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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

El diagnostico microbiolégico de la infeccion urinaria
(IU) es uno de los estudios que se realizan con mas
frecuencia en los laboratorios de microbiologia, tanto
los que atienden al ambito hospitalario como al
ambito comunitario. El término IU engloba una serie
de entidades distintas, por lo que para su diagnéstico
debe tenerse en cuenta no solamente el tipo de
entidad, sino también el método de recogida de la
orina empleado y los elementos formes contenidos
en la misma. Asi pues, no es lo mismo realizar el
diagnostico microbiolégico de una pielonefritis no
complicada en una mujer joven, que el de una IU en
un nifio sin control de esfinteres, en un portador de
sonda permanente de larga duracibn o en una
prostatitis crénica.

El diagndstico microbiolégico de la 1U debe
realizarse en todos los casos, excepto en las cistitis
no complicadas de las mujeres jovenes, que dada la
predecibilidad de los agentes etiologicos que la
producen y su sensibilidad antimicrobiana, basta con
confirmarla mediante el estudio de los elementos
formes de la orina.

La infeccion urinaria se define como la presencia
de microorganismos patdégenos en las vias urinarias.
Las IU se clasifican, segun su localizacién
anatémica, en bajas, que incluyen uretritis, cistitis y
prostatitis y en altas o pielonefritis (PA) que incluyen
el absceso renal. La bacteriuria asintomatica (BA) se
define como la presencia de méas de 100.000 ufc/mL
en dos muestras de orina en ausencia de
sintomatologia clinica. Una IU se considera
complicada cuando afecta a enfermos con anomalias
anatomicas o funcionales del tracto urinario,
instrumentacion del mismo, portadores de sonda
vesical, insuficiencia renal crénica (IRC), diabetes,
inmunodepresion o] con microorganismos
multirresistentes. Estos factores condicionan la
gravedad de la infeccién, una mayor incidencia de
complicaciones y/o una mayor dificultad terapéutica.

La IU sigue siendo una de las entidades
infecciosas mas frecuentes en nuestro medio,
aunque su incidencia ha ido cambiando en la ultima
década. Asi, segun el Estudio de Prevalencia de las
Infecciones Nosocomiales en Espafa (EPINE), la
prevalencia de la infeccion urinaria nosocomial de
origen comunitaria aumenté de manera significativa
de un 2,02% en 1991 a un 2,38% en 2003 (OR=
1,008 [1,004-1,012]; p< 0,00), probablemente debido
al aumento de la esperanza de vida, lo que a su vez
aumenta la poblaciéon susceptible. Por el contrario,
durante este periodo descendié significativamente la
prevalencia parcial de la IU nosocomial, desde un
2,68% en 1990 a un 1,56% en 2003 (OR= 0,968
(0,964 — 0,972); p < 0,00), manteniéndose estable
desde esta fecha. Este descenso puede atribuirse
fundamentalmente a la adopcion de medidas
profilacticas, especialmente a la menor utilizacion de
sondas urinarias y a la sustitucién de circuitos
abiertos por cerrados

En la mujer, la incidencia de cistitis aguda en
jévenes sexualmente activas es de 0,5 a 0,7
episodios/afio, por lo que en Espafia se estima un
minimo de 3.819.100 episodios anuales en mujeres

de edades comprendidas entre los 20 y 44 afios. Si
un 25% de los episodios agudos desarrollan
recurrencias, el numero de IU recurrentes en esta
poblacion seria de 954.775. Para este mismo
periodo de edad se estima una incidencia de
pielonefritis aguda de 18 casos por 10.000 mujeres,
de las que el 7% precisaran hospitalizacion. Los
cambios anatomofisiolégicos inducidos por la
menopausia conllevan un aumento de las IU, a la
vez que estas se tornan cada vez mas asintomaticas.
Se calcula que presentan IU con muy poca
sintomatologia o BA el 10-15% de mujeres entre los
65 y 70 anos, cifra que va aumentando hasta el 15-
20% en mujeres mayores de 80 afios, al 30-40% en
ancianas  hospitalizadas o ingresadas en
instituciones geriatricas y practicamente al 100% de
portadoras de sonda urinaria permanente.

En el vardn tanto la BA como la IU sintomatica son
poco comunes, estimandose una incidencia anual de
5-8 episodios por 10.000 varones de menos de 65
afios. Aunque el varén joven y de mediana edad
puede presentar espontaneamente una IU (sobre
todo en homosexuales, pacientes infectados por el
VIH y en no circuncidados), casi siempre ésta se
relaciona con una anomalia urolégica o con una
prostatitis crénica subyacente. A partir de los 50 afios
la prevalencia aumenta progresivamente en relacion
a la obstruccién causada por la patologia prostatica
y/o las manipulaciones urolégicas.

La BA, como se ha descrito, es muy frecuente en el
anciano, especialmente en mujeres, y su prevalencia
aumenta con la edad. Es también muy frecuente en
pacientes portadores de sonda permanente. El papel
de la diabetes mellitus y la incontinencia urinaria en
la prevalencia de BA esta poco claro, puesto que no
todos los estudios existentes correlacionan estas
patologias. La BA es la IU mas frecuente en la
embarazada, con una prevalencia que oscila entre el
2 y 11%; sin tratamiento un 20-40% de las gestantes
con BA desarrollan una PA.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS

2.1 SINDROMES CLINICOS

2.1.1 Cistitis. Se caracteriza por la presencia de
disuria, polaquiuria y miccién imperiosa (sindrome
miccional), a menudo acompanados de dolor
suprapubico, orina maloliente y hematuria. En la
mujer y especialmente en los ancianos es
relativamente frecuente la incontinencia urinaria. La
presencia de fiebre, dolor lumbar o pufiopercusion
positiva indican pielonefritis. Alrededor del 30% de
los pacientes con cistitis padecen infeccion silente
del parénquima renal, siendo especialmente
frecuente en varones y en mujeres embarazadas,
menores de 5 afos, con |U durante el ultimo mes,
con clinica de mas de una semana de evolucion,
inmunodepresion, diabetes, insuficiencia renal,
anomalia anatémica o funcional de la via urinaria o
infeccion urinaria por Proteus spp.

En la mujer con sindrome miccional puede
plantearse el diagndstico diferencial de la cistitis con
uretritis infecciosa o traumatica y con vaginitis. En el
varon joven o de mediana edad con sindrome
miccional y ausencia de patologia uroldgica o
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manipulacion de la via urinaria, se debe descartar
una uretritis, especialmente si existe supuracion
uretral, o una prostatitis, si la infeccion es recurrente.

El sindrome uretral agudo en mujeres, fue un

término acufado en 1980, y que se caracteriza por la
presencia de sindrome miccional, con cultivos
cuantitativos de chorro medio de orina <10° ufc/mL y
piuria. No se trata exclusivamente de la infeccion de
la uretra anterior ya que en estas mujeres la bacteria
esta también presente en la vejiga urinaria en
muestras obtenidas por puncién suprapubica.
2.1.2 Pielonefritis aguda. Cursa con fiebre elevada,
escalofrios, dolor lumbar y pufiopercusién positiva,
asociados habitualmente a sindrome miccional y con
menor frecuencia a nauseas y vomitos. En el recién
nacido y en el anciano los sintomas no son tan
caracteristicos y el motivo de consulta puede ser
deterioro del estado general, confusion, sintomas
abdominales o respiratorios o descompensaciéon de
una diabetes. Suele cursar con leucocitosis con
desviacién a la izquierda y bacteriemia en el 20-30%
de los pacientes. Aproximadamente una tercera
parte de los casos con bacteriemia presentaran
shock séptico.

