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DIAGNOSTICO MOLECULAR EN MICROORGANISMOS
UROPATOGENOS EN PACIENTES DEL HOSPITAL GENERAL
TAPACHULA

INTRODUCCION

Las infecciones de vias urinarias (I\VVU) constituyen una de las patologias infecciosas
mas frecuentes tanto en comunidades como intrahospitalaria. Es la tercera causa de consulta
médica’. La IVU estd definida como la invasion, colonizacion y multiplicacion de
microorganismos patdgenos en el aparato urinario que por lo general ocurre por via
ascendente, siendo estos procedentes de la flora fecal las que colonizan el periné y penetran
en la vejiga a través de la uretra®. Las IVU pueden complicarse con bacteriemia y sepsis, lo
que incrementa la morbimortalidad, los dias de estancia hospitalaria y los costos

relacionados.

A nivel mundial, se estima una incidencia de alrededor de 2 a 3 casos por cada 100
habitantes al afio, generando altos costos al sistema de salud en muchos paises®. De estos, se
presentan una prevalencia entre el 0.3 y 7.8% en edad preescolar; en la edad escolar se ubica
entre el 1 y el 3% para aumentar en los adolescentes con el inicio de las relaciones sexuales.
Sin embargo, se considera que el sexo femenino es el mas afectado?, debido a diversos
estudios, se estima que el 40- 60% de las mujeres que carecen de enfermedades base y
anomalias funcionales o estructurales del tracto urinario pueden padecerla. Se estiman casos
en una proporcién 30:1en comparacion a los varones, la cual tiende a igualarse a medida que
el hombre envejece*. El 12% de los hombres, presentaran por lo menos, un episodio de VU

en su vida adulta ®.

La aparicion de IVVU a nivel mundial es variable, debido a factores como: edad, sexo,
raza, dieta, habitos higiénicos y sexuales, factores sociales y patogenicidad del

microorganismo?.



El “estandar de oro” para el diagnéstico de IVU’s es el urocultivo el cual identifica y
cuantifica al agente causal® al cabo de unos dias. En la actualidad, el diagnéstico basado en
biologia molecular, principalmente por el método de PCR, tiene la ventaja de poder
identificar al agente causal en horas®’ ademas de tener una mayor sensibilidad y especificidad
en comparacion al cultivo®. Se ha documentado su aplicacion en el analisis de diferentes
muestras como liquido amnidtico, sangre, humor vitreo y orina®. Ante esta situacion se
realiz6 la deteccion molecular de microorganismos uropatégenos en las personas que

Ilegaron por atencién médica en el Hospital General Tapachula.



MARCO TEORICO

GENERALIDADES

El rifidn es uno de los drganos con mayor diferenciacion en el organismo?, se presenta en
pares, es decir cada individuo posee 2 rifiones?. Al final del desarrollo embrionario, tiene casi
30 tipos distintos de células, las cuales forman una multitud de capilares de filtracion y
nefronas segmentadas cubiertas por un intersticio dinamico. Esta diversidad celular modula
diversos procesos fisioldgicos complejost. El rifidn, en adultos, posee un tamafio de 11 a 14
cm de largo, 5-6 cm de ancho y de 3-4 cm de profundidad? y pesa alrededor de 150 gramos?,
se localiza en el retroperitoneo, a cada lado de la columna vertebral, entre T12 y L3, el rifion
derecho se localiza mas bajo que el izquierdo, el cual es empujado hacia abajo por el higado?.
El lado medial de cada rifion contiene una region dentada llamada hilio a través del cual pasa
la arteria y venas renales, linfaticos, suministro nervioso y el uréter, este Gltimo transporta la

orina del rifion hasta la vejiga® (Fig.1).
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Figl. organizacion general de los rifiones y el sistema urinario 3

Cada rifion esta rodeado por una capsula fibrosa resistente que protege sus delicadas

estructuras internas®, la cual, posee una corteza externa y una medula interna?. La medula
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tiene de 8 a 10 divisiones en forma de cono de masas de tejido llamadas pirdmides renales.
La base de cada piramide se origina en el borde entre la corteza y la medula, terminando en
la papila, que se proyecta en el espacio de la pelvis renal, una continuacion en forma de
embudo del extremo superior del uréter. El borde exterior de la pelvis se divide en bolsas
abiertas llamadas calices mayores que se extienden hacia abajo y se dividen en calices
menores que recogen la orina de los tibulos de cada papila®. Las paredes de los calices, pelvis

y el uréter contienen elementos contractiles que impulsa la orina hacia la vejiga®.

Hay aproximadamente 1 millén de nefronas en cada rifion? por lo que se le considera como
su unidad funcional®. El rifién no puede regenerar nuevas nefronas, y su nimero disminuye
gradualmente, después los 40 afios disminuye alrededor de 10% cada 10 afios®. Cada nefrona
contiene los mismos componentes estructurales: glomérulo, tabulo proximal, asa de Henle,
tabulo distal y conducto colector®? (Fig.2). Las nefronas tienen 2 regiones: corteza'y medula®.
Por la ubicacion del glomérulo, las nefronas pueden clasificarse en:

1. Nefronas corticales: Las nefronas que tienen glomérulos en la corteza externa se les
nombra nefronas corticales®, tienen asas de Henle cortas, las cuales penetran solo un
poco en la medula'?. Para este tipo de nefrona, todo el sistema tubular esta rodeado
por una extensa red de capilares peritubulares®, los cuales son compartidos con
nefronas vecinas®.

2 Nefronas yuxtamedular: Del 20 al 30%2 de las nefronas tiene glomérulos que se
localizan en los limites de la corteza y la porcion externa de la medula, recibiendo el
nombre de nefrona yuxtamedular!, tiene asas de Henle largas que se sumergen
profundamente en la medula y en ocasiones llega hasta las puntas de las papilas
renales®, estas Gltimas crean un gradiente hiperosmolar gracias al cual se genera orina
concentrada?. para este tipo de nefrona, las arteriolas eferentes largas se extienden
desde los glomérulos hacia abajo en la medula externa y posteriormente se dividen
en capilares peritubulares especializados conocidos como vasa recta, el cual se
extiende hacia abajo en la medula, se encuentran lado a lado con el asa de Henle®.
La vasa recta regresa hacia la corteza y se vacia en las venas corticales, esta red
especializada de capilares en la medula desempefia un papel esencial en la formacion

de orina concentrada®.
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Fig.2. Anatomia del rifion y la nefrona. A) esquema anatomico del rifion®. B) esquema
anatomico de la nefrona !

Las nefronas realizan funciones basicas del rifidn, que consisten en la regulacion del volumen
y composicion del liquido extracelular del organismo, asi como la eliminacion de productos
de desecho. Estas funciones se realizan a través de dos procesos consecutivos: filtracion
glomerular y el transporte tubular de agua y solutos, este ultimo proceso da lugar a la
formacion de la orina*. En cuanto a la filtracion, en el glomérulo se distingue un lecho
capilar®, el cual soporta una alta presion hidrostatica (600 mmHg)3, es precedido por una
arteriola aferente y es seguido de una arteriola eferente. La regulacién de estas arteriolas es
fundamental para mantener la presion que se requiere en los capilares glomerulares para
mantener la ultrafiltracion glomerular?, el liquido filtrado de los capilares glomerulares fluye
hacia la capsula de Bowman y después al tabulo proximal que se localiza en la corteza renal.

Desde el tibulo proximal, el liquido fluye hacia el asa de Henle, que se sumerge en la medula
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renal. Cada asa de Henle consiste en un segmento descendente y otro ascendente, las paredes
del segmento descendente y el extremo inferior ascendente son muy delgadas, por lo que se
le nombra el segmento delgado del asa de Henle; después de que el segmento ascendente del
asa regresa parcialmente a la corteza su pared se vuelve mucho mas gruesa, asi que recibe el
nombre de segmento ascendente grueso, al final de ese tramo hay un corto segmento que
tiene en su pared una placa de células epiteliales, llamada macula densa?, estas actdian como

sensores de la concentracion de los solutos y de la tasa de flujo tubular® (Fig. 3).
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Fig.3. anatomia de la nefrona. A) partes de la nefrona. B) suministro arterial y venoso.?

La capa visceral o interna esta compuesta por podocitos, los cuales abrazan a los capilares

fenestrados del glomérulo®, con poros de 60 a 80 nm y cubiertos con glucocaliz cargado, en
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la base de los podocitos se forma una rendija de filtracion proteica de 40 nm, esta previene
el paso de moléculas mas grandes?; y definen las propiedades del ultrafiltrado glomerular;
este filtrado es muy parecido al plasma, excepto en que carece de proteinas de peso molecular
superior a 60kDa, como la albumina®. La capa epitelial o externa forma la pared del
glomérulo, con lo que se separa el espacio urinario del intersticio renal. En cuanto al
transporte tubular, los tdbulos renales son unidades especializadas con funciones
diferenciadas segun el segmento de que se trate y su localizacion, la cual puede ser cortical
o medular®, el liquido entra en el tdbulo distal, el cual esté en la corteza renal, este tGbulo es
seguido por el tbulo de conexion y tabulo colector cortical, que conduce al conducto del
tbulo colector cortical. Cada 8 a 10 conductos colectores corticales se unen para formar un
Unico conducto colector de mayor tamafio que va hacia abajo en la medula y se convierte en
el conducto colector medular®. Los conductos colectores se unen para formar conductos de
mayor tamafio que desembocan en la pelvis renal a través de las puntas de las papilas

renales®*.

VIAS URINARIAS

Las vias urinarias comprenden a los célices, pelvis renal, uréteres, vejiga y uretra. La pelvis
del uréter se divide en dos o tres grandes ramas, que se conocen como calices mayores, a su
vez, cada uno de estos se bifurcan en varias ramas mas cortas que se nombran calices
menores. Hay de 7 a 14 calices menores, cada uno de ellos con su extremo dilatado y

acoplado alrededor de una a tres papilas renales °.

Las vias urinarias disponen de células musculares lisas que son responsables de contracciones
peristalticas que mueven la orina hacia la vejiga. Los uréteres penetran por el dorso de la
vejiga con una disposicion oblicua particular que evita el reflujo ante la contraccion de esta.
La vejiga posee un epitelio practicamente impermeable a la orina y un poderoso musculo

denominado detrusor, que es el responsable de la miccion®.
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Se concibe a las vias urinarias como una unidad anatémica unida por una columna continua
de orina que va desde la uretra hasta los rifiones®, dicha orina se forma a partir del ultrafiltrado
del plasma que tiene lugar en el glomérulo, este filtrado se modifica a lo largo de la nefrona
mediante procesos de reabsorcion de agua, solutos y secrecion de electrolitos. Una vez
generada, la orina se expele a través de las vias urinarias, contribuyendo a eliminar los
productos del metabolismo nitrogenado y mantener el equilibrio del medio interno®. Aunque
la orina es estéril, se pueden encontrar microorganismos exdgenos, debido a contaminacién

por su paso a través de la uretra’?.

INFECCION DE VIAS URINARIAS

La aparicion de 1VU en el ambito mundial es variable, debido a la edad, sexo, raza, dieta,

habitos higiénicos y sexuales, factores sociales y patogenicidad de los microorganismos®3.

En nuestro pais, segun los datos publicados por la Secretaria de Salud en su Boletin
Epidemioldgico, durante el afio 2018 se reportaron 4 339 674 casos de IVU, de los cuales el
77% fueron mujeres y el 23 % hombres; el Estado de México (11 %) y Ciudad de México
(8.3%) quienes reportaron el mayor nimero de casos'*. A pesar de la contingencia
epidemiologica por COVID la cual se ha mantenido en los ultimos afios, el nimero de casos
reportados disminuyd considerablemente, en 2020 se reportaron 2 816 049 casos de 1VU, de
los cuales el 76.87% fueron mujeres y el 23.13% fueron hombres®®; la misma situacion se
presento durante 2021se reportaron 2 881 378 casos, con un ligero aumento en el porcentaje
de casos reportados en mujeres (78%) y una ligera disminucién de reporte de casos en las
personas del sexo masculino (22%). A pesar de que el nimero total de casos reportados
disminuy6 considerablemente, aln se mantiene estable el porcentaje de casos al

diferenciarlos por género.

Las IVUs se pueden clasificar de diversas maneras, dependiendo del nivel anatomico
afectado, grado de la infecciébn o complejidad, frecuencia, ademéas dependen de diversos

factores de riesgo, asi como de hallazgos microbioldgicos 217
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1. Ubicacién anatémica:

1.1. Infeccion de Vias Urinarias Altas'®. Es una infeccion que afecta a la pelvis y al
parénquima renal®®,

1.1.1. Pielonefritis: Se observa un infiltrado inflamatorio con predominio de
leucocitos polimorfonucleares, si existe obstruccion ureteral puede afectar todo
el rifién al originarse una lesion irreversible en el parénquima renal®. presentan 2
formas clinicas: aguda y cronica?’. Puede tener complicaciones como la nefritis
intersticial bacteriana aguda, necrosis papilar en diabéticos, abscesos renales o
perirrenales y sepsis?l. Los pacientes con anormalidades de las vias urinarias y
episodios recurrentes de pielonefritis pueden tener una expresion clinica menos
intensa, con febricula, malestar general, decaimiento, hiporexia y dolor lumbar?,

1.2. Infeccion de Vias Urinarias Bajas: afectando la mucosa de uretra y vejiga 121822,
Cursa con un sindrome miccional®?.

