos, meningitis, endocarditis,

neumonias hosocomiales, etc.

Género Klebsiella

El género Klebsiella esta muy extendido en la naturaleza: en la tierra,
en el agua, en el polvo, en la leche, en los alimentos. También se las
ve como organismos saprofitos de las vias respiratorias y del tracto

digestivo del hombre y de los animales.



Son microorganismos capsulados, inmoéviles, fermentadores de
lactosa, que fermentan la glucosa mediante la via de fermentacion

del 2-3 butanodiol al igual que los del género Enterobacter.

Dentro de este género, la especie mas importante es Klebsiella
pneumoniae. Es la especie tipo y produce infecciones urinarias,
respiratorias y sepsis, siendo frecuentemente involucrada en brotes

de infecciones hospitalarias.

En algunos hospitales Klebsiella ha desplazado a E. coli como agente
etioldgico de infecciones intrahospitalarias. Existen dos subespecies,
Klebsiella rhinoescleromatis y K. ozenae que se relacionan con otitis
y rinitis de olor fétido con destruccién granulomatosa de la narizy la

faringe.

Género Proteus

Este género esta muy difundido en la naturaleza, se encuentra en el
suelo, agua, aguas servidas, materiales de animales en
descomposicién, tracto intestinal del hombre, etc. Juega un papel

importante en la descomposicion de los caddveres.

Se presenta con flagelos peritricos muy abundantes que hacen que

“hormiguee” sobre la superficie de un medio sélido de cultivo.



2.1.4.

2.1.5.

Dentro del género Proteus las especies mds importantes son: P.

mirabilis (indol negativo) y P. vulgaris (indol positivo).

Estos microorganismos son lactosa negativos y son productores de
ureasa, factor de patogenicidad en la produccidon de infecciones
urinarias ya que esta enzima desdobla a la urea en amoniaco y
diéxido de carbono, lo que produce la irritacidn del epitelio urinario
y desencadena una reaccion inflamatoria. La alcalinidad alcanzada

por la orina predispone a la litiasis urinaria.

Coloracién Gram

Esta técnica de coloracidon nos permitié diferenciar las bacterias en
GRAM (+) y GRAM (-) y determinar la morfologia de la célula
bacteriana, su tipo de agrupacion y verificar el grado de pureza de la

colonia.

Medios de Aislamiento: (Alors, 2009)
Agar Mac Conkey

e Finalidad de empleo:

Es una agar selectivo para aislamiento de Salmonellas, Shigellas
y bacterias coliformes, a partir de heces, orina, alimentos, aguas

residuales, etc.
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Modo de actuar:

Las sales biliares y el violeta cristal inhiben notablemente la flora
gram positiva. La lactosa en combinacién con el indicador de pH
rojo neutro, sirve para la demostracidon de la degradacion de

lactosa.

Interpretacion:

Las colonias lactosa — negativas son incoloras; las lactosa —
positivas son rojo —violeta con un halo turbio, debido a la

disminucion del valor del pH de los acidos biliares precipitados.

COLONIAS MICROORGANISMOS

Incoloras, transparentes, Salmonella, Shigella

Grandes, rojas con halo turbio. | Escherichia coli

Grandes, rosa, mucosas. Enterobacter, Klebsiella

Enterococos,
Diminutas, esporadicas, Opacas.
Estafilococos

Agar Hierro — (TSI) tres azucares.

Finalidad de empleo:

Medio de cultivo de diferenciacién de bacterias gram negativas
patdégenas en investigaciones rutinarias de heces y otros

materiales objeto de investigacion.
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Modo de actuar:

La degradacién de azucar con formacion de acido se comprueba
por un viraje del indicador rojo de fenol desde anaranjado rojizo
hasta amarillo, y una alcalinizacién por un cambio hasta rojo
oscuro. El tiosulfato se reduce por efecto de algunos gérmenes a
sulfuro de hidrégeno, el cual reacciona con la sal férrica
produciendo sulfuro de hierro negro. La degradacion de glucosa
a acido produce cambio de color sélo en la zona columnar del
medio de cultivo, pues debido a la baja concentracién de glucosa,
la escasa cantidad de dcido formado en la superficie inclinada del
agar se evapora rapidamente (Salmonella y Shigella). Si, en
cambio son degradadas la lactosa y la sacarosa, que se encuentra
a mayor concentracidn, se presenta un viraje de color hacia
amarillo tanto en la parte columnar como en la superficie
inclinada del agar (Escherichia). Una formacion de cavidades y
grietas en el medio de cultivo es considerado como signo de

formacion de gas en la degradacion de azucar.

Agar — Citrato seglin Simmons

Finalidad de empleo.