Si el paciente presenta inicialmente dolor coélico
lumbar y horas o dias después fiebre con o sin
sindrome miccional, debe sospecharse obstruccion
urinaria que secundariamente se ha infectado. Esta
situacién requiere ecografia urgente y drenaje
inmediato si se confirma la obstruccién, ya que de lo
contrario, puede complicarse con shock séptico,
pionefrosis, absceso renal o perinefritico.

Si en una pielonefritis aguda (PA) no ha cedido la

fiebre a las 48-72 horas de la instauracién de la
antibioticoterapia adecuada, mediante técnicas de
imagen debe descartarse la presencia de una
pielonefritis abscesificada, un absceso renal o
perirrenal, necrosis papilar u obstruccion del tracto
urinario.
2.1.3 Bacteriuria asintomética. Se acompafia de
piuria en el 30% de mujeres jovenes sanas, el 25-
50% de las embarazadas, el 78% de las diabéticas y
en el 90% de los ancianos. El significado clinico de la
presencia de leucocituria asociado a bacteriuria
asintomética (BA) es desconocido. Recuentos muy
elevados pueden persistir durante afios sin que el
paciente desarrolle sintomas urinarios.

En el anciano, la presencia de BA se relacion6
inicialmente con un aumento de la mortalidad,
aunque posteriormente se comprobé que esta
estaba condicionada por la presencia de patologias
de base mas graves. La mitad de las BA tratadas
con antibidticos recurren antes de los 6 meses, lo
cual condiciona multiples pautas terapéuticas y la
posible seleccidn de microorganismos resistentes. La
BA puede causar complicaciones graves en nifos
menores de 5 afios especialmente si presentan
reflujo vesicouretral (sepsis, insuficiencia renal), en
enfermos sometidos a manipulacion de la via urinaria
(riesgo de bacteriemia del 25-80%), en el
trasplantado renal (riesgo de sepsis y fallo del injerto,
sobre todo si se asocia a complicaciones uroldgicas)
y en neutropénicos (riesgo de sepsis).

En la embarazada, la BA no tratada deriva en un
20-40% de los casos en pielonefritis, que a su vez
duplica el riesgo de partos prematuros y aumenta en
un 50% el de recién nacidos de bajo peso. Por otro
lado, la erradicacion de la BA reduce en el 80-90% la
incidencia de IU sintomatica y por tanto disminuye el
riesgo de sus complicaciones.

Por todo ello, la deteccion sistematica de la BA
tiene dos indicaciones claras: antes de la cirugia
urolégica y en la semana 16 del embarazo. También
se recomienda su deteccion en los primeros 6 meses
post-trasplante renal.

2.1.4 Infecciones urinarias recurrentes. Se
clasifican en recidivas y reinfecciones. Las recidivas
son debidas a la persistencia de la cepa original en
el foco de infeccion. Representan el 20% de las
recurrencias, ocurren en general en las primeras
semanas tras la aparente curacion y la persistencia
del microorganismo en general es debida a un
tratamiento antibiético inadecuado o demasiado
corto, a la existencia de una anomalia genitourinaria,
o al acantonamiento de las bacterias en un lugar
inaccesible para el antibidtico (litiasis renal o
prostatitis crénica). Las reinfecciones son nuevas
infecciones causadas o bien por la misma cepa o
bien por una cepa distinta. Todos los factores que
complican la IU predisponen a la reinfeccién. Por ello
son  especialmente frecuentes en  mujeres
postmenopausicas, en portadores de sonda
permanente, varones con adenoma de prostata, etc.
Ademas, padecen reinfecciones aproximadamente
un 20% de las mujeres jévenes que presentan un
primer episodio de cistitis. Su perfil es el de una
mujer sana, sin ninguna anomalia del tracto urinario,
que presenta cistitis sintomaticas que cursan a
brotes, es decir periodos con episodios frecuentes,
seguidos de periodos silentes.

2.1.5 Infecciones wurinarias en el vardn. En
varones, la IU deberia ser considerada como
indicador de una anormalidad urolégica subyacente y
practicarse una evaluacion urolégica. Ante un varén
con fiebre, leucocituria y sin anormalidades en la via
urinaria, la pielonefritis aguda y sobre todo, por su
frecuencia, la prostatitis, deben ser consideradas. La
presencia de dolor prostatico o en flanco renal posee
una sensibilidad y especificidad muy baja para
localizar la infeccion, por lo que la gammagrafia con
leucocitos marcados parece ser una mejor
herramienta. La localizacion topografica es
importante puesto que de ella dependera la duracién
del tratamiento. Una IU recurrente, con recurrencias
en cortos intervalos de tiempo y por la misma cepa,
sugiere un foco bacteriano, siendo el mas frecuente
la prostatitis cronica.

2.1.6 Infecciones urinarias en la infancia. La IU es
un problema frecuente e importante en la infancia.
En niflos menores de dos afios la mayoria de IU
cursan con fiebre y por tanto se asume que se trata
de pielonefritis, aunque con frecuencia se hace dificil
la distincion entre esta y la cistitis. Los nifios mayores
de esta edad suelen presentar sintomas urinarios,
aunque no tan comunmente como los adultos. Hasta
los 5 afios de edad pero de manera especial hasta
los 2, la consecuencia méas grave y frecuente de la
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pielonefritis son las cicatrices renales. La mayoria
desaparecen con el tiempo o no tienen
consecuencias, pero un 20-30% de pacientes
desarrollan cuando son adultos hipertension vy
disfuncion renal.

La prevalencia de BA a los 10 meses de edad es
de un 2,5% en nifios y de un 0,9% en nifas,
disminuyendo después del afo en varones pero no
en ninas. Se estima que un 5-10% de nifas
presentan al menos un episodio de BA antes de los
10 afos; en la mayoria desaparece
espontaneamente o cambia el microorganismo, pero
en otras persiste durante meses. Al contrario de lo
que sucede en la embarazada, en nifios con tractos
urinarios normales la BA no supone riesgo para el
desarrollo de pielonefritis ni de cicatrices renales, por
lo que no se recomienda su despistage sistematico.
Se estima que en nifios menores de dos afos con
fiebre la prevalencia de IU es aproximadamente del
7%, aunque esta varia con la edad y el sexo y en
ninos entre 2 y 19 afos con sintomas urinarios y/o
fiebre es del 7,8% (95% CI 6,6-8,9). La prevalencia
es maxima en varones menores de 1 afo y en nifias
menores de 4, presentando estas ultimas tasas de 2
a 4 veces mayores que la de los nifios. Los nifios no
circuncidados con fiebre presentan una prevalencia
de IU de 4 a 8 veces superior a la de los
circuncidados.

El reflujo vesicoureteral (RVU) es la anomalia
uroldgica mas frecuente en la infancia. Los nifios con
RVU presentan elevado riesgo de IU recurrente. Se
cree que el RVU constituye el mayor factor de riesgo
para desarrollar pielonefritis y cicatrices renales, sin
embargo esta asociacién no ha sido demostrada en
algunos estudios.

2.2 ETIOLOGIA

La etiologia de la IU no es lineal, sino que varia
dependiendo del tipo de infeccion, de la existencia o
no de factores predisponentes, de los tratamientos
antimicrobianos previos, y del ambito de adquisicion,
es decir comunitario o nosocomial. La gran mayoria
de episodios estan producidos por microorganismos
que provienen del colon y por tanto la microbiota
fecal del paciente condiciona en gran medida la
etiologia de la IU. El resto de IU tienen una etiologia
exdgena, por microorganismos introducidos en las
vias urinarias durante su manipulacién. La PA de
origen hematégeno es rfara, y suele estar producida
por Staphylococcus aureus y levaduras.