1.2.1. Cistitis. Es una inflamacién superficial de la pared vesical, caracterizada por
la aparicion de un infiltrado inflamatorio, edema e hiperemia en mucosa®. Se
produce por ascenso de los microorganismos desde el meato urinario, siendo mas
frecuente en la mujer debido a lo corto de su uretra?®. Hay presencia de sintomas
como disuria con o sin aumento de frecuencia urinaria, urgencia, tenesmo vesical,
dolor suprapubico o hematuria, por lo general en ausencia de secrecion e
irritacion vaginal??,

1.2.2. Uretritis.es la inflamacion de la mucosa uretral con sintomas como disuria,

enuresis secundaria, piuria y bajo recuento de colonias en urocultivo (<10%) 8,

2. Grado de infeccion: saber el grado de infeccion es importante debido a que influye en la

evaluacion inicial, ubicacion del tratamiento (comunidad vs hospital), eleccion y

duracion de farmacos®?.

2.1. Bacteriuria asintomatica®*. se genera sin que surjan sintomas que se atribuyan a la
presencia de bacterias en las vias urinarias y casi nunca se aplica tratamiento?.
Tiene un recuento significativo de colonias bacterianas en el urocultivo®®, debido a
que los microorganismos permanecen en el tracto urinario sin ser eliminados por el
huésped y sin originar una respuesta suficiente para ocasionar sintomas. Es

frecuente en el anciano y muy constante en el paciente sondado?. Requiere
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tratamiento solo en casos seleccionados como mujeres embarazadas y en pacientes
a los que le realizaran algin procedimiento del tracto urinario?.

2.2. IVU no complicada: incluye episodios de cistitis y pielonefritis aguda, las cuales
pueden ocurrir en mujeres sanas, no gestantes y sin alteraciones funcionales o
anatomicas!2??7  sin historia de reciente uso de sondas o procedimientos urinarios.
Los sintomas estan asociados al area afectada?..

2.3. IVU complicada®*. Se consideran complicadas cuando se asocian con alteraciones
anatomicas, asi como condiciones de comorbilidad o fisiolégicas (embarazo).
También se incluyen a los pacientes en los extremos de la vida, con
inmunodeficiencias congénitas o adquiridas, a los que se les ha colocado una sonda
vesical o realizado procedimientos invasivos del tracto urinario??2, al igual que las
infecciones en varones?®. Cursa con un recuento de colonias bacterianas en el
urocultivo®®. Las condiciones predisponentes mas comunes para hacer que una IVU
sea complicada incluye la diabetes, vejiga neurogénica, uso de catéter permanente
y obstruccion urinaria de cualquier origen. Las IVU complicadas aumentan el riesgo
de recurrencia y de fracaso de la terapia empirica®?.

2.4. Sepsis urinaria. Es una respuesta sistémica a la VU, ocurre una disfuncion
organica'’?® que amenaza la vida, se origina por una respuesta no regulada del
huésped ante una infeccion cuyo origen se encuentra en el tracto urinario, el cual ha
sido confirmado por métodos microbioldgicos o por criterios clinicos?. El curso y
severidad esta relacionado con la patogenicidad del microorganismo y la respuesta

del huésped *'.

3. Frecuencia:
3.1. Recurrentes. La expresion de IVU recurrente no es obligadamente complicada®y se
da cuando un paciente presenta 2 0 mas episodios de IVVU en los Gltimos 6 meses 0
3 0 mas episodios en los 12 meses previos ®?* (Fig. 4). Se le considera a la
reaparicion precoz en un lapso de 2 semanas®, la posibilidad de una recurrencia
disminuye conforme transcurre mayor tiempo desde la Gltima infeccion® en la gran
mayoria de los casos, se produce por una bacteria proveniente desde fuera del tracto

urinario, cuyo reservorio es la microbiota intestinal?’.
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3.2. Recaida. Es la persistencia y reaparicion de la cepa infecciosa original'?, dentro de
los 7 dias posteriores al término del tratamiento antibacteriano?, incluso hasta 3
semanas después de una cura aparente!? (Fig. 4). El fracaso del tratamiento puede
ser originado por periodo corto de tratamiento, antibidtico inadecuado®?, calculos
asociados, cicatrices renales, enfermedad poliquistica > 2, se da en menos del 5%
de los casos ',

3.3. Reinfeccidn®*. Es cuando la bacteriuria esta ausente después del tratamiento por al
menos 14 dias 0 mas, seguido de una recurrencia de la infeccion con el mismo o
diferente microorganismo?, el cual es adquirido a partir de la biota periuretral,
perineal o rectal después de una resolucion completa de la clinica del episodio
anterior o un urocultivo negativo?, (Fig. 4). Esto es el resultado de una nueva
invasion de microorganismos en el tracto urinario susceptible. Aproximadamente el
80% de infecciones recurrentes se deben a una reinfeccion?. Es méas frecuente en
mujeres jovenes sexualmente activas, mujeres posmenopausicas y en personas con
trastornos urologicos como incontinencia urinaria, cistocele, vejiga neurégena o

antecedente de cirugia ginecoldgica previa *2.

Period of treatment

Relapse
Re-infection
Treatment
failure
| nteryval
I T I N T N T T O | [.f.ja:,-s
or waeks

Fositive urine culture — same organism
Megative urine Culture
Positive urine culture — same or different

Fig. 4. Comparacion de reinfeccion, recaida y fracaso terapéutico en una infeccion de vias

urinarias?.

18



4. Factores de riesgo: Existen muchos factores de riesgo que facilitan o predisponen a que

el fendmeno migratorio se vea favorecido?! como:

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

Relaciones sexuales?!. En 4 o mas al mes?’. Las mujeres con actividad sexual diaria
tienen un riesgo 9 veces superior de presentar VU recurrentes®, de igual manera la
presencia de nuevas parejas sexuales aumenta el riesgo de contraer una IVU?,
Héabitos de miccion puesto que la retencién voluntaria favorece la estasis de orina
promoviendo la formacion de colonias bacterianas?..

Uso de espermicidas®. Modifica el pH vaginal reduciendo la poblacion de
lactobacilos?’. El nonoxinol-9 es tdxico para los lactobacilos vaginales 2.
Estrefiimiento®>?°: Aunque ello pueda ser el resultado de factores mecénicos
relacionados con la compresion de la vejiga y del cuello de la misma por las heces, es
més probable que dependa de la coexistencia con una miccion disfuncional y un
vaciamiento incompleto de la vejiga (sindrome de eliminacion disfuncional)?®.
Factores genéticos: las mujeres con infecciones recurrentes tienen de 3 a 4 veces
mayor probabilidad de ser no-secretoras de antigenos de grupos sanguineos ABO?128,
esta habilidad de secretar dichos antigenos a las secreciones tiene un patron de
herencia autosomico dominante. El estado no secretor ocurre en aproximadamente el
20% de la poblacion blanca . El epitelio vaginal en mujeres no secretoras expresa 2
glicoesfingolipidos de cadena extendida que unen uropatdgenos con mayor
facilidad?.

Disminucion de estrégenos. El descenso vaginal de estrogenos conduce a una
disminucién de los niveles de glucogeno?® producido por las células epiteliales
dependientes de estrdgeno?, el cual es empleado por los lactobacilos como sustrato
para formar &cido lactico, esto Ultimo mantiene un pH vaginal &cido, y también es
usado para fabricar peréxido de hidrégeno y péptidos antimicrobianos
(bacteriocinas), que inhiben el crecimiento de los uropatégenos en la vagina y en la
uretra®® (Fig. 5), al presentarse una disminucion tanto de estrdgenos y andrdgenos,
ocasiona una atrofia del epitelio vaginal, provocando una disminucion en la

concentracion de lactobacilos y por consiguiente un aumento en el pH vaginal®.
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4.7.

4.8.

4.9.

Compiten por nutrientes
Agregacion alrededor

Bacteriocinas
Acido lactico
Peréxido de hidrégeno |

' Glucégeno
[3] | Biopeliculas I-9 E. coli \—,r;

Vagina

Fig. 5. Mecanismo de accion de los lactobacilos en la vagina. 1) Agregacion
alrededor de los uropatogenos, que impide su adhesion. 2) Produccion de
bacteriocinas, peroxido de hidrogeno y &cido lactico. Producen la lisis e impiden la
proliferacién de los uropatogenos. 3)Inhibicion de la formacion de biopeliculas.
Regulacion de la produccién de citocinas inflamatorias (factor de necrosis tumoral).E.

coli: Escherichia coli 2

Embarazo: debido a la coexistencia de diferentes factores mecanicos y hormonales,
se producen cambios anatdmicos y funcionales que elevan el riesgo de una IVU®,
Cateterizacion'®?!: Son frecuentes y a menudo prevenible®. Pueden presentar
sintomaticas o signos compatibles con IVU sin otra fuente identificable de infeccion
y un conteo minimo de 10° UFC/mI ¥’

Obstruccion del tracto urinario. Es uno de los factores de riesgo que sugieren una IVU

complicada?!

4.10. Enfermedades base: insuficiencia renal, diabetes, inmunosupresion?2%, calculos en

el tracto urinario, demencia 2.
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ETIOLOGIA

En condiciones normales la orina y las vias urinarias son estériles. Solo la uretra distal esta
colonizada por biota cutanea y/o vaginal constituida por Staphylococcus coagulasa negativa,
difteroides, Streptococcus del grupo viridans y Lactobacillus, y de forma transitoria, en
ocasiones se pueden encontrar Escherichia coli y otras enterobacterias®. La etiologia de la
IVU depende de la localizacion anatomica de la infeccion, del d&mbito de adquisicion
(comunitario, nosocomial) y de la presencia de determinados factores, como el tratamiento
antimicrobiano previo, manipulacion del tracto urinario, edad, sexo®'2, enfermedad base,
obstruccion del tracto urinario, lesiones de médula espinal®t. Mas del 95% de las VU son
monomicrobianas; sin embargo, cuando existen anomalias estructurales o cateterismo se
puede aislar més de un microorganismo en la orina®2. Entre los principales microorganismos
causantes se encuentran: Escherichia coli (42-95%)%, le siguen en frecuencia otras
enterobacterias (Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae) y Staphylococcus
saprophyticus®. Proteus mirabilis es frecuente en nifios varones no circuncidados, ya que
coloniza el saco prepucial*?°. Staphylococcus saprophyticus causa cerca del 10% de los casos
de cistitis en mujeres de 15 a 25 afios. Streptococcus del grupo B pueden causar 1VU en

mujeres embarazadas y neonatos *.

Las 1VU complicada suele ser producida por Escherichia coli en el 50% de los casos, en
menor proporcién Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp *°, Klebsiella spp, Proteus
spp, Citrobacter spp, Acinetobacter spp, Morganella spp y Staphylococcus aureus, ademas
de levaduras®. La IVU es polimicrobiana aproximadamente en el 5% de los casos,
principalmente en pacientes con vejiga neurdgena, sonda vesical, fistula vesicorrectal o

vesicovaginal 4.
En los pacientes hospitalizados con antecedentes de instrumentalizacion de vias urinarias, la

infecciébn puede ser originada por microorganismos hospitalarios como Pseudomonas

aeruginosa, Serratia y Staphylococcus?.
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Corynebacterium urealyticum y Proteus spp producen una ureasa que descompone la urea
en amonio, por lo que la orina se alcaliniza y se producen cristales de fosfato de calcio y
fosfato de amonio. Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae y en menor grado,

Providencia, Morganella y Pseudomonas aeruginosa también pueden producir ureasa *.

La biota fecal anaerobia rara vez ocasiona una infeccion urinaria, a pesar de estar en mayor

cantidad que Escherichia coli en las heces?®.
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PATOGENIA

Se concibe a las vias urinarias como una unidad anatémica unida por una columna continua
de orina que va desde la uretra hasta los rifiones®. Con excepcion de la porcion mas inferior
de la uretra, las vias urinarias son estériles debido a una serie de mecanismos de defensa
inespecificos?? como flujo unidireccional, vaciamiento completo de vejiga, capacidad de las
células uroepiteliales de atrapar bacterias e impedir su fijacion??23, ademas de caracteristicas
propias de la orina como cambios de osmolaridad, concentraciones altas de urea y pH bajo,
por lo que pueden inhibir el crecimiento de algunas bacterias??. El sistema urinario posee
inmunidad innata de tipo celular, con diversos disparadores enddgenos: proteinas de Tamm-
Horsfall, sistema de complemento, citoquinas y Receptores Toll-Like (TLR). Los receptores,
al reconocer moléculas patdgenas de los microorganismos, proceden a activar leucocitos y

demas células inflamatorias contra la invasién bacteriana 2.