Este medio de cultivo es recomendado para la diferenciacién de

enterobacteriaceas, esta previsto para diferenciar entre
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2.2.

colibacterias fecales y bacterias de los géneros Enterobacter y
Citrobacter, asi como ciertas especies del género Salmonella.

e Modo de actuar.

La degradacidn de citrato produce una alcalinizacion del medio,
gue se reconoce por un viraje de color azul obscuro del indicador

de pH azul de bromotimol.

e Interpretacién:

MICROORGANISMOS
CULTIVO
CITRATO POSITIVO CITRATO NEGATIVO
Citrobacter Escherichia
Enterobacter Shigella
Klebsiella, Serratia S. typhi

ANTECEDENTES

Pérez, S. (2002), realizé una investigacion sobre la prevalencia de Escherichia
coli y otros microorganismos en urocultivos en pacientes de la Clinica Ana
Stahl en la ciudad de Iquitos durante los afios 1999, 2000 y 2001, reportando
gue las enterobacteriaceas de mayor prevalencia fueron: En el afio 1999, de
105 urocultivos positivos, Escherichia coli fue aislado en un (57,1%),
Enterobacter agglomerans (12,4%), Enterobacter aerogenes (8,6%),
Klebsiella pneumoniae (2,9%), Proteus vulgaris y Proteus mirabilis, (1,9%).
Mientras que en el afio 2000, de 116 muestras positivas de urocultivo
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identifico a Escherichia coli con (57,8%), Enterobacter agglomerans (14,7%),
Enterobacter aerogenes (5,2%), Proteus vulgaris, y Proteus mirabilis, con
(1,7%) y en el afio 2001 de 149 muestras positivas, Escherichia coli registré

un porcentaje de (53,7%), Proteus mirabilis (1,3%) y Proteus vulgaris. (0,7%).

Ledezma, L, Ibarra, B. (2004), en el Laboratorio Clinico La Vifa, edo.
Carabobo, Venezuela, evaluaron la susceptibilidad a ampicilina sulbactam
de gérmenes aislados en urocultivos de 161 muestras positivas,
correspondiendo (116) cepas a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (15),

Proteus mirabilis (20), Citrobacter (5) y Enterobacter spp (5).

Lizama, et al. (2005), en el drea de servicio de urgencia pediatrica del
Hospital Clinico de la Pontificia Universidad Catélica de Chile, realizaron un
estudio sobre infecciones del tracto urinario, encontrando que el agente
mas frecuentemente aislado a toda edad fue Escherichia coli (86,2%),
seguido de Proteus sp (8,5%), que se aislé con mayor frecuencia sobre los 2
anos de edad, y Klebsiella sp. (1,6%). Asimismo Enterococcus faecalis (1,2%),
Enterobacter cloacae (1,2%), Citrobacter sp. (0,4%) y Pseudomonas

aeruginosa (0,4%).

Burgoa, M. et al. (2006), en el Seguro Social Universitario de la ciudad de la
Paz, Bolivia, realizaron un estudio sobre la presencia de bacterias que
reducen los nitratos a nitritos con 115 pacientes que dieron nitrito positivo

en el examen general de orina, reportando que las bacterias mas aisladas
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fueron: Escherichia coli (71%), Proteus vulgaris (13%), Proteus mirabilis (4%)

y Enterobacter spp. (4%).

Echevarria, et al. (2006) en un Simposio realizado en el Perd, mencionan que,
en mas del 95% de los casos, un Unico microorganismo es el responsable de
las infecciones del tracto urinario (ITU). El agente etiolégico mds frecuente
de ITU en ambos sexos es la Escherichia coli, responsable del 75% a 80% de
casos; el 20% a 25% restante incluye microorganismos como: Staphylococcus
saprophyticus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Klebsiella sp.,

Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa.

Diaz, et al. (2006), realizaron un estudio sobre el comportamiento y la
frecuencia de aislamientos bacterianos de muestras de orina de pacientes
con diagndstico presuntivo de infecciones urinarias hospitalizados en el
Hospital General Docente “Aleida Ferndndez Chardiet 7, Cuba, y de un total
de 642 urocultivos analizados, 81 (13%) resultaron contaminados, 178 (28%)
fueron positivos a diferentes microorganismos y 383 (59%) negativos,
donde, Escherichia coli fue aislado e identificado en 78 muestras (43,8 %),
seguida de Klebsiella sp. con 33 aislamientos (18,5 %). El género Proteus con
sus 2 especies Proteus vulgaris y Proteus mirabilis presentaron (9,5%) y (7,3

%) de aislamiento, respectivamente.