La cistitis y la pielonefritis en la mujer joven sin
factores de riesgo y en la embarazada estan
producidas casi exclusivamente por Escherichia coli
(Tabla 1). Aunque E. coli sigue siendo el agente mas
frecuente en las IU  complicadas, otros
microorganismos como Enterococcus spp o Proteus
spp, adquieren un mayor protagonismo. En el
sondado, el espectro es similar al de la U
complicada, aunque Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus spp. y levaduras son relativamente
frecuentes. En este estudio, el 1% de las IU no
complicadas fueron polimicrobianas, porcentaje que
aumento al 14% en las IU complicadas y al 30% en
IU asociada a sondas.

Los cocos grampositivos juegan un papel menor,
Staphylococcus saprophyticus causa cistitis en
mujeres jovenes sexualmente activas y el resto de
los estafilococos en pacientes con
instrumentalizacion urinaria, especialmente sondas
permanentes. Las IU por levaduras se observan en
portadores de sondas permanentes y/o con
antibioticoterapia previa. Los estreptococos del grupo
B se aislan en pacientes con patologia subyacente
(cirrosis, neoplasias), y en gestantes en las que con
frecuencia su aislamiento indica una colonizacion
vaginal mas que wuna IU. Corynebacterium
urealyticum (CDC grupo D2) causa cistitis
incrustantes por cristales de estruvita en pacientes
sometidos a cirugia urologica. Los adenovirus,
especialmente el tipo 11 y el virus BK pueden causar
cistitis hemorragica en nifios y en los pacientes
hematolégicos, respectivamente. Los anaerobios
raramente son patégenos urinarios; su aislamiento
indica la presencia de una fistula enterovesical. La
patogenicidad de Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis y Gardnerella vaginalis es
discutible, por lo que su aislamiento debe ser
valorado municiosamente.

En mujeres joévenes sexualmente activas con
sindrome uretral agudo, piuria y orina estéril debe
investigarse Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae y virus herpes simplex (VHS). Asimismo
en pacientes adultos con piuria y orina estéril debe
investigarse a Mycobacterium tuberculosis.

Si la etiologia se contempla desde el ambito
comunitario, en el estudio “Etiologia de la infeccion
urinaria baja adquirida en la comunidad y resistencia
de Escherichia coli a los antimicrobianos de primera
linea. Estudio nacional multicéntrico”, realizado entre
febrero y junio del 2006, en el que se estudiaron
orinas procedentes de pacientes de ambos sexos y
todas las edades, con sospecha clinica vy
confirmacion microbioldgica de infeccion complicada
0 no complicada del tracto urinario bajo, adquirida en
la comunidad, los agentes etiologicos mas
frecuentes fueron: E. coli 71%, Klebsiella spp 6,8%,
Proteus spp 6,6% y Enterococcus spp 5,5%, como
puede observarse en la tabla 2.

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE LOS
PATOGENOS URINARIOS

La resistencia a los antibioticos es un problema de
gran importancia en la infeccién urinaria, ya que
incrementa tanto su morbilidad como los costes que
genera. EI desarrollo de resistencias en los
patdgenos urinarios es constante y diverso segun las
zonas, dependiendo en gran medida del consumo de
antimicrobianos. Debe tenerse en cuenta que los
datos de sensibilidad publicados sobre uropatégenos
pueden sobredimensionar los porcentajes de
resistencias, ya que se realizan en base a
infecciones en las que se solicita cultivo,
correspondientes fundamentalmente a infecciones
complicadas o resistentes al tratamiento.



Tabla 1. Agentes etiolégicos de la infeccidn urinaria.

CISTITIS NO | PIELONEFRITIS 9] IU ASOCIADA A
COMPLICADA NO COMPLICADA SONDAS
n=105 COMPLICADA n=104 n=100
n =105
E. coli 86% 90% 51% 34%
Klebsiella spp 3% 1% 11% 9%
Citrobacter spp
Enterobacter spp 1% 2% 5% 6%
Serratia spp
Proteus spp
Morganella spp 5% 2% 13% 15%
Providencia spp
Pseudomonas spp 1% 8% 19%
A. baumannii 1% 1%
Estreptococo grupo D 2% 1% 20% 19%
Estreptococo grupo B 1%
S. aureus 4%
S. epidermidis 2% 5%
S. saprophyticus 4% 1%
Levaduras 1% 18%
Polimicrobiano
(= 2 microorganismos) 1% 1% 14% 30%

Datos procedentes del Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.

Tabla 2. Agentes etioldgicos de 3.055 infecciones urinarias bajas adquiridas en la comunidad. Estudio realizado
en 15 laboratorios ubicados en 9 Comunidades Auténomas de Espana.

En las
importancia el conocimiento de los mecanismos y las
tasas de resistencia en E. coli, microoganismo
responsable de wuna amplia mayoria de las
infecciones urinarias. En Espafia, en los estudios
realizados en la dUltima década (tabla 3), se
encontraron tasas elevadas de resistencia (por
encima del 10-20%, considerado segun diversos
autores valores limites que desaconsejan la
utilizacion como terapia empirica) a amoxicilina,

|_\|u mero de (%)
aislamientos
Escherichia coli 2199 (70,8)
Klebsiella spp 211 (6,8)
Citrobacter spp 31 (1,1)
Enterobacter spp 54 (1,8)
Serratia spp 5 (0,2)
Morganella morganii 25 (0,8)
Proteus mirabilis 198 (6,4)
Proteus spp 6 (0,2)
Pseudomonas aeruginosa 45 (1,4)
Otros bacilos gramnegativos 5 (0,2)
Total 2782 (89,6)
Staphylococcus aureus 18 (0,6)
Staphylococcus saprophyticus 34 (1,1)
Staphylococcus coagulasa (-) 13 (0,4)
Enterococcus spp 171 (5,5)
Streptococcus agalactiae 78 (2,5)
Streptococcus spp 9 (0,3)
Total 323 (10,4)
infecciones urinarias es de especial cotrimoxazol y quinolonas. Los porcentajes de

resistencia de E. coli a la ampicilina fueron muy
elevados (superiores al 60%), superando el 36% en
todas las comunidades autonomas, en todos los
grupos de edad y en ambos sexos (tabla 3). La
resistencia al cotrimoxazol se estimé en un 32%,
cifra ligeramente inferior a la de un estudio previo en
2000 (33,8%). La resistencia global de E. coli a
ciprofloxacino fue elevada (23,9%) y con importantes
diferencias geograficas: desde el 12,9% hasta el
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37,3%; es importante sefalar el impacto que la edad
y el sexo tienen en la tasa de resistencias a las
fluoroquinolonas, con porcentajes significativamente
mas elevados en pacientes mayores y tasas de
resistencia inferiores en mujeres. El porcentaje de
cepas resistentes al acido nalidixico, superior al 30%
y con variaciones inter-territoriales entre el 20 y el
50%, es un dato de gran importancia, ya que esta
resistencia detecta mutaciones primarias en las
topoisomerasas, primer paso en la resistencia a
fluoroquinolonas, que se produce tras mutaciones
sucesivas.

Tanto para la nitrofurantoina como la fosfomicina,
dos antibiéticos de uso terapéutico especifico en
infecciones urinarias, las tasas de resistencia fueron
bajas: la nitrofurantoina con un 3,8% y pocas
variaciones entre las comunidades auténomas
(excepto Asturias con un 13,0%). Los porcentajes de
resistencia a la fosfomicina fueron incluso inferiores
(1,7%), aunque habian aumentado de forma
significativa desde el 2000 (0,9%); no se observaron
diferencias valorables en relacion con el sexo, la
edad o la distribucion geografica de los pacientes.