» Dilucidn bacteriana. Es el mecanismo de defensa de la vejiga mas eficaz, es por efecto
del flujo urinario y la eliminacién periddica de bacterias con cada miccion. El efecto
dilucional del flujo urinario es elevado cuando el volumen de orina vesical es pequefio,
pero disminuye rapidamente a medida que este aumenta. En condiciones normales, el
vaciado completo de la vejiga con cada miccion elimina los microorganismos que han
penetrado en ella, pero si, por el contrario, después de la miccion queda un residuo, la
presencia de microorganismos se autoperpetua, el efecto beneficioso de la dilucion
disminuye o desaparece y en pocas horas, la densidad de bacterias en la orina alcanza el
umbral critico, por encima del cual se produce la invasion de la mucosa vesical. El valor
de dicho umbral varia en funcion de la adherencia de la cepa y de la presencia de otros
factores de virulencia como la produccidn de aerobactina, hemolisina o factor de necrosis

citotdxica, entre otros “.

» Proteina de Tamm-Horsfall. Es producida por las células tubulares del asa ascendente de
Henle®. Esta en una capa que cubre la mucosa urinaria, la cual esta formada por
glucoaminoglucanos y proteoglucanos?®. Por su alto contenido en manosa, tiene una

funcion antiadherente 28, permitiendo eliminar bacterias con pili tipo 1* (Fig.6).
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[ Glucosaminoglucanos/
Proteina Tamm-Horsfall

(antiadherente) Q
Receptor /v §

rF;mlasLircva;}ne{iauas

E. coliintracelular
(biopelicula)

Fig. 6. Adhesion y penetracion intracelular del uropatdgeno, y accion de la capa de

glucosaminoglucanos y de la proteina de Tamm-Horsfall?®,

> Receptores Toll-Like (TLR): son proteinas situadas en la membrana de las células del
huésped, actian como receptores reconocedores de patdgenos asociados a patrones
moleculares (PAMP), dicho reconocimiento desencadena la cascada de respuesta
inmunitaria innata, ya que activa factores de transcripcion (NF-kappa B, AP-1, IRFs3,
IRF+, etc) los cuales regulan diversos genes, entre los que se encuentran algunos que
codifican citoquinas proinflamatorias, por lo que se activa la produccion del factor de
necrosis tumoral, IL 1B, IL 6, IL 8, IL 12 e interferon tipo 1 *°. Cada tejido corporal
puede expresar uno 0 mas TLR, los de mayor relevancia en las células epiteliales del
tracto urinario son TLRs, 2,4 y 113033,
a. TLR 2: detectan lipoproteinas de bacterias Gram positivas 3.
b. TLR 4: se expresan en vias urinarias bajas y detectan lipopolisacaridos de
bacterias Gram negativos *.

c. TLRs 11: se expresan en todo el rifion %,
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Cuando el inéculo bacteriano supera los mecanismos antes mencionados o existen
alteraciones anatomicas y/o funcionales de las vias urinarias, como el reflujo vesicoureteral
y presencia de cuerpos extrafios, se crean condiciones para el inicio de una infeccion

urinaria®2.

Hay 3 vias de entrada para los microorganismos:

1. Viaascendente: A partir del meato urinario los microorganismos pueden ascender a
la vejiga. La uretra femenina es corta y el paso de microorganismo al interior de la
vejiga es un fendmeno frecuente, especialmente durante el coito (Fig.7). En el varon,
la mayor longitud de la uretra y la presencia de una sal de zinc con actividad
antibacteriana, secretada por la prdstata normal, evita el ascenso espontaneo de
microorganismos a través de la uretra®. También pueden ascender a vejiga por el uso
de catéter urinario. Una vez que las bacterias alcanzan vejiga, se multiplican y

pueden pasar a los uréteres, sobre todo cuando existe reflujo vesicoureteral??,

Adhesién receptor uroepitalial
(Fimbnas)

Uretra

-

Fig. 7. Patogenia de las infecciones urinarias. Mecanismo ascendente del uropatégeno a partir
de la uretra.?®
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2. Via hematdgena: ocurre cuando hay infeccion del parénquima renal con
microorganismos presente en la sangre??. Esto puede ser consecuencia de una
bacteriemia causada por microorganismos virulentos como Salmonella vy
Staphylococcus aureus. Las infecciones hematdgenas pueden ocasionar abscesos
focales o areas de pielonefritis dentro del rifion. Ocasiona <2% de las 1VU
corroboradas®. Las bacteriemias por gramnegativos dificilmente provocan una
pielonefritis, excepto bajo circunstancias especiales, como obstruccion del flujo de

orina o en pacientes inmunocomprometidos 2.

3. Vialinfatica: es poco frecuente. De forma experimental se ha demostrado que existe
comunicacion linfatica entre los uréteros y los rifiones, que una presion incrementada

en la vejiga ocasiona flujo linfatico al rifion?2.

Cuando los microorganismos alcanzan la vejiga?, las células bacterianas son internalizadas
encontrando el ambiente ideal para el crecimiento y la formacién de comunidades
intracelulares bacterianas (CIB) 2*; el desarrollo de infeccion esta en relacion con la densidad
de poblacion bacteriana presente en la orina y los factores de virulencia del microorganismo,
principalmente su capacidad de adhesion al urotelio®. En respuesta a lo anterior, se produce
una cascada de eventos locales que involucran la liberacion de sustancias?® como histamina,
serotonina, citocinas?!, como el factor de crecimiento tumoral, interleucina 6 y 7, asi como
ligandos especificos para quimiocinas. Todo esto lleva a un aumento de la permeabilidad
vascular y activacion de células endoteliales? y eso desencadena la liberacion tanto de
neutrofilos a nivel del urotelio, como de monocitos que intentan reducir el nimero de
bacterias, pero exponen por exfoliacion al urotelio. Dicha exposicion genera la adherencia
de bacterias al urotelio formando reservorios intracelulares quiescentes, estos pueden ser los

causantes de la persistencia de infeccion o de su recurrencia?.
Algunos serogrupos de Escherichia coli poseen fimbrias o pili#, se han identificado al menos

38 tipos, algunos de los cuales presentan tropismo ya sea por el epitelio del tracto urinario

inferior o superior?.
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Una via potencial de generacion de virulencia de las enterobacterias, es la expresion de pilis
por la via Chaperon-Usher. En Escherichia coli uropatogena, expresa 12 sitios que median
cada uno por separado, la union a receptores especificos en superficies celulares. Son 4 los
pili de la via Chaperon-Usher que estdn comprometidos en el desarrollo de la IVU. El pili
tipo 1, el pili P, el pili UCL o F17 y el pili FML %3,

Una via potencial de generacion de virulencia de las enterobacterias, es la expresion de pilis
por la via Chaperon-Usher. En Escherichia coli uropatdégeno, expresa 12 sitios que median
cada uno por separado, la union a receptores especificos en superficies celulares. Son 4 los
pili de la via Chaperon-Usher que estdn comprometidos en el desarrollo de la IVU. El pili
tipo 1, el pili P, el pili UCL o F17 y el pili FML %3,

Los pili de tipo 1 median la union del microorganismo a las uroplaquinas a través de la
adhesina Fim H situada en el extremo distal de los pili. Las uroplaquinas son glucoproteinas
manosiladas que recubren la superficie luminal de las células paraguas de la capa superficial
del urotelio #2%; también posee integrinas a1p3 que recubren la mayoria del epitelio vesical?.
Junto con las tigh junctions y un polisacarido sulfatado que tapiza el urotelio, mantienen
impermeable la pared vesical. La union de los pili con las uroplaquinas induce el
reordenamiento de filamentos de actina en el citoesqueleto y se internalizan el
microorganismo (Fig. 8); en el citoplasma de las células uroteliales, la Escherichia coli puede
adoptar una dinamica de crecimiento similar a la observada en biopeliculas*, pueden ser una
sola o multiples especies encapsuladas en una matriz rica en polisacaridos y rodeada en una
capa de uroplaquina que va a servir como barrera contra mecanismos de defensa del huésped
y antimicrobianos?®; a través de canales, viajan libremente nutrientes que permiten la
formando reservorios intracelulares quiescentes de 4 a 10 bacterias que no se replican y
pueden ser viables por meses, lo que ocasiona infecciones recurrentes y bacteriuria
asintomatica. Las cepas de Escherichia coli que expresan pili tipo 1 se observan con mayor
frecuencia en pacientes con 1VU no complicada que en aquellos con IVU complicada o con
bacteriuria asintomatica*. Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter spp poseen el mismo

mecanismo de adhesion al urotelio *.
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) g E”minacién Apop‘tosis'
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Invasion del IBCs IBCs Dispersion
epitelio profundo maduro de los UPEC

Fig. 8. Efectos patdgenos desencadenados por pili tipo 1%,

El pili de tipo P reconocen residuos D-galactosa- D-galactosa que forman parte del complejo
antigenico del grupo sanguineo P de los hematies. El antigeno P se encuentra sobre todo en
la pelvis renal®. El pili P confiere tropismo al rifion y se presenta en la mayoria de las cepas
de Escherichia coli que producen pielonefritis aguda en ausencia de reflujo vesicoureteral.
En su punta tiene una adhesina denominada PapG que reconoce glicolipidos uroteliales?’.
La mayoria de Escherichia coli uropatdgena que provoca pielonefritis expresan pili tipo 1y
pili tipo P*. Se ha demostrado que los pilis P son codificadas por un grupo de 11 genes (pap
gene cluster) y son portadoras de una adhesina especifica, la Gal (alpha 1-4) Gal-specific
PapG adhesin, esencial en la patogenia de la infeccidn renal y se adhiere a unos receptores
especificos, los glucoesfingolipidos, de las células epiteliales de la mucosa del tracto

urinario?®.

El pili S tiene una adhesina llamada SfaS que se une a residuos de &cido sialico y se ha

asociado tanto a infecciones vesicales como renales?’.

El pili FML se pega a otro proteoglicano expresado en vejiga y rifiones con inflamacién

cronica®,
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La Escherichia coli al expresar lipopolisacéridos en su superficie puede ser detectado por el
TLR4, una proteina de membrana que induce la produccién de AMP ciclico y un fenémeno
de exocitosis bacteriana que puede ser revertida por la bacteria, volviendo asi al citoplasma
y formando CIB, siendo asi responsables de muchas de las recurrencia y persistencia de las
IVU 23,

Otros factores de virulencia son la produccion de proteasas y toxinas que liberan nutrientes
de las células del huésped y asi crear nichos de invasion y promover la diseminacion. La E.
coli secreta altas concentraciones de o hemolisina, la cual tiene la capacidad de formar poros
y lisar las células uroteliales, haciendo que el hierro y otros nutrientes se encuentren
disponibles para los patdgenos infectantes. Esta bacteria cuenta con sider6foros como la
yersiniabactina y salmoquelina, estos son importantes ya que una forma de defensa del
huésped es el secuestro de metales a traves de la expresion de lactoferrina. La bacteria se
defiende a través de los sideroforos que fijan hierro y cobre en el espacio extracelular y lo

internalizan para su supervivencia®,

El factor necrotizante citotoxico 1 se expresa en 40% de E. coli uropatogenicas e ingresa a
las celulas del huésped por vesiculas endociticas, uniéndose a receptores y genera cambios
en el citoesqueleto, aumentando los niveles de internalizacién bacteriana promoviendo su

supervivencia %,

Las bacterias que producen ureasa (Corynebacterium urealyticum, Proteus spp)
descomponen la urea en amonio, por lo que la orina se alcaliniza y disminuye la solubilidad

de los fosfatos de calcio y magnesio, ambos pueden originar calculos®.