Espinosa, et al. (2007), examinaron 49 muestras de orina, en pacientes

ingresados en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Hermanos
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Ameijeira de la ciudad de La Habana, Cuba, obteniendo una positividad del
(56,5%), siendo las enterobacterias los agentes bacterianos mas aislados y
particularmente Escherichia coli, que fue aislado en el 38% del total de

muestras examinadas.

Yanchapanta, S. (2007), realizé un estudio sobre la frecuencia de bacterias
presentes en infecciones de vias urinarias en pacientes diabéticos sometidos
a cateterismos en el Hospital Provincial Docente Ambato, siendo Escherichia
coli (34%) la bacteria mas aislada, seguido por Proteus spp (29%),
Staphylococcus aureus (18%), Klebsiella spp. (10%) y Pseudomonas

aeruginosa (8%).

Farifia, et al. (2007), realizaron un estudio sobre la actividad de las
fluoroquinolonas en bacilos gram negativos aislados de urocultivos de
pacientes ambulatorios, reportando que de las 380 cepas de bacilos gram
negativos aisladas de orina (358 provenientes de mujeres y 22 de varones),
310 aislamientos fueron de Escherichia coli (81,7%), 44 de Klebsiella
pneumoniae (11,6%), 13 de Proteus mirabilis (3,4%), 4 de Enterobacter
aerogenes (1%), 3 de Enterobacter cloacal (0,8%), 2 de Citrobacter freundii

(0,5%), y 2 de Klebsiella oxytoca (0,5%).

Barriga, et al. (2008), evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana de
microorganismos gram negativos, aislados tanto en pacientes pediatricos

como adultos con infecciones de vias urinarias, atendidos en los consultorios
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externos del Centro Médico Nacional La Raza de la ciudad de México,
logrando aislar con mayor frecuencia a Escherichia coli: 638 (53,2%),
Klebsiella spp.: 166 (13,9 %), Proteus spp:110 (9,1%) Morganella morganii.:
84 (7,0 %); Serratia spp: 84 (7,0); Enterobacter spp.: 66 (5,5%) y Citrobacter

spp.: 52 (4,3%).

Espinoza, et al. (2009), en el estado de Sucre, Venezuela, realizaron un
estudio para determinar la prevalencia y susceptibilidad antibidtica de
enterobacterias aisladas de urocultivos, a partir de 718 muestras
seleccionadas al azar. Las muestras fueron procesadas por andlisis fisico,
quimico y microscépico del sedimento urinario; siendo Escherichia coli la
mas reportada con (36,37%), seguida por Klebsiella pneumoniae (10,61%) y

Proteus mirabilis (10,61%).

Padrén, et al. (2010), realizaron un estudio retrospectivo para determinar el
comportamiento epidemioldgico de la infeccion nosocomial del Centro
Internacional de Restauracién Neuroldgica (CIREN) en la Habana, Cuba,
encontrando que el agente causal de mayor circulacién en el ambiente

intrahospitalario fue Escherichia coli.

Vallejos, et al, (2010), estudiaron la prevalencia de infecciones de vias
urinarias en 83 mujeres embarazadas atendidas en el Hospital Universitario
de Puebla- México, reportando que, el germen mas encontrado en el

examen general de orina y en el urocultivo fue Escherichia coli.
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De Lucas C. et al, (2012), en el Hospital Universitario Puerto de Hierro,
Majadahonda, en Madrid, Espafia, realizaron un estudio sobre
infecciones del tracto urinario, sensibilidad antimicrobiana y seguimiento
clinico, logrando aislar bacterias gram negativas tales como: Escherichia coli

(80%), Proteus mirabilis (9,7%) y Klebsiella pneumoniae (4,2%).

ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES
3.1.1. Materiales de vidrio
e Placas de Petri.
e Vaso precipitado de 200 ml.
e Vaso precipitado de 500 ml.
e Matraz Erlenmeyer 500 ml.
e Tubos de ensayo de tapa rosca 10 ml.
e Tubos de ensayo de tapa rosca 20 ml.
e Tubos de ensayo de 5 ml.
e Tubos de ensayo de 10 ml.
e Tubos de ensayo de 100 ml.

e Probeta de 100 ml.
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3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

Medios de cultivo

e Agar Mac Conkey.

e Agar TSI

e Agar Citrato de Simmons.
e Agar Nitrato

e Caldo Urea

e Caldo Glucosado

e Caldo Peptonado

Reactivos y colorantes

Azul de metileno para Gram.
e Solucidén Lugol para Gram

e Alcohol Acetona

e Safranina.

e Reactivo de Kovacs

e Reactivo de Barrit.

e Reactivo de Peter Gries.