La amoxicilina-acido clavulanico y las
cefalosporinas de segunda y tercera generacion
presentaron porcentajes de resistencia inferiores al
10%. La utilizacion masiva de amoxicilina-acido
clavulanico en infecciones de Ila comunidad
condiciona que debamos estar muy atentos al
desarrollo de resistencias a este antibiotico. Se han
descrito varios mecanismos en E. coli: problemas de
permeabilidad, produccion de p-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), hiperproduccion de su -
lactamasa cromosomica de clase C o de enzimas
plasmidicas de amplio espectro (TEM-1 y SHV-1,
ampliamente distribuidas en esta especie, en la que
son responsables de la resistencia a

aminopenicilinas) o la presencia de enzimas
plasmidicas que condicionan resistencia a
inhibidores, y que pueden ser de clase C (AmpC), de
clase D (OXA) o de clase A (IRT), enzimas éstas
ultimas derivadas de TEM-1 o con menor frecuencia
de SHV-1, en las que las mutaciones puntuales
determinan resistencia a los inhibidores normalmente
activos frente a esta clase enzimatica (acido
clavulanico o tazobactam).

La resistencia a cefalosporinas de amplio espectro
en E. coli se debe fundamentalmente a la produccién
de BLEE; este mecanismo de resistencia, en general
de codificacién plasmidica, se ha identificado en los
ultimos anos en un numero creciente de cepas,
incluso de origen comunitario. Su prevalencia en
cepas de E. coli uropatégenos en nuestro pais
(2006), se establecié en el 5,2%, con importantes
variaciones geogréficas (del 0,8 al 18,4%). Las BLEE
condicionan un serio problema terapéutico ya que
confieren resistencia a todos los [-lactamicos,
excepto cefamicinas y carbapenemas. Ademas, los
plasmidos que las codifican contienen con frecuencia
genes de resistencia para otras familias de
antimicrobianos, encontrandose un alto porcentaje
de resistencias cruzadas con cotrimoxazol vy
quinolonas. En estas cepas con BLEE la resistencia
a amoxicilina-acido clavulanico es variable, y algunas
presentan bajas CMIs; en este caso, dados sus altos
niveles en orina, puede utilizarse este antibiético en
cistitis no complicadas. En los ultimos afos han
comenzado a describirse cepas portadoras de -
lactamasas de codificacion plasmidica que
condicionan resistencia también a cefamicinas y/o
carbapenemas: AmpC vy carbapenemasas; es
necesario reconocer este tipo de cepas, dado su
potencial epidemiolégico y su peligrosidad en la
limitacion de las opciones terapéuticas.

Tabla 3. Porcentajes de resistencia de los aislados de Escherichia coli (total nacional y rango entre comunidades
auténomas) en 2006 y su comparacion con los porcentajes de resistencia observados en el 2000.

2006 2000
Resistentes / % Rango entre Resistentes / %
total estudiadas comunidades autbnomas total estudiadas
Fosfomicina 38/2189 1,7 0,7-44 7/745 0,9
Ampicilina 860/1418 60,7 36,8 - 67,3 283/531 53,3
Amox-clavul. 178/2189 8.1 44 -18,3 50/747 6,7
Cefixima 83/1119 6,9 1,1-20,3 10/590 1,7
Cefurox. axet. 189/2116 8,9 1,5-19,9
Cotrimoxazol 702/2192 32,0 23,0-37,3 252/746 33,8
Nitrofurantoina 81/2163 3,8 1,5-13,0
Ac. nalidixico 448/1299 34,5 19,9 -49,3
Ciprofloxacino 460/1925 23,9 12,9 -37,3 135/ 747 18,1

Abreviaturas utilizadas: Amox-clavul. (amoxicilina-acido clavulénico); Cefurox.axet (cefuroxima axetilo); Ac.nalidixico (4cido

nalidixico)

La menor incidencia de otras especies
condiciona el que existan pocos datos de
resistencias en cepas exclusivamente de origen
urinario. En un estudio multicéntrico realizado en
Brasil y varios estados europeos, incluido Espafa,
entre 2003 y 2006 en mujeres con cistitis no
complicadas, se encontraron pocos problemas de

resistencia en S. saprophyticus, con resistencia
natural a fosfomicina y resistencia adquirida
Unicamente a la ampiciina en un 36% y a
cotrimoxazol en el 10% de las cepas. En cuanto a
otras enterobacterias, comparando con los datos de
E. coli, las cepas de Klebsiella pneumoniae
(intrinsecamente resistentes a amoxicilina)
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presentaban porcentajes de resistencia superiores
para nitrofurantoina, fosfomicina y cefalosporinas
(5,6% de cepas productoras de BLEE, frente al 1,7%
en E. coli); en P. mirabilis se encontraron niveles de
resistencia inferiores frente a [-lactamicos vy
superiores frente a otras familias antibidticas.

Las crecientes tasas de resistencia que muestran
los patdgenos urinarios representan un grave
problema, que debe paliarse con una eleccion
racional de los tratamientos antimicrobianos
empiricos (basada en el conocimiento de los datos
epidemioldgicos locales) y con una vigilancia
exhaustiva de la aparicién de nuevos mecanismos
de resistencia y de resistencias de bajo nivel.

2.4 PATOGENIA

En condiciones normales, la orina y las vias urinarias
son estériles, mientras que la uretra distal esta
colonizada por microbiota cutanea y vaginal:
corynebacterias, estreptococos, estafilococos,
lactobacilos, etc., pudiendo en ocasiones y de forma
transitoria, albergar a E. coli u otros bacilos
gramnegativos. Previamente a un episodio de IU se
produce una colonizacién vaginal y periuretral
persistente a partir de microorganismos que
provienen del colon. Desde estas localizaciones un
pequefio numero de bacterias ascienden a la vejiga y
mas excepcionalmente a la pelvis y al parénquima
renal. Estas bacterias son eliminadas por el flujo y
las propiedades antibacterianas de la orina y en
menor medida por la presencia de IgA secretora y los
escasos leucocitos polimorfonucleares presentes en
la superficie vesical. Si dichas bacterias no pueden
ser eliminadas, se inicia o bien una colonizacion
(adhesion del microorganismo al uroepitelio, su
reproduccién y eliminacién por orina) o bien una
infeccién (implica lesidon del epitelio vesical),
dependiendo presumiblemente del equilibrio entre la
virulencia de la bacteria, el tamafio del in6culo, los
mecanismos defensivos locales y la presencia o no
de alteraciones anatémicas o funcionales del tracto
urinario.

2.4.1 Factores predisponentes de infeccién
urinaria. Los factores de riesgo asociados a la
infeccion del tracto urinario son cambiantes
dependiendo fundamentalmente de la edad, los
habitos sexuales y las condiciones fisioldgicas vy
anatomicas del mismo. En el intervalo de edad
comprendido entre los 15 y los 50 anos, los
principales factores son el coito, el uso de diafragma
y/o espermicida, la antibioticoterapia previa, madre
con infecciones de repeticion, antecedentes de IU en
la infancia y el fenotipo no secretor, que
genéticamente determina que la mucosa urinaria sea
mas susceptible a la adherencia de las
enterobacterias. Entre los 50 y los 70 afios los
factores predisponentes comprenden la deplecién
estrogénica, la cirugia urogenital, la incontinencia
urinaria, el cistocele, el residuo postmiccional, el
estatus no secretor y la historia previa de 1U. A partir
de los 70 afos, la incontinencia urinaria, la sonda
permanente, la cirugia urogenital, el deterioro del