Desde la vejiga, los microorganismos pueden alcanzar la pelvis renal transportados por la
existencia de un reflujo vesicoureteral o por su propia movilidad (Proteus ssp). La endotoxina
de los bacilos gramnegativos disminuye el peristaltismo uréteral y favorece la aparicion del
reflujo. La osmolaridad elevada, el pH acido, la hiperamoniemia y el escaso flujo sanguineo
caracteristicos de la medula renal, dificultan la actividad de los leucocitos y permiten el

desarrollo de pielonefritis con indculos bacterianos muy bajos *.
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La Pseudomonas aeruginosa secreta dos sideréforos conocidos como pioverdina y
piochelina, con los obtiene hierro de su entorno y ademés produce diversos factores de
patogenicidad como Exo A, proteasa alcalina y elastasa. Otra caracteristica importante es que
esta bacteria posee una gran capacidad de adaptacion a los microambientes (Fig.9), y en
condiciones de osmolaridad de 200 a 300 miliosmoles por litro aumentaban la resistencia a
la fagocitosis y se correlaciona con la produccion de malondialdehido (MDA), siendo este
un marcador de dafio tisular (renal y de vejiga urinaria). También es importante considerar
que Pseudomonas aeruginosa posee una menor permeabilidad al agua y una mayor velocidad
de liberacion de osmolitos ante diluciones con alta osmolaridad, para ello, la bacteria emplea
canales que usa como valvulas para eliminar los osmolitos hacia el exterior de la bacteria
como método de sobrevivencia. La THP es una glicoproteina sintetizada en rifién y la
proteina mas abundante en vias urinarias. Los valores normales de excrecion van de 50-100
miligramos por dia, pero en concentraciones de 10 a 50 mg/ml de THP inducian de forma
dosis-dependiente la produccion de factores de patogenicidad. A concentraciones de
50mg/ml de THP contribuye a la formacion de biopelicula permitiendo a esta bacteria

sobrevivir y escapar de la fagocitosis®.

* Condicion fisica el paciente * pH * Integridad celulary tisular
* Gradode enfermedad ¢ Osmolaridad * Moléculasexpresadas Ej.
* Dieta ‘ * Composicién quimica Tamm-Horsfall o

* Edad de la orina Uromodulina

Mlcroamblente en tracto urinario

THP 10 to 50mg/ml Osmolaridad de 200 a
] 300 mOsmol/l

Aumenta patogenicidady Aumenta la res:stencia a
Formacién Biofilm la fagocitosisy dafio
Sintesisde tisular (Produccion de
A Requerimiento de Fe: ‘ « Toxin A MDA)
+ Sideroforos (Pioverdiny o Pioteacaalcalina
Piochelin
S . Sideréfort))s de otros S Esetc
microorganismos Bajo nivel de Fe: Mayor
* Grupo hemo de ‘ grado de patogenicidad de la | 7
hemoproteinas cepa | Biofilm maduro o estructurado

Fig. 9 Factores microambientales que permiten la colonizaciébn por Pseudomonas
aeruginosa. La condicion del paciente como la dieta o edad, pueden alterar la osmolaridad y

composicion quimica de la orina modificando el microambiente del tractor urinario 3.
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CUADRO CLINICO

La cistitis se caracteriza por la aparicion de disuria, polaquiuria, miccion urgente. Con menor
frecuencia se observa incontinencia, tenesmo y dolor suprapubico, que puede aumentar con
la miccion. La fiebre y otras manifestaciones sistémicas son muy raras. La orina puede tener

mal olor y presentar turbidez, en ocasiones puede haber hematuria macroscépica *.

La pielonefritis comienza de forma subita con fiebre elevada, escalofrios y afeccion del
estado general. La distensién de la capsula renal origina dolor en la fosa lumbar, en ocasiones
nauseas y vomitos. El dolor puede irradiar al flanco, fosa iliaca del mismo lado o al epigastrio.
La percusion de la fosa lumbar y la palpacion bimanual suelen ser dolorosas. El cuadro puede
acompafarse en 1 o 2 dias de un sindrome miccional. En pacientes ancianos la infeccion
puede cursar con incontinencia urinaria, dolor abdominal vago, confusion, disminucion de
movilidad, caidas y deterioro de la funcidn renal. En pacientes con vejiga neurdgena por
lesion medular o esclerosis maltiple la infeccion puede debutar con un aumento de la

espasticidad muscular .

Cerca del 20% de los pacientes con pielonefritis aguda presentan bacteriemia y el 5% de
estos sufren shock septico. En el paciente diabético, la pielonefritis puede complicarse con
el desarrollo de necrosis papilar o necrosis del parénguima renal y formacion de gas. La
necrosis de una o varias papilas renales puede causar hematuria, obstruccion ureteral con

dolor semejante al de un célico nefritico y deterioro de la funcion renal .
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DIAGNOSTICO

Examen General de Orina

El examen general de orina es parte del diagndstico y las valoraciones regulares, otorga una
cantidad significativa de informacion preliminar sobre los rifiones, algunos procesos
metabdlicos, procesos patoldgicos extrarrenales y se puede detectar infecciones en vias
urinarias®®, aunque en este Gltimo, solo sirve de diagndstico presuntivo, y para su con-
firmacion diagnostica requiere el aislamiento de un uropatdgeno en el cultivol’. Mientras se
espera el informe del cultivo, sirven de orientacion el anélisis de la orina por tira reactiva,
sedimento y tincion de Gram, de acuerdo con disponibilidad 3 presencia de 5 a 10 leucocitos
por campo en el sedimento urinario, nitritos positivos, estereasa leucocitaria positiva® y

bacteriuria?2.

Si hay sospecha de infeccion de vias urinarias, a menudo se obtiene una muestra reciente de
orina®, el examen general de orina consta de 3 partes, la primera se hace un examen
macroscopico®®, sequido de un analisis con una tira reactiva y la Gltima parte se examina el
sedimento?®, la primera parte del examen general de orina es el examen macroscopico con la

observacion de color, aspecto y olor'%%,

1. Color: la orina es de color amarillo claro. Dependiendo de su concentracion, puede
ser clara y transparente, cuando esta diluida, o amarilla oscura al estar mas
concentrada'®, esta variacion de color se debe al pigmento urocromo, el cual es un
producto del metabolismo de la bilirrubina. Una anormalidad en el color puede ser
resultado de una alteracion patoldgica®®. También algunos medicamentos o alimentos

pueden modificar su coloracion®, (Tabla 1).
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Tabla 1. Valor orientativo de posibles causas del color en orina. 0%

Color observado

Causas patoldgicas

Causas No patologicas

Rojo

Naranja

Amarillo intenso

Verde
Azul

Negro o negro

pardusco

Marron

Café

Rosa

Incolora

Hemoglobina
Mioglobina
Porfirinas
Porfobilindgeno
Pigmentos biliares

Bilirrubina
Urobilina

Biliverdina

Infeccion por
Pseudomonas

Melanina

Acido homogentisico
Urobilina
Metahemoglobina
Mioglobina
Hematina acida
Pigmentos biliares

Poliuria

Farmacos diversos
Colorantes

Remolacha
Fenazopiridina
Fenotiazinas
antimicrobianos urinarios
doxorrubicina
Zanahorias

Fenacetina
Nitrofurantoina

Vitaminas

Nitrofuranos

Azul de metileno
Fenol

Levodopa
Complejos de hierro
Fenoles

Levodopa

Nitrofuranos
Sulfamidas

Cloroquina
Preparaciones férricas
Levodopa
Nitrofurantoina
Fenitoina

fenolftaleina

Diuréticos en altas dosis

2. Aspecto: una muestra de orina normal debe ser clara, aunque puede mostrar turbidez

por la ingestion de ciertos alimentos altos en grasa, acido Urico y fosfato.

La orina

turbia puede ser ocasionada a la presencia de pus, eritrocitos, bacterias *°.

3. Olor: en condiciones normales la orina presenta un olor caracteristico®. Su aroma se

debe a los acidos volatiles. En el caso de la cetoacidosis diabética, el olor tiene la

marca dulce y fuerte de la acetona® (Tabla 2).
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Tabla 2. Padecimientos que alteran el olor de la orina. 3>

Olor Padecimiento

Amoniacal Infeccién urinaria
Rancio Tirosinemia
A ratén Fenilcetonuria

A jarabe de arce Enfermedad de jarabe de arce
A pies Acidemia glutarica

Olor fecal Fistula enterovesical

Las tiras reactivas son baratas y muy Utiles, utiliza reactivos fijados en almohadillas que
cambian de color al contacto con elementos especificos en la orina?, permite determinar la
presencia de: pH, gravedad especifica, proteinas, glucosa, cetonas, sangre y esterasa

leucocitaria 10,

1. pH. Elanalisis de pH en una muestra fresca de orina revela el equilibrio acido-base®®.
La orina refleja el trabajo de los rifiones para mantener una homeostasis normal del
pH, ya que ayuda al equilibrio acido-base al reabsorber el sodio y elimina el
hidrogeno®®, y elimina la produccién metabolica diaria de acidos no volatiles®. El
adulto normal, excreta cerca de 50 a 100 miliequivalentes de iones hidrogeno en 24
horas, lo que produce un pH urinario de 6%, que puede variar entre 4.6 y 8.0 1037,
dependiendo de factores como la dieta y la ingesta de farmacos®® (Tabla 3). El pH de
la orina es (til para identificar cristales en la orina y determinar la predisposicion para

formar un tipo de lito especifico .

Tabla 3. Causas de variacion en el pH de la orina 13
pH Causas

Orina acida (pH < Acidosis metabdlica,
45) D!arrea cronica, o ,
: Dieta alta en productos carnicos o arandanos.
Insuficiencia respiratoria crénica
Inanicion
Deshidratacion
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Orina alcalina (pH > Acidosis tubular

8.0)

2.

Alcalosis metabolica: vémito, aspiracién nasogastrica, diuréticos
Alcalosis respiratoria

Infecciones urinarias por gérmenes productores de ureasa
(Proteus mirabilis)

Dieta vegetariana

Gravedad especifica. Indica la relativa proporcion de componentes solidos disueltos
en un volumen total, es decir, refleja la densidad de la muestra. Algunos electrolitos
como el sodio, cloro, urea, sulfatos y fosfatos contribuyen de manera importante®”,
de igual manera el valor de la densidad es superior al que corresponderia a la
concentracion cuando la orina contiene cantidades elevadas de solutos de alto peso
molecular, como glucosa o contrastes radioldgicos. El valor normal oscila entre 1.015
y 1.020 1. la densidad especifica alta es indicativa de orina concentrada, una densidad
baja indica orina diluida. Las enfermedades renales cronicas se relacionan con la
presencia 0 ausencia de glucosuria y proteinuria; también es una medida del estado

de hidratacion®.

Proteinas: la proteina es un indicador sensible de la funcién renal. En condiciones
normales, las proteinas no estan presentes en la orina®, debido a que las proteinas
circulantes acceden a las células renales tubulares sobre todo por medio de la
filtracién glomerular, dicha filtracién depende del rango de filtrado glomerular, de la
concentracion de las proteinas en el plasma y del coeficiente de
permeabilidad/selectiva, especifica en el glomérulo para cada una de las proteinas,
péptidos lineales o pro hormonas®’. Si la membrana glomerular se dafia, como en la
glomerulonefritis, los espacios aumentan de tamafio y la proteina entra en el filtro
para después llegar a la orina. En caso de persistir con una tasa significativa, puede
desarrollarse hipoproteinemia como resultado de una perdida grave de proteinas a
través de los rifiones. La proteinuria es el indicador mas importante de la enfermedad
renal®®>. Normalmente no deben de excretarse mas de 150 mg de proteina en la
recoleccidn urinaria de 24 horas Para la determinacion cualitativa es suficiente una
muestra al azar, de preferencia la primera orina de la mafana®’. La tira reactiva

detecta una proteinuria de alrededor de 50-150 mg/l % una muestra de orina muy
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concentrada o con un pH alcalino puede dar un resultado falso positivo, y una muestra

muy diluida un resultado falso negativo*.

Glucosa: la presencia de glucosa en la orina en cantidades superiores a 20 mg/dL es
anormal y suele deberse a hiperglucemia, aunque a veces es consecuencia de un
descenso del umbral de reabsorcion de la glucosa®. Normalmente no aparece glucosa
en la orina. La glucosa filtrada es reabsorbida de forma completa en el tdbulo
proximal, y se presenta en la orina cuando la carga de filtracion supera el transporte
tubular maximo para la glucosa, lo que ocurre cuando la glucemia supera el umbral
de 180 mg/dI. Las tiras usadas en los analisis rutinarios de orina detectan la presencia
de glucosa cuando su concentracion urinaria es mayor de 100 mg/dl. Otros azucares

que pueden dar reaccion cruzada con la glucosa son la galactosa, fructosa y pentosa™®.

Sangre. La tira reactiva reacciona con el grupo hemo. El grupo hemo se detecta
siempre que los eritrocitos, hemoglobina y/o mioglobina estan presentes en la orina.