Equipos

e Autoclave
e Estufa

e Horno

e Microscopio compuesto binocular
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3.1.5. Otros.

Frascos de plastico recolectores de 100 ml.
e Asas bacterioldgicas.

e Gradillas.

e Guantes quirurgicos.

e Espatulas.

e Goteros.

e Plumones marcadores indelebles.

e Mascarillas.

e Hisopos de algoddn estéril.

3.2. METODOS
3.2.1. Area de estudio
El presente trabajo se realizé en el laboratorio clinico del Hospital Apoyo
Iquitos, ubicado en la avenida Elias Aguirre S/N del Distrito de Iquitos,

Provincia de Maynas y Departamento de Loreto.

3.2.2. Andlisis de Laboratorio
Las muestras en el laboratorio fueron sembradas en placas con Agar
Mac Conkey, e incubadas durante 24 h. a 37°C bajo condiciones de
aerobiosis. Las placas se examinaron y las colonias de bacterias
sospechosas de pertenecer al grupo de las enterobacteriaceas fueron
identificadas, primero en forma presuntiva y luego en forma

confirmativa.
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3.2.3. Procedimientos.
A. Recoleccién de las Muestras.

a. Recomendacion preliminar al paciente (Pérez, 2002).

Se orientd al paciente para una toma apropiada de la muestra,

siendo esta en forma aséptica.

b. Tomade muestra del Chorro Medio (Alors, 2009).

Se le indicé al paciente que recoja la muestra en un frasco estéril
de boca ancha, después de una retencién urinaria de por lo
menos 3 horas. De este modo se dio tiempo a que las bacterias
presentes en la vejiga puedan multiplicarse y asi obtener
concentraciones bacterianas elevadas, preferiblemente se
utilizé la primera miccién de la manana, en caso de no obtener
este tipo de muestra, se obtuvo la muestra en el mayor tiempo

gue fuera posible de retencién de orina.

En las mujeres, se apartaron los labios uretrales para lavar la
vulva en solucion jabonosa neutra no bactericida tres veces
seguidas y se secaron con gasa estéril, se considerd el segundo
chorro de la miccién. En el caso de los hombres, retiraron el
prepucio y lavaron el glande tres veces con solucién jabonosa
neutra y procedieron a secarlo con gasa estéril. Se consideré el

segundo chorro de la miccién.
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C.

Identificacidn Presuntiva (Pérez, S. 2002)

e Siembra de la muestra en Agar Mac Conkey:

Con una asa bacteriolégica, flameado en el mechero hasta el
rojo vivo; se destapd el frasco conteniendo la muestra de
orina, de donde se tomd una alicuota de la muestra y se
sembré por estrias en la superficie de las placas con Agar Mac

Conkey.

Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h. Las colonias
sospechosas de pertenecer a la familia de |las
enterobacteridceas fueron sometidos a la técnica de

coloracién de Gram y a la prueba de la oxidasa.

Coloracién de Gram

Se colocé una gota de agua destilada en una ldmina
portaobjetos limpia, con la ayuda de una asa bacterioldgica
estéril se tomo el inéculo, extendiendo la muestra de manera

uniforme.

Se cubrié la extension fijada con azul de metileno durante un

minuto, lavando con agua destilada, luego se aplicd el lugol

dejando reposar por dos minutos.
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d.

Luego se decolord la extension con alcohol acetona, se lavé
con agua destilada, cubriendo con el colorante de contraste
safranina, dejando en reposo por treinta (30) segundos, se
lavé con agua destilada todo exceso de colorante y finalmente
se dejoé secar la ldmina a temperatura ambiente. Observando

al microscopio con objetivo de inmersién.

Prueba de la oxidasa:

Se deposité unindculo de la colonia sobre un pedazo de papel
de filtro y sobre él se adicioné una gota del reactivo dimetil —
p — fenilendiamino. La reaccidn positiva provocé la aparicion

de un color azul a los pocos minutos.

Identificacion Confirmativa (Pérez, S. 2002).

e Prueba Agar Hierro Tres Azucares - TSI:

Se determind mediante la siembra por picadura en la parte
inferior y por estria en la parte superficial o plano
inclinado en los tubos con medio de cultivo Agar Triple Azucar
Hierro (TSl), a partir de las colonias identificadas
presuntivamente del Agar Mac Conkey, como bacterias gram

negativas y oxidasa negativa, se incubo a 37°C por 24 horas.

Transcurrido el periodo de incubacion en el fondo del tubo

se dio la fermentacion y/o degradacién de la glucosa y los
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productos acidos, liberados en mayor cantidad, virando el
indicador hacia su tonalidad acida (amarilla). La escasa
concentracion de oxigeno no permitid6 que, una vez
consumida la glucosa se utilicen oxidativamente las peptonas,
por lo cual el tubo fue alcalino (rojo) en la parte superior y

acido (amarillo) en el fondo.