estado mental y el tratamiento con antimicrobianos
son los factores predisponentes mas frecuentes.
2.4.2 Escherichia coli. Filogenia y virulencia. La
filogenia y la virulencia de un microorganismo
condicionan en gran medida su potencial para
establecer una infeccion. No todas las cepas de E.
coli poseen la misma capacidad para infectar el
aparato urinario. En E. coli se han identificado 4
grupos filogenéticos a los que se denomina A, B1,
B2 y D. Las cepas comensales derivan en su
mayoria de los grupos A y B1 y poseen muy pocos
factores de virulencia. Estas cepas constituyen el
nucleo de la microbiota fecal, estan adaptadas a una
pacifica convivencia con el huésped, no producen
enfermedad intestinal y solo causan infeccion
extraintestinal cuando existen factores
favorecedores. Las cepas de E. coli patégenos
extraintestinales (ExPEC), entre los que se incluyen
los uropatdégenos, derivan principalmente del grupo
B2 y en menor medida del D y albergan genes que
codifican factores extraintestinales de virulencia. Las
infecciones que producen pueden afectar a casi
todos los o6rganos y localizaciones anatémicas,
excepto el tracto intestinal. Los aislados de E. coli del
grupo B2 producen el 69% de las cistitis, el 67% de
las pielonefritis y el 72% de las sepsis urinarias.
Estos EXPEC uropatégenos son tanto mas virulentos
cuanto mas factores de virulencia concurren en ellos.
De los conocidos actualmente, los mas importantes
son los que figuran en la tabla 4. Los genes
responsables de los factores de virulencia se
encuentran en el cromosoma bacteriano agrupados
en fragmentos de ADN muy particulares
denominados “islas de patogenicidad” o PAI. Estas
PAIl poseen un gran tamafo (entre 20-200 kb) y un
contenido G+C y un codon usage distinto al resto
del ADN de la bacteria. En E. coli se han descrito 7
PAI, cada una codificando distintos factores, aunque
algunos pueden coincidir en mas de una PAI. Una
misma cepa de E. coli puede albergar diversas PAI.
2.4.3 Microbiota fecal. Dinamica de |las
poblaciones de Escherichia coli. Dado que la gran
mayoria de episodios de IU estan producidos por
microorganismos que provienen del colon, la flora
fecal del paciente condiciona en gran medida la
etiologia de la IU. En las heces de personas sanas
coexisten una media de 3 clones distintos de E. coli,
con un rango de 1 a 9. Predominan los E. coli de los
grupos filogenéticos A (33%) y D (31%), seguidos
por el B1 (19%) y B2 (17%).

Sin embargo el 36% de mujeres albergan al menos
un clon B2, los cuales suelen comportarse como los
clones dominantes y exhiben un gran potencial
virulento. Aproximadamente en el 90% de mujeres
con cistitis no complicada producida por E. coli, el
clon urinario esta presente en las heces ya sea solo
0 acompafado de otros clones.



Tabla 4. Principales factores de virulencia de E. coli

fimbrias P: alelos I, 1l y llI

. . Lo fimbria tipo 1
Adhesinas: Fimbriadas fimbria F1C
fimbria S
adhesina del antigeno Dr
No fimbriadas (adhesinas X) adhesina AFA | y AFA1II
adhesina M
Toxinas: Hemolis!na’ . .
Factor citotdxico necrotizante
Toxina citoletal distensiva
Sistemas de captacion Aerobactina
de hierro (sider6foros):  Yersiniabactina
Invasinas: Invasina del endotelio cerebral
Capsula K1, K2, K13, K5,

Mecanismos evasores Antigenos O
de las defensas del
huésped:

06, 04, 01, 02, 018, 083, O7

Resistencia al suero: proteina
TraT, plasmido Col V

En las heces de estas mujeres la prevalencia de
poblaciones es distinta a la de las mujeres sanas,
predominando el grupo A (38%), seguido del B2
(33%), D (16%) y B1 (13%), pero lo mas llamativo es
que la proporcion de mujeres que albergan un clon
B2 se incrementa hasta un 71%, asociandose a
abundancia, dominancia, pauciclonalidad y gran
virulencia. Todo ello sugiere que la colonizacién fecal
por E. coli B2 puede promover la abundancia del
mismo y la pauciclonalidad y ello contribuir a las
posteriores etapas de la patogénesis de la IU.

2.4.4 Infecciones urinarias recurrentes. Las
mujeres jévenes Yy sin factores de riesgo que sufren
recurrencias poseen con gran frecuencia el serotipo
no secretor de grupos sanguineos y expresan, en las
membranas de sus células epiteliales, dos unicos
globdsidos: sialosil-galglobdsido (SGG) y disialosil-
galglobdsido (DSGG), que no son expresados por
las mujeres secretoras y que actian como
receptores de E. coli uropatéogenos. En estas
mujeres la mayoria de recurrencias estan producidas
por la misma cepa de E. coli. Entre episodios esta
cepa podria acantonarse o bien en el intestino, ya
que en estos periodos con frecuencia se encuentra
la cepa reinfectante en heces o bien en el interior de
las células superficiales de la vejiga donde crearian
biofilms o pods, que contendrian bacterias bafiadas
en una matriz rica en polisacaridos y rodeadas por
una envoltura de uroplactina.

En mujeres posmenopausicas, la falta de
estrogenos predispone a las IU recurrentes. Se ha
demostrado que en ellas la administraciéon de
estradiol disminuye de manera significativa el
numero de episodios de IU, a la vez que aumenta la
poblacién vaginal de Lactobacillus spp. y disminuye
la de enterobacterias.

2.45 Infecciones urinarias en el paciente
sondado. En el paciente sondado los
microorganismos pueden entrar en el aparato
urinario durante la insercion de la sonda, lo que

ocurre en el 1% en personas sanas y en el 30% en
ancianos, o mientras el paciente esta sondado. En
este ultimo caso los microorganismos ascienden por
via intraluminal, siendo mas frecuente en hombres y
en circuitos abiertos o por via extraluminal, siendo
mas frecuente en mujeres y en circuitos cerrados. La
bacteriuria aumenta proporcionalmente al tiempo del
sondaje, y los agentes etiolégicos de la IU varian
ligeramente segun se trate del sexo masculino o
femenino, debido a que el reservorio en la mujer es
su microbiota fecal, mientras que en el hombre es la
microbiota ambiental. Muchas de las caracteristicas
tanto etioldogicas como patogénicas de la IU en el
paciente sondado se deben a que los
microorganismos construyen alrededor de la sonda
un biofilm, intra y/o extraluminal, en el que
posteriormente quedan secuestrados.

2.4.6 Microbiota vaginal normal. Papel protector
de Lactobacillus spp. El uso de probiéticos para el
control de la IU y para reestablecer la ecologia
vaginal estd ganando aceptacion como una
alternativa a la terapia antibiética convencional.

Todas las situaciones en las que existe una
alteracion de la microbiota vaginal normal
consistente en una disminucion de la poblacién de
Lactobacillus spp. y un aumento de la de E. coli y
otros  uropatégenos  (menopausia, vaginosis
bacteriana, utilizacién del espermicida nonoxinol-9 u
otros, antibioticoterapia, etc.), se relacionan con un
aumento de la frecuencia de IU. Ello enfatiza el
importante papel que juega Lactobacillus spp. como
arbitro del ecosistema vaginal y en la prevencion de
la IU.