Sin embargo, no identifica si estos se encuentran solos o en combinacion®®,

Esterasa leucocitaria: es una prueba usada para detectar leucocitos en la orina. Un
resultado positivo indica una IVU. Se realiza una prueba con una tira reactiva de
esterasa leucocitaria, un tono purpura se considera un resultado positivo®®, la cual
marcara positiva con hasta 5 leucocitos por campo, ya sea integros o lisados?; para
aumentar su exactitud, debe leerse a los 5 minutos para permitir que la reaccion de la
tira se presente’. Cuando se compara con el sedimento, tiene una sensibilidad y
especificidad de 80% y 70% respectivamente. Al combinarse con la prueba de
nitritos, tiene un valor predictivo positivo de 80% y negativo de 98.3% para las IVU?,
pero se reduce la sensibilidad (65 — 80%) cuando se analizan a personas con
bacteriuria asintomatica??2. Se puede presentar resultados falsos positivos en
circunstancias diversas donde existe piuria no relacionada a una VU, como por
ejemplo en procesos febriles por enfermedades sistémicas, infecciosas o
inflamatorias??. En el caso, de resultados falsos negativos puede verse en pacientes
neutropénicos, muestras de orina con una gran cantidad de albumina o glucosa, o en

presencia de bacterias no desdobladoras de urea 2. Organismos como Chlamydia y
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Ureaplasma urealyticum se deben de considerar en pacientes con piuria y cultivos

negativos’.

7. Nitritos: es una prueba (til para identificar una IVU3®, debido a que puede revelar la
existencia de bacteriuria mediante la deteccion de la presencia de nitritos en la orina®.
Esta prueba se basa en el principio de que muchas bacterias producen una enzima
llamada reductasa, la cual puede reducir los nitratos urinarios a nitritos®®. Esta
conversion requiere aproximadamente 4 horas??, en presencia de un niimero mayor a
10* Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ ml del microorganismo®. Se emplea
una prueba quimica con una tira reactiva que contiene un agente que reacciona con
los nitritos y se produce un color rosado®®. La prueba es especifica (superior al 90%)*,
pero poco sensible (15-80%)22, especialmente si la densidad del microorganismo es
baja o el tiempo de permanencia de la orina en vejiga ha sido corto*?. La tira reactiva
es sensible a la exposicion al aire y puede dar falso positivos si no se analiza una
muestra fresca inmediatamente’. Este estudio incrementa la sensibilidad de la prueba
de esterasa leucocitaria para reconocer una IVU®. Solo los miembros de la familia
de las enterobacterias convierten el nitrato a nitrito®. Algunas bacterias que no
reducen los nitratos a nitritos son Enterococcus ssp, Staphylococcus saprophyticus,

Pseudomonas aeruginosa y Candida Spp *

El analisis microscopico del sedimento de una muestra centrifugada de orina provee
informacién sustancias sobre el sedimento urinario®. El andlisis de sedimento urinario se

basa en el hallazgo de :

1. Leucocituria: el método estandar para evaluar la presencia de leucocitos en orina, es la
revision microscopica de una muestra centrifugada??, se considera normal tener de 0-4
leucocitos por campo?3, se considera positiva en conteo superior a 5 leucocitos por
campo. Las causas de falsos positivos son similares a los mencionados con la estereasa
leucocitaria??, asi que su presencia puede deberse a contaminacion de la muestra con
secrecion vaginal, presencia de tumores u otras condiciones inflamatorias agudas o

cronicas de las vias urinarias?.
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Los leucocitos del sedimento son en un alto porcentaje leucocitos polimorfonucleares,
pero pueden hallarse eosinofilos en casos especificos. Si la leucocituria es cronica o se
asocia a infecciones frecuentes, es necesario descartar la existencia de un posible reflujo

vericoureteral'®.

2. Bacterias: la presencia de 5 0 mas, suele ser reflejo de existencia de 100 000 UFC/ml.
Se debe analizar ese hallazgo en combinacion con otros del uroanalisis, para descartar
contaminacion de la muestra como un falso positivo?. Puede detectarse mediante una
prueba de nitritos en la tira reactiva de analisis de orina, la cual es sensible a la presencia
de concentraciones bacteriana clinicamente significativas, aunque no todas las bacterias

tienen la capacidad de convertir los nitratos a nitritos®,

3. Hematuria: se refiere a la presencia de sangre en la orina, puede ser macroscopica o
microscopica®, se puede originar en cualquier parte de las vias urinarias. En una muestra
de orina centrifugada a 2000 rpm se deben de buscar eritrocitos y cilindros eritrocitarios,
en los limites normales se encuentran de 1 -2 eritrocitos por campo?. La hematuria
microscopica puede existir aislada o junto con otras alteraciones de la orina, como la
bacteriuria. La importancia de la hematuria no depende de su intensidad, sino de la causa®.
La presencia de cilindros eritrocitarios es probable que haya nefritis o lesion tubular
grave®. Si hay eritrocitos en cantidades mayores, indica que hay sangrado en vias
urinarias o la presencia de una coagulopatia hemorragica®. La etiologia de la hematuria
es variada y debe distinguirse clasicamente entre origen nefroldgico y urolégico®. En
caso de no encontrar eritrocitos en una muestra de orina, pero da positiva la tira reactiva
a sangre, hay presencia de hemoglobina o mioglobina. La hemoglobina libre puede entrar
en la orina en casos de hemolisis intravascular. La mioglobina se libera con enfermedad
muscular o traumatismo®®. Las mujeres dan esta prueba positiva durante la menstruacion,

por lo que se recomienda repetir la prueba después de dicho periodo?.

4. Cilindros: son grupos rectangulares de materiales o células que se forman en los tabulos
renales distales y los tibulos de recoleccion, donde el material se concentra en particular.

Estas masas amorfas de material y células tienen un aspecto tubular, por eso su nombre.
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Estos se relacionan por lo regular con algin grado de proteinuria y estasis dentro de los
tdbulos renales®. Se clasifican en: simples y con inclusiones®®.,
4.1. Simples:

4.1.1. Hialinos: son conglomerados de proteinas e indican proteinuria®. Son
cilindros casi transparentes® y sin ninguna estructuraccion'®. En condiciones
normales, aparecen algunos después del ejercicio extenuante®® y en la orina
normal concentrada. Su presencia no indica dafio renal. También pueden
aparecer en la insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal crénica y nefropatia
diabética®®.

4.1.2. Cereos. Constituidos por una matriz proteica con material lipidico de origen
celular. Son anchos, sin estructuracion y refractiles'®. Son anormales y aparecen
cuando el flujo de orina a traves del tibulo renal disminuye, lo cual les da tiempo
a los cilindros granulares para degenerarse. Este tipo de cilindros se relaciona
con transtornos renales crénicos, disfuncion renal crénica, nefropatia diabética,
hipertension maligna y glomerulonefritis®.

4.2. Con inclusiones:

4.2.1. Hematicas: formados por una matriz proteica con hematies. Su presencia es
patologica y se encuentran en pacientes con glomerulonefritis aguda, vasculitis
con afectacion renal, infarto renal, endocarditis bacteriana subaguda?®, nefritis
intersticial, necrosis tubular aguda, pielonefritis, traumatismo renal o tumor
renal®®.

4.2.2. Leucocitos: posee una matriz proteica con leucocitos. Su significado es
patologico, se encuentran en pacientes con nefritis intersticial, glomerulonefritis
aguda proliferativa y pielonefritis aguda.

4.2.3. Células epiteliales. Tienen una matriz proteica con células epiteliales. De
aspecto similar a los cilindros leucocitarios. Es patoldgica su aparicion y se
presentan en relacion con procesos que cursan con descamacion epitelial, como
ocurre en la necrosis tubular aguda, glomerulonefritis y sindrome nefrotico.
También se han observado en la infeccidn por citomegalovirus y en la toxicidad

por metales pesados®®.
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4.2.4. Granulosos: son cilindros proteindceos con restos de células®®. Constituyen un
hallazgo patoldgico, es asociado a enfermedades glomerulares y tubulares®=®,
Se observa en el sindrome nefrético, pielonefritis, glomerulonefritis y toxicidad
por plomo™°.

4.2.5. Grasos: en algunas enfermedades, las células epiteliales se descaman hacia el
tubulo renal. Mientras la célula se degenera, los depdsitos grasos dentro de ella
se fusionan y se incorporan a la proteina en cilindros grasos o adiposos®.
Aparecen tipicamente en el sindrome nefrético y en la enfermedad de Fabry*°.

4.2.6. Mixtos son cilindros hialinos que contienen inclusiones de células diversas.

Son patolégicos y se asocian a glomerulonefritis proliferativa®®.

Urocultivo

Para establecer el diagnostico de VU, se requiere de la sospecha clinica asociada a un
urocultivo positivo?®. De las muestras obtenidas por miccion media en pacientes ambulatorios
del 60-70% se presenta un cultivo negativo®. Debido a esto se recomienda recoger,
simultaneamente el urocultivo, y la muestra para uroanalisis?®, ya que en gran medida se
depende de las condiciones en que la orina se recolecta, se transporta y como se conserva
hasta su procesamiento®. EI urocultivo sigue siendo el estandar de oro para el diagndstico de
IVUY 1839 principalmente porque es econdmico y sencillo. Muchas de las bacterias
responsables de IVU pueden crecer facilmente en medios de cultivo. Sin embargo, la
sensibilidad, calidad del medio, errores de interpretacion del cultivo y el tiempo que tarda en
crecer el microorganismo son algunas limitaciones del método®, ademas, el hecho de no

detectar al agente causal podria ser una razon para los resultados de cultivos negativos?.

Debido a que durante la miccion la orina puede contaminarse con microorganismos de la
uretra distal, para minimizar la contaminacion, el urocultivo se realiza con una muestra de
orina de miccion media ®. La orina es un buen medio de cultivo para la mayoria de las
enterobacterias, a temperatura ambiente el nimero puede duplicarse cada 30 min“. En caso

de gue no se pueda realizar la siembra en el curso de las 2 horas siguientes a la miccion, la
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orina debe mantenerse refrigerada a 4 °C *32 o usar tubos de transporte con conservante
(&cido borico con glicerol o acido bdrico sodico liofilizado), los cuales deben llenarse con al
menos 3 ml de orina para evitar el efector inhibidor en los microorganismos, dicho

conservante no esta indicado para cultivo de hongos, micobacterias, parasitos o virus2.

El urocultivo se realiza de forma semicuantitativa usando asas calibradas de 0.01 0 0.001 ml,
obteniendo asi el nimero de unidad formadora de colonias por mililitro (UFC/ml) del
microorganismo®2, cada colonia corresponde a una bacteria de la orina original®. Las colonias
aisladas se recuperan y realizan pruebas para su correcta identificacién y sensibilidad
antibidtica®. Los medios de cultivo empleados para su identificacion pueden ser de 3 tipos:
¢ No selectivos asociados a selectivos (agar gelosa sangre / agar Mac Conkey)
e Diferenciales adaptados al aislamiento de patdgenos urinarios (CLED)

e Diferenciales no selectivos cromogeénicos

La mayoria de las bacterias causantes de I\VVU crecen después de 18-24 horas de incubacion
a 35-37°C en atmosfera aerobica, la incubacion puede extenderse a 48 horas en orinas

obtenidas por puncion suprapubica, en cultivos negativos y con bacteriuria®?.

Los cultivos de orina se consideran positivos cuando el recuento de colonias de un uropatégeno
reconocido alcanza un umbral determinado®. El resultado del urocultivo se expresa con el
nimero de UFC/mI*. En pacientes con sindrome miccional y leucocituria se considera
significativo el hallazgo de un microorganismo en cultivo puro en recuentos igual o superior a
10® UFC/ml. En casos de pielonefritis, el microorganismo causal se aisla en recuentos igual o
superior a 10° UFC/ml en mas del 80% de los casos, en el vardn es menos probable que la orina
se contamine durante la miccién y un recuento Unico igual o superior a 10* UFC/ml debe
considerarse significativo. El aislamiento de mas de un microorganismo, incluso con recuentos
iguales o superiores a 10° UFC/m, suele indicar contaminacion, especialmente si la paciente
es asintomatica, no tiene leucocituria o no lleva sonda vesical*, excepto cuando el paciente
tiene una sonda por un largo plazo, tiene retencion urinaria cronica o una fistula entre las vias
urinarias y el tubo digestivo®. Si la muestra de orina se obtiene con la técnica de puncion

suprapubica un recuento igual o superior a 102 UFC/ml es indicativo de bacteriuria®.
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De acuerdo a la NOM 045 SSA2 2005 para la vigilancia epidemioldgica, prevencion y control
de infecciones nosocomiales, establece valores en UFC/ml dependiendo del método de
obtencion de la muestra para el urocultivo, para infecciones urinarias sintomaticas,
asintomaticas y en pacientes con sonda Foley: una IVVU sintomatica con una muestra obtenida
mediante chorro medio con asepsia previa se considera positivo mayor a 50 000 UFC/ml,
cuando se obtiene por catéter se considera positivo mayor a 50 000 UFC/ml, en cambio al
tomarse la muestra mediante puncién suprapUbica cualquier crecimiento se considera
positivo. En una infeccion asintomética con un recuento de 10 o mas leucocitos por campo
en el sedimento urinario y crecimiento de mayor a 50 000 UFC/ml en muestras obtenidas por
chorro medio o por cateterismo, en caso que la muestra se consigue mediante puncion
suprapubica cualquier crecimiento se considera positivo. En pacientes con una sonda Foley
se debe evaluar mediante urocultivo al momento de instalarse y cada 5 dias durante su
permanencia y al momento del retiro de dicha sonda, en pacientes con sintomatologia un
conteo mayor a 50000 UFC/ml se considera positivo; en los pacientes asintomaticos se deben

de analizar 2 muestras y obtener mas de 50000 UFC/ml®.