Si la enterobacteriacea fermentd los tres azucares (glucosa,
lactosa y/o sacarosa), aunque se utilizaran la oxidacién de las
peptonas, la alcalinizacién no fue suficiente para neutralizar
la gran cantidad de acido, el tubo fue totalmente acido
(amarillo); en cambio dada la inactividad metabdlica el color
del medio no cambid permanecid rojo es decir no fermentd
ningun carbohidrato. La produccién de gas a partir de la
fermentacién de carbohidratos, se manifesté por formacién

de burbujas y rupturas del agar.

Prueba de Voges Proskauer: Produccion de Acetil Metil
Carbinol o Acetoina.

A partir de las cepas presuntivamente sospechosas, obtenidas
del Agar Mac Conkey, se inoculd en tubos con caldo glucosado

y fosfato di potasico, para ser incubados a 37°C por 48 horas.
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Transcurrido el periodo de incubacion se agregé de dos a tres
gotas del reactivo de Barrit que contenia el Alfa naftol al 5% y
KOH al 40%, agitando el tubo e incubando a 37°Cde2a4
horas. La presencia de una coloracion rosada o roja, nos

indicd que la prueba de Voges Proskauer era positiva.

Prueba del Rojo de Metilo: Produccidn de acidos

Se inoculd las cepas en tubos con caldo glucosado y fosfato di
potdsico, para ser incubados a 37°C por 24 horas.
Transcurrido el periodo de incubacion se agregé de dos a tres
gotas de rojo de metilo al 1%, la reaccidn positiva un color

rojo y la muestra negativa un color amarillo.

Prueba de Produccion de Indol.

Se inoculd las cepas en tubos con agua peptonada, para ser
incubados a 37°C por 24 horas. Transcurrido el periodo de
incubacién se agregd de dos a tres gotas del reactivo de
Kovacs, luego se agitd suavemente, la presencia de anillo de
color rojo grosella en la parte superior del cultivo indicaba
qgue la prueba era positiva caso contrario la prueba fue

negativa.
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e Prueba del Sulfuro de Hidrégeno:

Se inoculé las cepas en tubos con agua peptonada,
colocandose en el interior de los tubos una tira de papel filtro
impregnado con acetato de plomo e incubado a 37°C por 24

horas.

Transcurrido el periodo de incubacién, se observé una
coloracién negra en la parte inferior de la tira de papel filtro
impregnado con acetato de plomo, que indicaba que la

prueba era positiva, caso contrario la prueba fue negativa.

Prueba de la Hidrdlisis de la Urea:
Se sembrd por agitacién las cepas en tubos con caldo ureay

se incubd a 37°C por 24 horas.

Después del periodo de incubacién si se observaba una
coloracién roja o rosada en los cultivos, la prueba era
considerada positiva, caso contrario la prueba era

considerada negativa.

Prueba de Reduccion de Nitratos a Nitritos.

Se sembro por picadura las cepas en tubos con agar nitratado

y se incubd a 37°C por 24 horas.
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Después del periodo de incubacion se adicioné dos o tres
gotas del reactivo de Peter Gries y si se observaba una
coloracion roja en la parte superior del cultivo, la prueba era

considerada positiva, caso contrario la prueba era negativa.

e Prueba de la Degradacion del Citrato de Simmons.
Las colonias identificadas presuntivamente como bacterias
gram negativa y oxidasa negativa, se sembrd en agar citrato

en una sola estria en la superficie del tubo.

Los tubos fueron incubados a 37°C durante 24 horas,
transcurrido el tiempo se observd un viraje de color azul
oscuro, que indicd que la prueba era positiva caso contrario

negativa.

3.2.4. Tipo y Disefio de la Investigacién.
El tipo de investigacion fue descriptiva y transversal, en el que se
determind la presencia de enterobacteriaceas en urocultivos de
pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo

Iquitos.

1. Transversal.
Se analizo el problema en un periodo determinado de tiempo,

dejando a un lado sus posibles causas y manifestaciones anteriores.
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3.2.5.

3.2.6.

2. Descriptivo.
Se obtuvo una vision mas precisa de las caracteristicas

fundamentales del problema.

Poblacion
La poblaciéon estuvo conformada por pacientes que acudieron al
laboratorio clinico del Hospital Apoyo lquitos que fueron atendidos en

los consultorios externos entre los meses de enero a marzo del 2014.