Lactobacillus spp. protege a la vagina frente a la
colonizacién por uropatdégenos fundamentalmente
porque interfiere la adherencia de los mismos al
epitelio vaginal al bloquear sus receptores y porque
inhibe su multiplicacion mediante la produccidon y
excrecion H2O»2, acido lactico y bacteriocinas. No

todas las cepas de Lactobacillus spp. expresan estas
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propiedades con la misma intensidad, sino que
existen enormes diferencias entre especies e incluso
entre cepas de una misma especie. Algunos
lactobacilos se adhieren avidamente a las células del
epitelio vaginal, otros bloquean eficientemente la
adherencia al mismo de los uropatdgenos y otros
inhiben su crecimiento, siendo estas propiedades
independientes y acumulativas en una determinada
cepa. Ademas, una misma cepa de Lactobacillus
spp. puede exhibir diferentes capacidades
bloqueantes e inhibidoras frente a distintos
uropatégenos.

De todo ello se deduce que para que un probiotico
sea eficaz debe estar constituido por cepas de
Lactobacillus spp. que expresen estas propiedades.
Hasta hoy han sido realizados muy pocos ensayos
clinicos con cepas bien caracterizadas y todavia no
se han llegado a resultados concluyentes.

3. RECOGIDA DE MUESTRAS

La orina en la vejiga es un liquido estéril. Sin
embargo, es facil su contaminacion durante la
miccidon a través de la uretra con microbiota del
periné, uretra o vagina. Por ello es muy importante
dar instrucciones claras al paciente para realizar una
recogida adecuada de la muestra:

- Siempre que sea posible recoger la primera
orina de la mafana, para que permanezca en la
vejiga toda la noche o al menos 4 horas. Esta
medida disminuye el numero de falsos
negativos.

- No se debe forzar la ingesta de liquidos para
que el paciente realice la miccion. Una toma
excesiva de liquidos diluye la orina y disminuye
el recuento de colonias por mL.

3.1 RECOGIDA DE LA ORINA POR MICCION
MEDIA ESPONTANEA
Aunque clasicamente se ha insistido en la
importancia de realizar una limpieza exhaustiva de
los genitales externos antes de la recogida de la
orina, se ha demostrado que en mujeres, con o sin
sintomas de infeccién urinaria, este lavado no
disminuye la contaminacién de la muestra. También
se ha comprobado que la limpieza de los genitales
masculinos no mejora la deteccién de bacteriuria.
Por ello, se deben dar al paciente las siguientes
instrucciones:
- Las mujeres deben mantener los labios mayores
separados mientras comienzan la miccion. Deben
desechar la primera parte de la miccion (orina
uretral) y recoger la miccién media sin interrumpir el
flujo de la orina, colocando el recipiente de forma
adecuada para la recogida de la muestra. La
recogida de la orina por miccion media debe
evitarse durante la menstruacion.
- Los varones deben mantener el prepucio retraido
mientras comienzan la miccién. Al igual que las
mujeres, deben desechar la primera parte de la
miccién y recoger la miccion media sin interrumpir
el flujo de la orina, colocando el recipiente de forma
adecuada.

- La recogida de orina se debe realizar en un
recipiente de plastico estéril, de boca ancha, sin
fugas y el paciente debe cerrarlo correctamente.
Nunca se debe recoger la orina de un recipiente,
orinal o similar, donde el paciente haya realizado la
miccion previamente.

3.2 RECOGIDA DE LA ORINA POR SONDAJE
VESICAL

En algunas ocasiones, sobre todo en nifios, es
necesario realizar un sondaje vesical para la
recogida de orina. En estos casos, la técnica debe
ser realizada por personal entrenado y con métodos
asépticos para evitar el riesgo de introducir
microorganismos en la vejiga. Una vez introducida la
sonda, desechar los 15-30 mL iniciales de orina y
recoger el flujo siguiente. La orina se recogera en un
tubo de plastico estéril 0 en un recipiente estéril de
boca ancha.

3.3 RECOGIDA DE LA ORINA EN PACIENTES CON
SONDA PERMANENTE

Desinfectar el cono de la sonda con etanol al 70%,
recoger asépticamente 5-10 mL de orina utilizando
una aguja y jeringuilla y transferirla a un tubo o
recipiente estéril. Una forma alternativa es utilizar un
colector de Vacutainer con aguja para recoger la
muestra directamente en un tubo de vacio sin
anticoagulante. Nunca se debe recoger orina de la
bolsa de la sonda. El cultivo de la punta de la sonda
debe ser rechazado; si se acepta, los resultados
deben ser interpretados como control microbioldgico
de la microbiota uretral y no es posible realizar una
cuantificacion.

3.4 RECOGIDA DE LA ORINA EN BOLSA
ADHESIVA

Este tipo de recogida de orina se utiliza sobre todo
en niflos pequenos, cuando se quiere descartar una
infecciéon urinaria, antes de utilizar métodos mas
agresivos. Para muchos autores sélo tiene valor para
descartar cultivos negativos, ya que con este
método, los cultivos positivos son de dificil
interpretacién y es necesario confirmarlos utilizando
otros métodos de recogida, como el sondaje vesical
o la puncion suprapubica.

Se debe realizar un lavado cuidadoso de los
genitales y el area perineal, especialmente en los
varones la zona del balano, una vez que se ha
retraido el prepucio. Después se coloca la bolsa de
plastico o colector estéril para la recogida de la orina.
Si la miccidon no se ha realizado en una hora, se
repiten las indicaciones anteriores colocando una
nueva bolsa. Una vez obtenida la orina hay que
cortar la bolsa por la esquina de abajo y transferirla a
un recipiente estéril o alternativamente, y para evitar
posibles contaminaciones por la manipulacion,
introducirla en un recipiente de boca ancha y enviarla
rapidamente al laboratorio.



3.5 RECOGIDA DE LA ORINA POR PUNCION
SUPRAPUBICA

Este método es el preferible para el diagnostico de
certeza de infeccion urinaria en niflos pequenos,
cuando los resultados de los cultivos de orina
obtenidos por otros métodos son de dificil
interpretacion o cuando se sospechan como causa
de infeccion bacterias anaerobias.

Este método siempre debe realizarlo personal
entrenado. Antes de realizar la punciéon se debe
asegurar de que la vejiga esté llena y se pueda
palpar, después desinfectar la zona de la piel de
forma correcta, proceder a la realizacién de la
puncién y aspiracién con una aguja o jeringuilla.
Transferir la orina a un tubo estéril.

3.6 RECOGIDA DE LA ORINA EN SITUACIONES
ESPECIALES

En determinadas circunstancias, debido a
situaciones clinico-quirurgicas del paciente o a la
necesidad de realizar un diagndstico etiolégico de
una determinada entidad clinica, la muestra de orina
debe ser recogida de forma especial.

- Prostatitis. El diagnéstico de la prostatitis
bacteriana se confirma con cultivos cuantitativos
y comparativos de diferentes fracciones de la
orina y la secrecion prostatica o semen. Para ello
se puede realizar el test de Meares y Stamey o el
de Nickel, que seran comentados en la seccion
de prostatitis.

-Conducto ileal. Se debe quitar el dispositivo
externo y limpiar el estoma con etanol al 70%,
seguido de povidona yodada y eliminar ésta
limpiando de nuevo con alcohol. Una vez limpio
el estoma, introducir una sonda doble mas alla de
la fascia y recoger la orina. Transferir la orina a
un tubo estéril.

4. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

El transporte de las orinas al laboratorio debe
realizarse lo antes posible. Si no pueden ser
enviadas al laboratorio en las 2 primeras horas de su
recogida, pueden conservarse en nevera hasta 24
horas, pero nunca se deben congelar.

Si las muestras no pueden ser conservadas en
nevera y el transporte al laboratorio se retrasa mas
de 2 horas se deben utilizar tubos de transporte con
conservantes, por ejemplo tubos con 0,5 mL de
acido borico con glicerol o con acido borico sodico
liofilizado. Los tubos deben ir rellenos con al menos
3 mL de orina para evitar un efecto inhibidor en los
microorganismos. Existen en el comercio unos
equipos de recogida de orina, que consisten en un
recipiente de boca ancha con un dispositivo de vacio
en la tapa para el llenado del tubo con conservante.
No se deben utilizar tubos con conservante si la
muestra se va a procesar para cultivo de
micobacterias, virus, hongos o para deteccion de
parasitos.