No es necesario realizar el urocultivo ante un episodio asilado de cistitis no complicada. El
urocultivo se indica en caso de persistencia o recurrencia de la clinica, en la cistitis
complicada y todos los casos de pielonefritis. En caso de pielonefritis complicada,
adicionalmente deben practicarse hemocultivos y analisis generales que incluyan

hemograma, determinaciones de creatinina sérica y proteina C reactiva o procalcitonina®.

PCR

El desarrollo de técnicas moleculares ha mejorado considerablemente la rapidez y precision
del diagnostico microbioldgico®®, debido al alto nivel de sensibilidad en las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos, como la PCR*, este método es simple y altamente
especifico®?. Se ha utilizado con éxito para detectar el ADN bacteriano de diferentes fluidos

bioldgicos®**2. En comparacion con el urocultivo, la PCR es mas rapida y los resultados estan
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disponibles 5 horas después de obtenerse la muestra 342, Sin embargo, su uso en laboratorios

clinicos esta limitado por el costo®.

La secuenciacion genética del microbioma en vejiga ha demostrado que hay mas especies
bacterianas presentes que las que se identifican mediante los métodos de cultivo

convencionales, tanto en pacientes sintomaticos como en asintomaticos®.

Para superar estas deficiencias e incrementar el uso de PCR, se puede usar la PCR multiplex la
cual usa varios pares especificos de primers para secuencias objetivo en bacterias, con la
posibilidad de detectar mas de un patégeno por reaccion, con lo que se ahorra tiempo y

disminuyen los costos®.
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ANTECEDENTES

Fonseca et al, durante el 2005 en Colombia, analizaron muestras de orina para detectar
molecularmente enfermedades infecciosas, principalmente CMV, para lograr esto, tomaron
muestras de nifios de guarderia, para documentar la presencia o no de inhibidores de PCR a
través de la amplificacion de genes de CMV; encontrando que el 27% de las muestras fueron
positivas. Con esto llegaron a la conclusion que pueden emplear este método en el
diagnostico prenatal de CMV congénito. También verificaron la ausencia de inhibidores de

PCR mediante la amplificacion del gen de B-globina®.

Mckechnie et al, en Australia durante el 2009, realizaron la identificacion simultanea de 14
potenciales patdgenos urogenitales, para esto se utilizo la técnica de mPCR/RLB multiplex.
El método fue validado usando cultivos de referencia o se caracterizd el aislamiento de cada
microorganismo, encontrando sensibilidad y especificidad. Los limites de deteccion para la
técnica mPCR/RLB fue 4.2 x10*a 7.0 x 10 ng/ul de ADN. No hubo reaccion cruzada entre
las sondas probadas. Este método fue utilizado en 529 muestras de orina en varones con o
sin sintomas de uretritis. Se encontraron 1 0 mas especies en 36% de las muestras. De 233
muestras positivas, el 93% fueron concordantes entre mPCR/RLB y los métodos de
comparacion (cultivo y PCR de especies especificas), 9 dieron positivo solo a mPCR/RLP y
8 fueron positivos Unicamente por el método de comparacién. Con lo anterior, llegaron a la
conclusion que el mMPCR/RLB es un método preciso, conveniente y econdmico para detectar

multiples patdgenos potenciales en muestras de orina®!.

Cybulski, et al, durante el 2013 en Polonia; compararon los resultados de urocultivo con
PCR, basandose en la detecciébn de microorganismos patdgenos usando 2 estuches
comerciales, ademas de realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en
aislamientos de orina en pacientes con cancer, para escoger de forma adecuada el tratamiento
y si fuera necesario hacer modificaciones a la terapia empirica. Examinaron 72 muestras, en
las cuales se encontraron 74% cepas fueron idénticas en ambas pruebas, siendo las mas
frecuentes los coliformes y Enterococcus spp. Los bacilos Gram negativo presentaron mayor

resistencia a cotrimoxazol y los cocos Gram Positivos fueron resistentes a nitrofurantoina.
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Con esto concluyeron que con la técnica de PCR se encuentra con rapidez el agente causal
de la IVU, por lo que puede ayudar a elegir el tratamiento antimicrobiano adecuado en una

fase inicial de la infeccion®®.

Manrique-Abril et al, en el 2014 en Colombia, realizaron un estudio para determinar el
rendimiento diagnostico del uroanalisis como predictor de infeccion urinaria. De 1090
muestras que fueron sometidas a uroanalisis y urocultivo, el 23 % fueron urocultivos
positivos. En el uroanalisis los mejores indicadores de rendimiento fue la combinacion de
nitritos, aspecto turbio, bacterias y leucocitos en sedimento. La presencia de bacterias 2+
mostré una especificidad del 80%. Llegaron a la conclusion que al combinar algunos
parametros fisicoquimicos y microscopicos del uroanalisis puede ser una herramienta

diagnostica Gtil para predecir la positividad del urocultivo®®.

Heytens et al, en Bélgica durante el 2017; examinaron si una mujer con o sin sintomas de
infeccidn de vias urinarias, pero con cultivo negativo pueden tener una infeccion. Para esto
usaron la técnica de PCR cuantitativa para E. coli y Staphylococcus saprophyticus, ademas
de urocultivo, en muestras de 220 mujeres con disuria y 86 mujeres asintomaticas. En
mujeres sintomaticas, con el gPCR también se hizo la basqueda de 4 agentes de transmision
sexual. En el grupo de sintomaticas el 81% de los cultivos fueron positivos para algin
uropatdgeno, de los cuales el 96% fueron E. coli. En el grupo control, cultivos y qPCR para
E. coli fueron positivos en un 10.5% y un 11.6% respectivamente. En el grupo sintomatico,
con la técnica de gPCR dieron 19 muestras positivas a S. saprophyticus, 1 muestra positiva
a Mycoplasma genitalium y una mas a Trichomonas vaginalis. Con lo anterior, llegaron a la
conclusion gue casi todas las mujeres con sintomas urinarios tipicos y cultivo negativo tienen

una infeccion por E. coli.

Wojno, et al, durante 2019 en Estados Unidos de América: evaluaron si las pruebas con PCR
multiple no son inferiores al urocultivo para la deteccion de infecciones bacterianas en
pacientes sintomaticos, para esto revisaron los registros de 582 varones mayores de 60 afios,
encontrando que mediante pruebas de PCR se detectaron uropatégenos en 56% de las

muestras, mientras que por urocultivo solo en el 37%. Las coincidencias de PCR y urocultivo
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se dieron en un 74% de los casos, el 34% fueron positivos y el 40% fueron negativos. Pero
en el 26 % de los casos difieren, ya que, de estos, el 22% de los casos, la PCR fue positiva y
el urocultivo negativo; mientras que urocultivo positivo y PCR negativo se encontr6 en el
4% de los casos. Con estos datos, llegaron a la conclusion que la PCR maltiple no es inferior
al urocultivo para detectar e identificar bacterias, sin embargo, con mayor investigacion se
puede demostrar que la precision y el menor tiempo de la PCR para diagnosticar las 1IVUs

pueden mejorar los resultados de los pacientes®.
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HIPOTESIS

El método de identificacion de uropatdgenos por PCR tiene una validez mayor al 95% que
el urocultivo.

OBJETIVO GENERAL

> Identificar mediante diagnostico molecular uropatdgenos en pacientes del Hospital
General de Tapachula, Chiapas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Validar el método de deteccion con cepas de referencia o aislado clinico caracterizado
de 10 microorganismos uropatdgenos.

» Comparar los resultados de urocultivo con la deteccion de microorganismos
uropatdgenos por PCR en la poblacion.

» Estimar el valor predictivo de algin parametro del uroanalisis como indicativo de la

presencia de microorganismos por PCR.
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MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo, prospectivo y transversal, desarrollado en pacientes con diagnostico
presuntivo de 1VU. Previo consentimiento informado se analizaron muestras de orina de

pacientes que se les solicito un Examen General de Orina (EGO) y urocultivo.

Para este estudio se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

1. Criterios de inclusion

1.1. Pacientes internados tengan mas de 48 horas después de ingresar al nosocomio y
que al momento de su ingreso no presente una IVU.

1.2. Pacientes que tengan la mayoria de edad.

1.3. Presencia en tira reactiva para orina de alguna de las siguientes pruebas: esterasa
leucocitaria, nitritos, hemoglobina.

1.4. Presencia en sedimento urinario de alguna de las siguientes: bacterias, leucocitos,

eritrocitos.

2. Criterios de exclusion

2.1. Pacientes que hayan sido transferidos de otra institucion publica o privada.

2.2. Pacientes gque tengan una infeccion urinaria previa al ingreso hospitalario.

2.3. Pacientes gue ingresen por politraumatismo en zonas cercanas a vias urinarias.

2.4. Pacientes gque tengan alguna mal formacion de aparato urinario.

2.5. Pacientes que tengan antecedentes de cirugia, instalacion de sonda urinaria 30 dias
antes de su ingreso hospitalario

2.6. Pacientes menores de edad o embarazadas

2.7. Muestras visiblemente contaminadas (materia fecal, papel, etc), mal tapadas.
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3. Criterios de eliminacion

3.1. Muestra insuficiente
3.2. Mala calidad de ADN extraido

MATERIAL DE LABORATORIO
1. Bioldgico
1.1. Muestras de orina
1.2. Controles positivos de las siguientes cepas bacterianas: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae Enterococcus faecalis, Candida

albicans y Candida tropicalis (Fig. 10).

Mw N MIX 1 MIX 2 MIX 3
655 Pb
350 Pb
1,500 — 649 Pb
e 49%Pb
1,000 »
900 — — 914Pb
300 ———
700 —
600 — O rmy ey | e — 650 Pb
500 — g — .
i T — 513Pb
N - - PR
300 —— . 335Pb
284 Pb
200 — 214Pb
100 — . — 137Pb

Gel al 2% de agarosa

Fig. 10. Amplificacién de controles positivos. MW) DNA Marcador de 100 pb. N) Control
negativo. Mix 1) Control humano de 904 pb, Pseudomonas aeruginosa de 655 pb, Klebsiella
pneumoniae de 350 pb y Staphylococcus aureus de 214 pb. Mix 2) Control humano de 904
pb, Candida albicans de 649 pb, Escherichia coli de 496 pb y Enterobacter cloacae de 284
pb. Mix 3) Control humano de 904 pb, Enterococcus faecalis de 650 pb, Candida tropicalis
de 513 pb, Proteus mirabilis de 335 pb y Acinetobacter baumannii de 137 pb.
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2.

3.

Materiales

2.1. Frasco estéril

2.2. Crioviales

2.3. Gradillas

2.4. Micropipetas automaticas

2.5. Puntas desechables estériles
2.6. Matraz Erlenmeyer

Equipo

3.1. Microscopio 6ptico

3.2. Estufa de incubacion

3.3. Centrifuga

3.4. Sistema microscan

3.5. Ultracentrifuga refrigerada
3.6. Congelador

3.7. Vortex

3.8. Termociclador

3.9. Microondas

3.10.Balanza analitica
3.11.NanoDrop 2000

3.12.Equipo de electroforesis horizontal
3.13.Fuente de corriente continua
3.14.Transiluminador

Reactivos

4.1. Agua tridestilada

4.2. Tiras reactivas para orina

4.3. Placas de microscan

4.4. Buffer de electroforesis TAE 50X
4.5. Agarosa

4.6. Agua Mili Q

4.7. TagMan Multiplex Master Mix

4.8. Buffer de carga con gel red
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TECNICAS DE LABORATORIO

La técnica empleada para el analisis de las muestras es el siguiente:

1. Examen General de Orina

1.1. Recolectar la muestra usando la técnica de chorro medio o aspiracion de sonda
vesical.

1.2. Rotular y enviar al laboratorio para su procesamiento

1.3. En el laboratorio, colocar en un tubo de 13 x 100 una parte de la orina previa
homogenizacion.

1.4. Realizar estudio fisico de la muestra: aspecto, color,

1.5. Introducir una tira reactiva (AUTION Sticks 10 EA) para estudio quimico de orina,
durante unos segundos, retirar y quitar el excedente

1.6. Se realiza lectura de tira reactiva, especificamente: glucosa, proteina, bilirrubina,
urobilindégeno, pH, densidad, sangre, cetonas nitritos, esterasa leucocitaria.

1.7. El tubo se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos.

1.8. Se tiro el sobrenadante.

1.9. Se homogenizo el sedimento y se coloco una gota para lectura en microscopio éptico.
Observa a 40X.

1.10. Se realizo una busqueda de bacterias, células, leucocitos, eritrocitos, levaduras y

parasitos.