Muestra
Doscientos (200) pacientes elegidos al azar, a los que se les realizaron
pruebas de urocultivos en el laboratorio clinico del Hospital Apoyo

Iquitos.
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IV. RESULTADOS

Cuadro N° 01: Pacientes que solicitaron analisis de urocultivo segun sexo, de los

pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos.

El presente cuadro representa el porcentaje por sexo de los pacientes atendidos en
consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos, que se realizaron urocultivo
durante el periodo de estudio. Observdndose que el mayor porcentaje estd

representado por el sexo femenino con 156 pacientes que representa el (78%).

POBLACION
Meses Masculino Femenino Total Muestras/ Mes
N° % N° % N° %

ENERO 10 18.1 45 81.8 55 27.5
FEBRER 19 25.3 56 74.6 75 37.5
0] 15 21.4 55 78.5 70 35.0
MARZO

TOTAL 44 22.00 156 78.00 200 100.0

Fuente: Base de Datos del Proyecto (2014).

Grafico N° 01: Pacientes que solicitaron analisis de urocultivo segun sexo.

TOTAL DE PACIENTES POR SEXO

MASCULINO Ne
B MASCULINO %
® FEMENINO Ne

FEMENINO %

MASCULINO

FEMENINO |

En el grafico N° 1, se aprecia que los pacientes atendidos en los consultorios

externos, durante el periodo de estudio que se realizaron urocultivos en el
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laboratorio clinico del Hospital Apoyo Iquitos, los de sexo femenino fueron mayor
en numero y por lo tanto en porcentaje en relacion al sexo masculino.
Cuadro N° 02: Porcentaje de positividad de urocultivos por grupos de edad, de los

pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos.

El cuadro nos muestra que el mayor porcentaje de positividad, estd entre las edades

de 0-10 afios, con 67,6%.

EDAD N° de muestras N° de muestras Porcentaje de
procesadas positivas positividad
0 -10 34 23 67.6
11-20 46 28 60.8
21-30 40 27 67.5
31-40 37 18 48.6
41-50 25 9 36.0
51-60 11 3 27.2
61-70 5 3 60.0
71-80 2 1 50.0
TOTAL 200 112 56.0

Fuente: Base de Datos del Proyecto (2014)

Grafico N° 02: Porcentaje de mayor positividad por grupo de edad, de pacientes

atendidos en consultorio externo del Hospital Apoyo lquitos.
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El grafico nos muestra que el mayor porcentaje de positividad, esta entre las edades

de 0-10 anos y el menor porcentaje entre las edades 51 — 60 afios.

Cuadro N° 03: Porcentaje de positividad segin sexo de los urocultivos de pacientes

atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos.

El cuadro muestra el porcentaje de positividad en relacion al sexo, observdandose que

durante los tres meses, el sexo femenino obtuvo el mayor porcentaje de positividad con el

75,9%.
SEXO
MASCULINO FEMENINO TOTAL
Muestras
MESES N° muestras Porcentaje N° muestras Porcentaje N° Positivas
positivas Positividad positivas positividad
ENERO 8 22.2 28 77.8 36
FEBRERO 12 25.5 35 74.5 47
MARZO 7 24.1 22 75.9 29
TOTAL 27 24.1 85 75.9 112

Fuente: Base de Datos del Proyecto (2014)

Grafico N° 03: Porcentaje de muestras positivas seguin sexo de los urocultivos de pacientes

atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos.
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El grafico nos muestra el porcentaje de positividad en relacidn al sexo, se observa que, el
sexo femenino obtuvo el mayor porcentaje de muestras positivas en relaciéon al sexo

masculino.
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Cuadro N° 04: Frecuencia de aislamiento de enterobacteridceas en urocultivos de

pacientes atendidos en consultorios externos del hospital apoyo lquitos.

El cuadro muestra la frecuencia de aislamiento de enterobacteriaceas en urocultivos,

observandose que el mayor porcentaje de positividad pertenece a Escherichia coli con 85,

7%.
ENTEROBACTERIACEAS TOTAL
Escherichia coli Proteus vulgaris Klebsiella sp
MESES NO % NO % NO % NO %
ENERO 30 83.3 4 11.1 2 5.6 36 100,0
FEBRERO 41 87.2 5 10.6 1 2.1 47 100,0
MARZO 25 86.2 3 10.3 1 3.4 29 100,0
TOTAL 96 85.7 12 10.7 4 3.5 112 100,0

Fuente: Base de Datos del Proyecto (2014)

Grafico N° 04: Frecuencia de aislamiento de enterobacteridceas en urocultivos de

pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos.
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En el grafico se observa la frecuencia de aislamiento de enterobacteriaceas en urocultivos

de pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos, Escherichia coli
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fue el que obtuvo mayor porcentaje con 85,7% a diferencia de Klebsiella sp., que obtuvo el

menor porcentaje con 3,5%.