Una vez procesadas las muestras, pueden
conservarse en nevera un maximo de 48 horas para

realizar, en caso que sea necesario, posibles
confirmaciones de los resultados.

5. MANEJO DE LA MUESTRA EN SU RECEPCION
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Las muestras de orina que llegan al laboratorio
deben cumplir con las normas establecidas para la
aceptacién de muestras. Las orinas deben estar bien
identificadas, acompafiadas de su volante en papel o
de su peticion de solicitud electrénica, perfectamente
cumplimentados. Ademas se debe comunicar al
laboratorio el método de recogida de la orina vy
cualquier otra informacion que sea imprescindible
para la interpretacion de los resultados.

6. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

El diagndstico microbiolégico de la IU no siempre es
facil, por lo que debe sustentarse en tres pilares: 1)
El urocultivo, que permite cuantificar e identificar los
agentes causales y estudiar su sensibilidad a los
antibioticos. Ademas, en crecimientos
polimicrobianos, permite discernir si se trata de una
mezcla de bacterias propias de la microbiota
periuretral y vaginal, que indican mala recogida de la
muestra, o de un predominio de bacilos
gramnegativos propios de la IU complicada. 2) El
examen de los elementos formes de la orina, que
informa  de la presencia de leucocitos
polimorfonucleares que traducen dafio tisular y/o
presencia de células del epitelio escamoso vy
microorganismos de la microbiota periuretral y
vaginal que indican malas condiciones en la recogida
de la orina. 3) La sintomatologia clinica, mucho mas
sensible y especifica en jovenes sin factores
predisponentes que en ancianos. Actualmente en
muchos centros, el diagndstico y el motivo de la
solicitud del urocultivo pueden ser captados de la
historia informatizada.

Sin embargo, en laboratorios con un alto numero
de muestras es imposible el cultivo de cada una de
ellas. Se hace dificil de precisar lo que se considera
un alto numero de muestras y depende en gran parte
de las condiciones de cada laboratorio. Una cifra
indicativa podria ser por encima de las 100-150
muestras diarias. En estas instituciones se impone
descartar las orinas con bacteriuria no significativa o
negativas mediante sistemas automatizados vy
cultivar solo aquellas positivas.

Entre los sistemas automatizados existen los que
exclusivamente detectan bacteriuria y los que
detectan simultdneamente bacterias, leucocitos,
hematies, células y otros elementos. Se deberia
entender por orina negativa y que por tanto no
precisa de cultivo posterior, aquella que carece de
bacteriuria y de leucocituria. Consecuentemente o
bien hay que utilizar un sistema que mida ambos
parametros o dos sistemas que se complementen.

Desgraciadamente, el diagnéstico microbioldgico
de la IU es una prueba que en muchas ocasiones
escapa del ambito propiamente dicho de las
unidades de microbiologia, integrandose en
plataformas de laboratorio general o con pruebas de
diagnéstico inmediato (point of care) por parte de los
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clinicos. Estos enfoques, que a primera vista podrian
parecer adecuados desde el punto de vista de la
eficiencia, adolecen en muchas ocasiones de una
falta de rigor en base a los criterios de interpretacion
y/o fiabilidad de las pruebas utilizadas.

Actualmente existen una amplia variedad de
meétodos con capacidad de detectar bacteriuria y/o
piuria, que se exponen a continuacion.

6.1. DETECCION DE LA BACTERIURIA POR
MICROSCOPIA

La bacteriuria se puede detectar mediante
microscopia usando observacion en fresco o
mediante tincion de Gram, es ésta ultima la técnica
mas implantada. La tincion de Gram de la orina sin
centrifugar suministra informacién inmediata sobre la
naturaleza de la infeccién y consecuentemente sirve
de guia al clinico a la hora de seleccionar el
tratamiento empirico. Sin embargo, esta importante
ventaja va acompafiada de inconvenientes,
principalmente  su baja  sensibilidad para
concentraciones por debajo de 10° ufc/mL, que la
invalida en el diagndstico de la IU no complicada
donde recuentos entre 10° y 10* ufc/mL pueden ser
frecuentes y la circunscribe casi exclusivamente a
pacientes con sospecha de pielonefritis aguda donde
es muy importante el conocimiento de la naturaleza
del microorganismo infectante y cabe esperar
concentraciones bacterianas altas.

Técnicamente, la tincion de Gram es un método
simple, un volumen de entre 0,01 y 0,05 mL se
extiende en un portaobjetos de vidrio, se seca al aire,
se tifle y se examina mediante objetivo de inmersion
(x1000). Si se observan al menos una bacteria por
campo en la preparacion, su concentracién en orina
debe ser de entre 10* y 10° ufc/mL. Sin embargo, no
es una técnica bien estandarizada y existen
diferentes criterios para considerar la prueba como
positiva. Debido a lo anteriormente expuesto, no
existe uniformidad en la literatura respecto a su
utilidad. En adultos donde el valor de la bacteriuria
puede ser controvertido, el valor de la tincidon de
Gram es poco util y en general no se considera una
prueba adecuada por su baja sensibilidad en
poblacién general. Sin embargo, probablemente es
util en el diagnéstico de la IU sintomatica en
gestantes y nifios menores de 5 afios donde el valor
de la bacteriuria es poco discutible, en menores de
tres meses con sindrome febril, donde la
sintomatologia urinaria es inexistente o dificil de
detectar y en general en la sospecha de pielonefritis.
En el caso particular de los lactantes menores de
tres meses es donde la técnica ha sido mas
extensamente evaluada encontrandose que la
presencia de al menos una bacteria en la orina no
centrifugada tefida por Gram ofrece la mejor
combinacion de sensibilidad (93%) y porcentaje de
falsos positivos (5%) a la hora de predecir la
positividad del cultivo.

6.2 DETECCION DE LA BACTERIURIA BASADA EN
LA ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA

La bacteriuria se puede detectar cuando las
bacterias presentes en la orina son capaces de
reducir los nitratos a nitritos. Su capacidad esta
limitada a la presencia de microorganismos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, pero
no es util en casos de infeccién por Pseudomonas
spp, Enterococcus spp. o S. saprophyticus, los
cuales no producen nitrato reductasa.

La presencia de nitritos es altamente especifica de
bacteriuria (96,6-97,5%) con un valor predictivo
positivo del 94% pero su sensibilidad es baja (0-
44%) en base a lo comentado anteriormente.
Ademas, la prueba requiere orina de primera hora de
la mafiana, ya que al menos son necesarias cuatro
horas de permanencia de la orina en la vejiga para
obtener niveles detectables.