2. Urocultivo
2.1. Recolectar la muestra usando la técnica de chorro medio o de aspiracion de sonda
vesical.

2.2. Conservacion y trasporte de la muestra: Si el traslado al laboratorio demora mas de
15 minutos, debe colocarse el recipiente con la orina dentro de un contenedor con
hielo. Este procedimiento permitird que el nimero de microorganismos permanezca
relativamente constante por un tiempo no mayor de 24 horas.

2.3. Técnica de siembra.
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2.3.1. Método del asa calibrada:

2.3.1.1. Se esterilizd previamente el asa por incineracion y se dejé enfriar
posteriormente.
2.3.1.2. Seinsert0 el asa estéril verticalmente en la muestra y luego se disemind sobre
la superficie de la placa desde el centro, formando una linea y posteriormente
hacer estrias sobre la placa cruzando la linea del in6culo varias veces
2.3.1.3. Incubar las placas de Mc durante 18-24 horas a 37 °C en aerobiosis y el GS
en microaerofilia. En caso de tener cultivos negativos a las 24 horas, reincubar
placas hasta que tengan 72 horas.
2.3.1.4. Tomar una alicuota de orina en un tubo de 13 x 100 e introducir una tira
reactiva de orina para analizar sus parametros quimicos (pH, densidad, nitritos,
leucos, sangre), ademas observar color, aspecto (claro, ligeramente turbio,
turbio, etc)
2.3.1.5. Centrifugar la alicuota a 3000 rpm durante 7- 10 min
2.3.1.6. Tirar sobrenadante, observar el sedimento en 10X y 40X; buscar la presencia
de bacterias, parasitos, levaduras, células epiteliales y/o renales, leucocitos,
eritrocitos.
2.3.1.7. Analisis cuantitativo: Contar el nimero de colonias y multiplicar por el
factor 1000 o 100, de acuerdo a la capacidad del asa utilizada, para determinar
las unidades formadoras de colonia por mililitro de orina (UFC/ml).
2.3.1.8. Analisis cualitativo:
2.3.1.8.1. Descripcion de la morfologia colonial de las placas de Mc y GS
2.3.1.8.2.Se realizo tincion de Gram, catalasa, oxidasa, tolerancia a NaCl,
bioguimicas (método semiautomatizado Microscan) para su correcta
identificacion.
3. PCR
La extraccion de ADN se realizd por el método PrepMan Ultra (Applied Biosystems™)

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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3.1 Metodologia 1: PrepMan Ultra
3.1.1 Preparacion bacteriana o fungica de un cultivo liquido:

3.1.1.1 Agitar el reactivo de preparacion, después deje que desaparezcan todas las
burbujas
3.1.1.2 Para evitar contaminacion, evitar pipetear directamente del frasco de reactivo
de preparacion a los tubos con las muestras.
3.1.1.3 Transferir 120 puL del reactivo de preparacion a un tubo cénico estéril de 2 ml
3.1.1.4 Rotular bien los tubos, pipetear 1 ml de muestra en un tubo de microcentrifuga
con tapon de rosca y capacidad de 2 ml.
3.1.1.5 Centrifugar los tubos en la microcentrifuga a maxima velocidad por 2 minutos
3.1.1.6 Aspirar y descartar el sobrenadante con una pipeta desechable
3.1.1.7 Usar una pipeta nueva por cada muestra. No decantar la muestra
3.1.1.8 Remover el sobrenadante sin mover el sedimento.
3.1.1.9 Si hay una capa de lipidos en la parte superior del sobrenadante, extraer la
mayor cantidad posible y desechar antes de quitar el resto del sobrenadante con
una nueva pipeta.
3.1.1.10 Agregar asépticamente 100 ul de reactivo de preparacion en cada tubo.
3.1.1.11 Tapar bien cada tubo, después usar el vortex para agitar la muestra
3.1.1.12 Se incubaron los tubos a 100°C durante 10 minutos
3.1.1.13 Se etiquetd un segundo set de tubos de 2 ml con tapon de rosca
3.1.1.14 Retirar los tubos de la estufa y dejar enfriar a temperatura ambiente por 2
minutos.
3.1.1.15 Centrifugar los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad por 2
minutos.
3.1.1.16 Transferir 50 ul de sobrenadante de los tubos al segundo set de tubos
previamente rotulados (paso 3.1.1.13) y desechar el resto de sobrenadante. Usar
5 ul de sobrenadante por cada ensayo.
3.1.1.16.1 Cuando el sobrenadante no se use, se recomienda almacenar a 4°C por un
mes en refrigeracion o a -20°C indefinidamente. Antes de usar,

descongelar, después agitar y centrifugar el sobrenadante almacenado.
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3.1.1.16.2 Si el sobrenadante estd cubierto con una capa de lipidos u otros restos,
colectar del centro del sobrenadante

3.1.1.16.3 Si la muestra tiene color o esta turbia, pueden estar presentes inhibidores
de PCR. Para ayudar a reducir el efecto inhibidor de las muestras, se
recomienda diluir la muestra 1:10 antes del ciclo térmico, o precipitar
acidos nucleicos.

3.1.1.17 Amplificar las muestras con el ciclo térmico adecuado

3.1.2 Precipitacion de acidos nucleicos

3.1.2.1 La precipitacion de acidos nucleicos es un método alternativo para remover
inhibidores de PCR:

3.1.2.2 Transferir 50 pl del extracto de muestra a un tubo con capacidad 1.5 ml

3.1.2.3 Adicionar 400 pl de buffer TE

3.1.2.4 Adicionar 50 pl de acetato de sodio 3M y agitar el tubo

3.1.2.5 Adicionar 500 pl de isopropanol, agitar el tubo

3.1.2.6 Dejar reposar la muestra a temperatura ambiente por 15 minutos

3.1.2.7 Centrifugar a 13000 rpm por 10 min a temperatura ambiente

3.1.2.8 Decantar el sobrenadante sin remover el sedimento, dejar secar

3.1.2.9 Resuspender el sedimento en 50 ul de agua destilada estéril

3.1.2.10 Usar 5 ul de la muestra para analisis de PCR.

3.1.3 Cuantificacion del DNA

Se realiz6 cuantificacion de ADN con el equipo de Nanodrop™ 2000:
3.1.3.1 Encender el equipo NanoDrop 2000, y conectar al equipo de computo.
3.1.3.2 Ejecutar el programa para realizar la cuantificacion de DNA de las muestras.
3.1.3.3 Como blanco de reactivo se usara 1pul de H20 miliQ en el equipo.
3.1.3.4 Ingresar datos de la muestra correspondiente.
3.1.3.5 Tomar 1ul del DNA y colocarlo en el equipo, y comenzar la lectura.

3.1.3.6 El equipo arroja el resultado en ng/pl.

54



3.1.4 Amplificacion de ADN

Se realiz6 la PCR multiple por punto final, usando las secuencias de primers para cada uno
de los microorganismos y control interno (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencia de primers de uropatdgenos y control interno

PRIMER SECUENCIA MICROORGANISMO AMPLICON
(pb)
P1 5°GCC ACT GGC CAG AAG CTCCTI I IAGGCT CONTROL INTERNO 904
CAC GG HUMANO HOMO SAPIENS
METIL
P2 5TCT CCTCTC AGGTCCAGAACIIIIICAGCG = ENTETRAHIDROFOLATO
TTGCT REDUCTASA
P3 5TGT CTTCGC TCC AAATATTTIIIICT CTT Staphylococcus aureus 214
TTTTC
P4 5"GAA GCT GAG TTT GAC AAA GGl Il IGA ACT
GAT AA
P5 5TCT CTC TGG CGG CTACCC GTA I IIG AAA Klebsiella pneumoniae 350
GCG GCG
P6 5GTT GTT ATC GAT GCT GGT CCC CTG AGlI Il
ICCGCTGTTCC
P7 5TAT TTC GCG AGC GGG ACA AACGII Il AAC  Pseudomonas aeruginosa 655
TTCCCTC
P8 5"AGT CCA GCA CAG CCT TCT TGl IIl IGG TGG
TGCC
P9 5TCG ACT GCATAA GCA GCC GGI Il ITA AGC Escherichia coli 496
ACC CC
P10 5GGT AGA AGC GCTTACCTG I IATGG TGG
AGC
P11 5GTT TCAACC TTAAGT ACC GTT All Il AAG Enterobacter cloacae 284
ATA ACA A
P12 5'GAT CGG GTT TAA CTG CAT ACC AGI Il ITA
AGA GAA AC
P13 5"AGG TTA CAA GGA CAG AAC TGI Il IAT CAA Candida albicans 649
GAACT
P14 5°GCT ATT GAT TGA AGC ACT GCI IlIl IAAATC
ACA AG
P15 5TTG CTG GCG GTT TAT CAC GAA Gl 11l GAT Proteus mirabilis 335
ATTCTT A
P16 5TAT TTA CGT TTA AAT GCG TCI IIl IAATAA
GCATT
P17 5CGC GTG TACGTAATACTGGTGAIl llI CAC Acinetobacter baumanni 137
GTCCTAA
P18 5TAAACGTGACTTATCGTATTG I IICTTC
CAC CAC
P19 5"AAA CAA GTG AAA AGA CAG ACACIIL I AAA Enterococcus faecalis 650
CCGTAGA
P20 5GAT TTG TAG ATA ACT TAC ACC TAA AAC
GGC AAATGT AC
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P21 5TGA GAATGC ACATGC CAT TGI N ITATTT Candida tropicalis 513
TCAGA

p22 5 AAT AAT GGG ATT TTT CTAGCI Il ICATGG
TGATC

3.1.4.1 Se realizd los célculos necesarios para preparar el Master mix
3.1.4.2 Se realizo6 el master mix con los primers necesarios de 2 bacterias (Tabla 5) en

cada preparacion.

Tabla 5. Preparacion de Master mix

1X (ul) \
H.0 MiliQ 3
Buffer 1.5
MgCl 1.0
DNTP’s 0.3
Taq 0.2

Primer A,a 1.0

PrimerB,b 1.0

ADN 5)
15

3.1.4.3 Colocar en un tubo de reaccioén previamente rotulado 10 pl de Master Mix y 5
ul del ADN de las muestras.

3.1.4.4 Se repite el procedimiento anterior con las muestras restantes, control positivo,
control negativo

3.1.4.5 Repetir el paso 3, pero en esta ocasion se adiciona Sul de agua

3.1.4.6 Encender el termociclador y programar (Tabla 6).
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Tabla 6. Programacion del termociclador

Precalentar  Desnaturalizacion Extension Extension
tapa inicial final
Temperatura 105°C 95°C 94°C 60°C 72°C 72°C
Tiempo 10 min 30 45 1 10 min
seg Seg | min
Numero de 40 Ciclos
ciclos

3.1.4.7 Colocar los tubos en el termociclador, cerrar y dar inicio al programa
3.1.4.8 Al finalizar el tiempo, se acomodan los tubos de reaccion en una gradilla y se

procede a realizar la electroforesis

3.1.5 Electroforesis horizontal en gel de agarosa en tae 0.5X
Posteriormente se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de agarosa, se visualiz6 en el
transiluminador y se adquirieron las fotografias para el analisis de amplificacion.

3.1.5.1 Preparacion del gel de agarosa
3.1.5.1.1 Pesar la cantidad de agarosa necesaria para obtener una concentracién
deseada en funcién al volumen de TAE 0.5X
3.1.5.1.2 Anadir la agarosa al buffer TAE 0.5X en un matraz. Mezclar bien.
3.1.56.1.3 Calentar la mezcla hasta clarificar la agarosa. Mover para evitar que se
queme
3.1.5.1.4 Dejar enfriar la solucién hasta alcanzar unos 50°C
3.1.56.1.5 Preparar el molde de tamafio adecuado y colocar los peines necesarios
en la posicion requerida.
3.1.5.1.6 Verter con cuidado la solucion de agarosa al molde, dejar que
solidifique.
3.1.5.2 Preparacion de las muestras
3.1.5.2.1 Mezclar 5 pl de marcador de peso molecular con 2 pl Buffer de carga
con red gel y 5 ul de agua destilada
3.1.5.2.2 Mezclar 7ul muestra de ADN con 2 pl Buffer de carga con red gel
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3.1.5.2.3 Repetir el paso anterior con todas las muestras de ADN
3.1.5.3 Carga de muestras y corrida del gel.
3.1.5.3.1 Una vez que el gel ha solidificado, se retiran los peines y se extrae del
molde para colocarlo en la cdmara de electroforesis
3.1.56.3.2 Afiadir buffer TAE 0.5X hasta cubrir el gel
3.1.56.3.3 Cargar en los pocillos las muestras que se preparadas en el paso 2
3.1.5.3.4 Cerrar la camara de electroforesis y conectar los cables a la fuente de
alimentacion y aplicar 80 V durante 30 min.
3.1.5.4 Visualizacion del ADN
3.1.5.4.1 Retirar el gel de la camara de electroforesis y colocarlo sobre un
trasiluminador
3.1.5.4.2 Encender la lampara de luz ultravioleta
3.1.5.4.3 EI ADN se visualiza como bandas
3.1.5.4.4 Fotografiar el gel con el sistema fotografico disponible
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 75 muestras de orina que cumplieron con los criterios de seleccidn

en el estudio.