Cuadro N° 05: Frecuencia de mayor positividad de enterobacteridceas por grupos de edad,

en urocultivos de pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos.

En el cuadro se observa la frecuencia de mayor positividad de enterobacteriaceas por grupo

etario de los pacientes atendidos en los consultorios externos del Hospital Apoyo lquitos,

donde se observa que Escherichia coli presenta mayor numero de positividad en

comparacion a Proteus vulgaris y Klebsiella sp.

ENTEROBACTERIACEAS N° %
Edad Escherichia coli Proteus vulgaris Klebsiella sp. muestras  Total
N° % N° % N° % Positivas
0-10 21 91.3 2 8.7 0 0.0 23 100.0
11-20 22 78.6 5 17.9 1 3.6 28 100.0
21-30 25 92.6 2 7.4 0 0.0 27 100.0
31-40 16 88.9 2 11.1 0 0.0 18 100.0
41-50 6 66.7 1 11.1 2 22.2 9 100.0
51-60 3 100.0 0 0.0 0 0.0 3 100.0
61-70 2 66.7 0 0.0 1 33.3 3 100.0
71-80 1 100.0 0 0.0 0 0.0 1 100.0
TOTAL 96 85.7 12 10.7 4 3.6 112 100.0

Fuente: Base de Datos del Proyecto (2014)

Grafico N° 05: Frecuencia de positividad de enterobacteridceas por grupos etarios.
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El grafico nos muestra la frecuencia de positividad de enterobacteridceas por grupos

etareos, siendo el de mayor numero las edades comprendidas entre 21 — 30 afios con la
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enterobacteriacea Escherichia coli, considerdandose esta enterobacteriacea la de mayor
predominancia en los diferentes grupos etarios.

V. DISCUSION
Los agentes mds frecuentes que pueden causar infeccién de vias urinarias son las
enterobacterias siendo, Escherichia coli, 1a que origina el 80% aproximadamente de
infecciones agudas de vias urinarias. Otros bacilos gram negativos, especialmente
Proteus y Klebsiella, y en ocasiones Enterobacter, dan cuenta de un porcentaje

menor de infecciones no complicadas. (Hernandez et al. 2010)

De acuerdo a los porcentajes de muestras, encontradas en este estudio, las

siguientes consideraciones podrian ser tomadas en cuenta:

En los resultados obtenidos se aprecia que las enterobacteridceas mas aisladas en
urocultivos de pacientes atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo
Iquitos, de Enero a Marzo del 2014 fueron: Escherichia coli (85,7%), Proteus vulgaris
(10,7%) y Klebsiella spp (3,5%), estos valores son superiores al encontrado por
Pérez (2002), en la ciudad de lquitos, quién reporto la frecuencia de aislamiento de
Escherichia coli en un (57,1%), Proteus vulgaris (1,9%) y Klebsiella pneumoniae
(2,9%); el presente estudio corrobora que Escherichia coli fue la enterobacteriacea

aislada con mayor frecuencia.

Asimismo, Burgoa et al. (2006), en Bolivia, reportaron a Escherichia coli en un (71%)
y Proteus mirabilis. con (4%). Mientras que Echevarria et al. (2006) en Lima lograron

identificar a Escherichia coli en un 75% vy Proteus vulgaris (20%), de manera similar,
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Diaz et al. (2006), en Cuba identificaron a Escherichia coli., en un 43%; Espinosa et
al. (2007) en la Habana — Cuba, reportd (38%) para Escherichia coli. Yanchapanta
(2007) en Ecuador (34%) Escherichia coli, (29%) Proteus spp, (18%) Staphylococcus
aureus y (10%) Klebsiella spp. Barriga et al. (2008) en México, Escherichia coli
(53,2%), Klebsiella spp (13,9%), Proteus spp (9,1%). Espinoza et al. (2009), en
Venezuela, Escherichia coli (36,7%) Klebsiella pneumoniae (10,61%). De Lucas et al.
(2012), en Espafia, Escherichia coli (80%), Proteus mirabilis (9,7%) y Klebsiella

pneumoniae (4,2%). Estos valores son inferiores a lo encontrado en el estudio.

Cabe destacar que de 112 urocultivos positivos, el 75,9% correspondid al sexo
femenino y el 24,1% al sexo masculino, asimismo Escherichia coli fue la
enterobacteriacea mas aislada de los urocultivos, resultado similar reportado por
otros investigadores como Burgoa et al. (2006), con el 71%, Echevarria et al. (2006)
80%, Farifa et al. (2007) 81,7%, Barriga et al. (2008) 53,2%, Espinoza et al. (2009)
36,7% y De Lucas et al. (2012) 80%. En el presente estudio la elevada frecuencia de
infecciones del tracto urinario en el sexo femenino se debidé a las condiciones
higiénicas inadecuadas al momento de la limpieza genital; apreciaciones similares

reportados por (Mendoza, D & Vera, M, 2012).

En cuanto a estudios realizados por Hernandez, et al. (2010), mencionan que los
agentes mas frecuentes que pueden causar infeccidon de vias urinarias son las
enterobacterias siendo, Escherichia coli, la que origina el 80% aproximadamente de
infecciones agudas de vias urinarias. Otros bacilos gram negativos, especialmente

Proteus y Klebsiella, dan cuenta de un porcentaje menor de infecciones no
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complicadas, estos microorganismos, adquieren una importancia creciente en las
infecciones recurrentes y en las asociadas a manipulaciones uroldgicas, cdlculos u
obstruccidon y son los principales protagonistas en las infecciones hospitalarias
asociadas a catéter. En consecuencia los géneros oportunistas que fueron aislados
con mayor frecuencia, en este estudio, como Escherichia coli, Proteus vulgaris y

Klebsiella spp, corroboran lo mencionado por Herndndez et al. (2010).

Asimismo, la elevada frecuencia de aislamiento de Escherichia coli en las muestras
de orina analizadas a través de los urocultivos, es similar a los reportado por Vallejos
et al. (2010), quienes estudiaron la prevalencia de infecciones de vias urinarias en
83 mujeres embarazadas atendidas en el Hospital Universitario de Puebla-
México, reportando que, el germen mas encontrado en el examen general de orina

y en el urocultivo fue Escherichia coli.

Por otro lado, Echevarria et al. (2006), en un Simposio realizado en el Perq,
menciona que el agente etiolégico mas frecuente de infecciones del tracto urinario,
es la Escherichia coli, responsable del 75% a 80% de casos; el 20% a 25% restante
incluye microorganismos como: Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa.
Por lo tanto, la elevada presencia de enterobacterias en las muestras de estudio,
sostiene que las infecciones urinarias es uno de los procesos infecciosos mas

frecuentes en el ser humano, especialmente en mujeres.
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VL.

Lo mismo fue reportado por Nester et al. (2007), quien corrobord que las
infecciones del tracto urinario ocurren con mads frecuencia en mujeres que en
varones, debido a que la uretra femenina es corta (unos 4 cm, en comparacion con
los 20 cm de la masculina y se encuentra adyacente a las aberturas de los tractos
genital e Intestinal. Grupos especiales de musculos cerca de la uretra mantienen

cerrado el sistema la mayor parte del tiempo y ayudan a evitar la infeccion.

Por lo tanto, la investigacién realizada constituye una aproximacién para conocer
los aspectos relativos a la frecuencia del aislamiento e identificacion de
enterobacteridceas en urocultivos. Asimismo pone de manifiesto la importancia de
un diagndstico presuntivo y confirmativo de bacterias presentes en el tracto

urinario.

CONCLUSIONES
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Las conclusiones obtenidas en el presente trabajo son:

1. La especie de enterobacteridcea aislada en urocultivos de pacientes atendidos
en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos, con mayor frecuencia fue

Escherichia coli.

2. Las especies de enterobacteridceas aislada en urocultivos de pacientes
atendidos en consultorios externos del Hospital Apoyo Iquitos, con menor

frecuencia fueron Proteus vulgaris y Klebsiella sp. respectivamente.

3. Los pacientes del sexo femenino que solicitaron analisis de urocultivos en
consultorios externos del Hospital apoyo lquitos, fueron mayor en nimero con

relacion al sexo masculino.

4. Los pacientes de edades comprendidas entre 21 — 30 afios, fue la que presenté
mayor frecuencia de positividad con la enterobacteridcea Escherichia coli,

considerada la de mayor predominancia en los diferentes grupos etarios.

VIl. RECOMENDACIONES
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1. Se recomienda realizar estudios sobre incidencia de enterobacteriaceas en

urocultivos en pacientes de edades de 0 — 10 afos.

2. Realizar pruebas de antibiogramas para determinar la sensibilidad o resistencia

de las enterobacteriaceas, aisladas de urocutlivos.

3. Desarrollar pruebas serolégicas para identificacion confirmativa de las

enterobacteridcea causantes de infecciones del tracto urinario.

4. Aplicar técnicas moleculares para la identificacién de los serotipos de las

enterobacteriaceas.
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