El 69% (n=52) de las muestras correspondian para un Estudio General de Orina (EGO) y el
31% (n=23) para un Urocultivo (Grafica 1).

Gréfica 1. Distribucion porcentual de muestras analizadas para diagndstico molecular de

microorganismos uropatégenos provenientes de EGO y Urocultivo.

mEGO mUrocultivo

Fuente: Base de datos, enero 2021.
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La media de edad fue de 46+18.2 afios, la edad minima encontrada fue de 18 afios y la edad
maxima de 83 afios con un rango de edad de 65 afios (Gréafica 2).

Gréfica 2. Histograma de edad en la poblacion participante del HGT.

10

Frecuencia

—
1] 100

Fuente: Base de datos, enero 2021.
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El 55% (n=41) fueron del sexo femenino y en menor frecuencia masculino con un 45%
(n=34) (Gréfica 3).

Gréfica 3. Distribucién porcentual por sexo en la poblacién participante del HGT.

B Femenino M Masculino

Fuente: Base de datos, enero 2021.
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Examen fisico de las orinas analizadas.

Dentro de las caracteristicas fisicas que se analizaron en la orina fueron color y aspecto. Con
respecto al color se encontr6 en mayor frecuencia el color amarillo con un 96% (n=72) y en
menor frecuencia el color &mbar, hematico e incoloro en un 1.3% (n=1) (Gréfica 4).

Gréfica 4. Distribucién porcentual del color de las orinas analizadas.

B Amarillo ®Ambar ™ Hematico Incoloro

Fuente: Base de datos, enero 2021.
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El aspecto de la orina en mayor frecuencia se encontré un 47% (n=35) ligeramente turbio,
36% (n=27) turbio y en menor frecuencia claro un 17% (n=13) (Gréfica 5).

Gréfica 5. Distribucién porcentual del aspecto de las orinas analizadas.

H Claro mLigeramente turbio ™ Turbio

Fuente: Base de datos, enero 2021.
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El examen quimico se utilizaron tiras reactivas para uroanalisis. Los pardmetros que se
midieron fueron: glucosa, urobilindgeno, cetonas, proteinas, leucocitos, nitritos, densidad,

hemoglobina y pH.

Se analizaron los parametros quimicos en las muestras de orina encontrando en el pardmetro
de glucosa un 94.6% (n=71) normal y 5.4% (n=4) con hiperglucemia. Con respecto a
Urobilindgeno el 89.3% (n=67) normal y un 10.7% (n=8) positivo; Cetonas el 81.3% (n=61)
normal y un 18.7% (n=14) con cetonuria; proteinas el 68% (n=51) normal y el 32% (n=24)
con proteinuria; leucocitos el 68% (n=51) normal y un 32% (n=24) con leucocituria; nitritos
el 92% (n=69) normal y un 8% (n=6) positivo; pH el 94.6% (n=71) normal y un 5.4% (n=4)
alcalina; densidad el 100% (n=75) se encuentra dentro de los parametros normales (1.000-
1.030) y con respecto a hemoglobina en sangre se encontré un 98.6% (n=74) normal y el
1.4% (n=1) positivo (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros quimicos analizados en la muestra de orina.

Parametros Frecuencia Porcentaje
Glucosa
Normal 71 94.6
Hiperglucemia 4 5.4
Urobilinégeno
Normal 67 89.3
Positivo 8 10.7
Cetonas
Negativo 61 81.3
Cetonuria 14 18.7
Proteinas
Negativo 51 68
Proteinuria 24 32
Leucocitos
Negativo 51 68
Leucocituria 24 32
Nitritos
Negativo 69 92
Positivo 6 8
pH
Normal 71 94.6
Alcalino 4 5.4
Densidad
Normal 75 100
Hemoglobina
Normal 74 98.6
Positivo 1 1.4
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El examen microscopico corresponde al anélisis del sedimento urinario en donde se pueden
encontrar algunas células provenientes del sistema excretor, como: Eritrocitos, leucocitos,
bacterias, células epiteliales, células uretrales, levaduras, cilindros y cristales. Dentro de los
resultados encontrados el 29.4% (n=22) presentaron hematuria, el 45.4% (n=34) leucocituria,
en todas las muestras se encontraron bacterias en mayor porcentaje una bacteriuria escasa (+)
con un 65.4% (n=49) y en menor frecuencia bacteriuria abundante con el 1.3% (n=1). No se
encontraron células epiteliales en las muestras, con respecto a células uretrales el 22.7%
(n=17) se observaron, levaduras se encontrd el 9.3% (n=7), el 6.7% (n=5) se observaron
cilindros y el 16% (n=12) cristales (Tabla 8).

Tabla 8. Parametros microscépicos analizados en la muestra de orina.

Parametros Frecuencia Porcentaje
Eritrocitos
Normal 53 70.6
Hematuria 22 29.4
Leucocitos
Normal 41 54.6
Leucocituria 34 45.4
Bacterias
Bacteriuria escasa (+) 49 65.4
Bacteriuria baja (++) 15 20
Bacteriuria moderada (+++) 10 13.3
Bacteriuria abundante (++++) 1 1.3
Células epiteliales
Normal 75 100
Células uretrales
Normal 58 77.3
Positivo 17 22.7
Levaduras
Negativo 68 90.7
Positivo 7 9.3
Cilindros
Negativo 70 93.3
Positivo 5 6.7
Cristales
Negativo 63 84.0
Positivo 12 16.0
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Tabla 9. Comparacion de resultados de bacterias en el EGO y urocultivo con la deteccién de

microorganismos uropatdgenos por PCR.

Bacterias EGO PCR |
4+ A.baumannii
3+ A. baumannii,

K. pneumoniae
3+ A. baumannii
1+ A. baumannii
1+ E. coli

PCR
Negativo A. baumannii
K. pneumoniae
Negativo A. baumannii
K. pneumoniae

E. coli E. coli

E. coli Negativo

A. baumannii complex A. baumannii

haemolyticus

K. pneumoniae

C. tropicalis Negativo
Contaminacion A. baumannii
C. tropicalis P. mirabilis
Negativo A. baumannii
Negativo A. baumannii
Negativo A. baumannii

E. faecalis Negativo

Se encontr6 una mayor frecuencia de muestras positivas por la técnica de PCR en un 18.6%
y por urocultivo un 14.6%, se encontraron las siguientes bacterias: A. baumannii, K.

pneumoniae, E. coli, P. mirabilis.

En el urocultivo no se detectaron infeccion por 2 uropatdgenos, en comparacion con la
técnica de PCR donde se encontraron coinfecciones de 2 microorganismos en 4 ocasiones
(28.57%)

66



Tabla 10. Célculo de VPP, VPN, especificidad y sensibilidad de las técnicas de deteccion
de microorganismos uropatogenos y PCR.

Técnica de deteccion Positivos Negativos
Urocultivo/EGO 11 6
PCR 14 3

Se encontraron los siguientes resultados del Valor Predictivo Positivo (VPP) VPP=0.65,
Valor Predictivo Negativo (VPN) VPN=0.17, especificidad de la prueba= 0.33 y sensibilidad
de la prueba 0.44

El valor predictivo positivo de la PCR es del 65%, lo cual indica la probabilidad que un
urocultivo positivo 0 EGO con bacterias tenga un microorganismo uropatdgeno en la orina.
El valor predictivo negativo de la PCR es del 17%, lo cual indica la probabilidad que un
urocultivo positivo 0 EGO con bacterias no tenga microorganismo uropatdgeno en la orina.
Con respecto a la capacidad de detectar un uropatégeno por urocultivo o EGO es del 44%.
La prueba tiene la capacidad de detectar sanos (negativo) en un 33%.

Tabla 11. Estimacién de valores predictivos de pardmetros bioquimicos del uroanalisis con
la deteccién por PCR.

Parametros Deteccion de MO Frecuencia

%

Glucosa

Normal 52 13 71 (94.6%) 0.12
Hiperglucemia 10 0 4 (5.4%)
Urobilinégeno

Normal 56 11 67 (89.3%) 0.54
Positivo 6 2 8 (10.7%)

Cetonas

Negativo 50 11 61 (81.3%) 0.73
Cetonuria 12 2 14 (18.7%)

Proteinas

Negativo 43 8 51 (68%) 0.58
Proteinuria 19 5 24 (32%)

Leucocitos

Negativo 42 9 51 (68%) 0.91
Leucocituria 20 4 24 (32%)

Nitritos

Negativo 58 11 69 (92%) 0.28
Positivo 4 2 6 (8%)

pH
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Normal
Alcalino
Densidad
Normal
Hemoglobina
Normal
Positivo

62

36
26

71 (94.6%)
4 (5.4%)

75 (100%)

43 (57.3%)
32 (42.7%)

0.34

NA

0.78

No se encontré diferencia significativa en los parametros bioquimicos, por lo cual ninguno

de ellos es predictor.
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DISCUSION

Existen pocos estudios en donde comparan la identificacion de uropatogenos aislados por
urocultivo y mediante técnicas de PCR multiple, los resultados obtenidos en esta
investigacion arrojan datos similares, a pesar de que la variedad de microorganismos vy el

tamafio de muestras analizadas son menores.

Se encontrd una mayor frecuencia de muestras positivas por la técnica de PCR en un 18.6%
y por urocultivo un 14.6%, ademas que el valor de prediccion positiva del analisis de una
muestra de orina mediante técnicas de PCR es del 65% a encontrar alglin uropatégeno, en
comparacion al 44% del urocultivo o EGO. Un estudio realizado por Wojno y cols en el
2019, encontro que con la técnica de PCR fue posible detectar uropatégenos en 56% de las

muestras, en cambio con el urocultivo solo fue posible en el 37%.

De los uropatdgenos encontrados, predominaron los bacilos Gram Negativos No
Fermentadores pertenecientes al género Acinetobacter, seguido de Fermentadores como K.
pneumoniae, E. coli y P. mirabilis, en comparacion a lo reportado por Cybulski, et al, 2013;
en donde los hallazgos pertenecian principalmente a la Familia Enterobacteriaceae, seguido
de cocos Gram Positivos pertenecientes a los géneros Enterococcus, Staphylococcus y
Streptococcus. También, Wojno y cols, tiene resultados similares, pero abarco un mayor
namero de uropatogeno incluyendo a bacterias fastidiosas, anaerobias y microorganismos no
cultivables como Ureaplasma y Micoplasma. La ausencia de mayor variedad de
uropatdgenos en el presente trabajo de investigacion podria ser ocasionado por la presencia
de inhibidores de PCR.

En el caso de datos demograficos el 55% de las muestras recolectadas pertenecian al sexo
femenino y el 45% al sexo masculino. De las investigaciones publicadas, Wojno et al, 2019,
tiene resultados similares, el 60 % de las muestras eran del sexo masculino y el 40% al sexo
femenino; con los otros trabajos publicados no se puede hacer este tipo de comparaciones

debido a que se han enfocado a un grupo especifico.
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No se encontré alguna alteracién de los parametros bioquimicos del uroanalisis, que sirva
como indicador para predecir la presencia de un uropatégeno, aunque este punto en particular
no ha sido explicado en las diversas publicaciones existentes, puede ser por falta de intencion

0 por restar importancia al uroanalisis.

Una vez més, se comprueba la superioridad en cuanto a tiempo y capacidad de identificacién
del diagnostico molecular a las técnicas convencionales como el urocultivo, que se ejecutan
dia a dia en los laboratorios de analisis clinicos; sin embargo, ain falta perfeccionar una
metodologia adecuada para identificar uropatégenos y otros patégenos potenciales, asi como
de eliminar o disminuir una de las grandes desventajas que hay para ser aplicado en
laboratorios clinicos: el costo, principalmente de los equipos y las adecuaciones del espacio
fisico que se requieren para poder instalar un laboratorio de biologia molecular, pero se
espera que con el paso de los afios sea mas accesible y se puedan detectar no solo

uropatégenos.
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CONCLUSIONES

» La frecuencia de muestras positivas por la técnica de PCR fue de 18.6% y por
urocultivo un 14.6%

» Se encontraron las siguientes bacterias: A. baumannii, K. pneumoniae, E. coli y P.
mirabilis.

> El valor predictivo positivo para detectar uropatégenos por PCR fue menor a lo
esperado.

» No hay diferencia significativa en los pardmetros bioquimicos del uroanalisis que

sirvan como predictor.
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