6.3 DETECCION DE PIURIA POR MICROSCOPIA
La piuria puede ser detectada y cuantificada
microscépicamente mediante recuento en una
camara cuentagldbulos, tincion de Gram o
microscopia directa a partr de muestras
centrifugadas o no centrifugadas. Sin embargo, el
método de referencia para la cuantificacion de la
piuria es la medida de la tasa de excrecion
leucocitaria que generalmente no es una técnica que
se pueda aplicar al estudio rutinario (es necesaria
orina de 24 horas). Existe una buena correlacion
entre la tasa de excrecidn leucocitaria y la presencia
de bacteriuria, tasas de 24x10° leucocitos/hora
tienen una sensibilidad del 95% y una especificidad
del 100% respecto a la presencia de bacteriuria
significativa. Como desde el punto de vista del
trabajo de rutina es una prueba poco adecuada,
generalmente se sustituye por el recuento en camara
cuentaglébulos, donde se observa que al menos 10
leucocitos/mm?® se correlacionan con estas tasas de
excrecion. Ademas, en camara cuentaglobulos
recuentos de 10° ufc/mL en pacientes con infeccion
del tracto urinario sintomatica se correlacionan con al
menos 10 leucocitos/mm®. Esta correlacion también
ha sido estudiada en otras situaciones demostrando
que en muestras obtenidas por puncién suprapubica
o cateterizacion en mujeres con disuria, recuentos =
a 10° ufc/mL se correlacionaban con al menos 8
leucocitos/mm?. Sin embargo, en la préactica diaria el
recuento esta restringido al de los leucocitos en el
sedimento de la orina centrifugada el cual, al no
estar estandarizado, es dificil de correlacionar con el
nivel de bacteriuria. Ademas, debido a que los
leucocitos de deterioran con facilidad si la muestra
no se conserva adecuadamente, parece que su
utilidad principal es su empleo en infeccién grave,
principalmente pielonefritis donde la presencia de
cilindros leucocitarios pueden ser de ayuda al
diagnéstico.



6.4 DETECCION DE PIURIA MEDIANTE PRUEBAS
QUE DETECTAN ESTERASA LEUCOCITARIA
Debido a las razones expuestas, la mayoria de los
laboratorios usan pruebas rapidas de leucocito
esterasa como marcador subrogado del recuento de
leucocitos. Los leucocitos humanos producen al
menos 10 proteinas con actividad esterolitica, estas
proteinas reaccionan con ésteres substratos
produciendo derivados alcohol y acidos, los cuales
reaccionan con otros compuestos presentes en la
tira produciendo una reaccién colorimétrica
cuantificable en base a la cantidad de esterasa. Su
ventaja principal es la capacidad de detectar en la
orina tanto esterasas provenientes de leucocitos
intactos como esterasas libres presentes después de
la lisis celular por una mala conservacion de la
muestra. Sin embargo las prueba de la esterasa
leucocitaria puede arrojar falsos positivos en
muestras contaminadas por flujo vaginal o
Trichomonas vaginalis, los cuales pueden actuar
como fuentes de esterasas. Ademas en muestras
con elevada densidad o niveles altos de glucosa,
proteinas, acido ascorbico o acido oxalico también
pueden producirse interferencias en la prueba y
arrojar resultados falsos positivos. Adicionalmente,
antibidticos del grupo de las cefalosporinas y
tetraciclinas pueden interferir con la prueba. Aspecto
importante a destacar, es el efecto del acido bérico
empleado como conservador en muchos sistemas de
transporte de orina y que también puede interferir en
la reaccion. En base a lo anterior las pruebas de
esterasa leucocitaria tienen en general baja
sensibilidad y especificidad, bajo valor predictivo
positivo, aunque su valor predictivo negativo es alto.

6.5 DETECCION SIMULTANEA DE LA ACTIVIDAD
DE LA NITRATO REDUCTASA Y ESTERASA
LEUCOCITARIA

Muchos sistemas comerciales son capaces de
detectar simultaneamente nitritos y esterasa
leucocitaria, como indicadores de la presencia de
bacteriuria y piuria. Existen numerosas evaluaciones
sobre la capacidad de ambas pruebas en simultaneo
a la hora de detectar una infeccion del tracto urinario,
pero en conjunto son poco comparables por la poca
homogeneidad de los estudios. En general se puede
deducir que cuando se evaliuan simultaneamente
mejora la capacidad de detectar una infeccion del
tracto urinario, sobre todo cuando la bacteriuria es
importante. La deteccion simultdnea de nitritos y
esterasa leucocitaria sirve principalmente para
descartar una bacteriuria en base a un resultado
negativo, ya que sensibilidad es baja, pero su
especificidad alta, con alto valor predictivo negativo.

6.6 DETECCION DE BACTERIURIA 0]
BACTERIURIA Y PIURIA MEDIANTE SISTEMAS
AUTOMATICOS

Existen en el mercado diferentes sistemas que
permiten cribar rapidamente las orinas con
bacteriuria y/o piuria significativa y seleccionarlas
para realizar un cultivo convencional. El sistema Iris
IQ200 asocia la citometria de flujo a un sistema de

captura de imagenes digitales y posterior
reconocimiento mediante un software basado en
redes neuronales. El sistema Sysmex UF-1000
también utiliza la citometria de flujo clasificando las
particulas presentes en la orina en funcién de su
intensidad de fluorescencia previa tincién con dos
colorantes: fenantridina con apetencia por los &cidos
nucléicos, y carbocianina con afinidad por los
fosfolipidos de las membranas celulares y las
mitocondrias, impedancia eléctrica y angulo de
dispersion tras incidencia de un haz de luz laser.
Este sistema emplea un canal separado para el
recuento de bacterias. El sistema automatico
Cellenium 160US utiliza sondas fluorescentes
altamente especificas capaces de unirse a bacterias,
levaduras y leucocitos acoplado a un sistema de
analisis computerizado de imagen, con un umbral de
deteccion de bacterias de 10* ufc/mL. El sistema
Coral UTI Screen se fundamenta en la capacidad del
ATP bacteriano en presencia del sistema enzimatico
luciferin-luciferasa de emitir luz, cuya intensidad es
proporcional a la cantidad de ATP y en consecuencia
a la concentracion de bacterias en la orina.

Las evaluaciones de estos sistemas en general
demuestran su utilidad para el cribado. El sistema Iris
IQ200 presenta una sensibilidad del 68%, una
especificidad del 80%, un valor predictivo positivo del
60% y un valor predictivo negativo del 86% respecto
al cultivo convencional. EI sistema UF1000i,
empleando un punto de corte de 125 bacterias/pL,
presenta una sensibilidad del 87% (IC 95%, 78-
94%), una especificidad del 79% (IC 95%, 71-86%),
un valor predictivo positivo del 72% (IC 95%, 61-
80%) y un valor predictivo negativo del 92% (IC 95%,
84-96%) respecto al cultivo convencional con punto
de corte 100.000 ufc/mL. Empleando adicionalmente
un punto de corte de 40 leucocitos/uL la sensibilidad
respecto al cultivo convencional (punto de corte
100.000 ufc/mL) es del 99% (IC 95%, 88-100%), la
especificidad del 77% (IC 95%, 61-88%), el valor
predictivo positivo del 82% (IC 95%, 67-91%) y el
valor predictivo negativo del 98%(IC 95%, 84-99%).
El sistema Cellenium 160US, comparado también
con el cultivo convencional, muestra una sensibilidad
del 89,5%, una especificidad del 94,4%, un valor
predictivo positivo del 81% y un valor predictivo
negativo del 97,1%. El sistema Coral UTIl Screen
cuando se compara con el cultivo presenta una
sensibilidad del 86% (IC 95%, 80,6-91,2%), una
especificidad del 75,5%, un valor predictivo positivo
del 45% y un valor predictivo negativo del 95,9%.

En general y en base a las evaluaciones anteriores
se puede deducir que la sensibilidad y especificidad
de los distintos sistemas automaticos dependen del
punto de corte empleado para discriminar bacteriuria
significativa y este aspecto debe ser localmente
determinado en base a la poblacién a estudiar.
Algunos sistemas como el UF-1000i permiten la
utilizaciéon de distintos puntos de corte simultaneos si
el sistema se conecta a una base de datos local que
suministre informacion sobre la edad y procedencia
del paciente. En general, estos sistemas tienen un
umbral de linealidad de entre 1.000 y 10.000
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bacterias/mL, aceptable para la mayoria de las
situaciones. Un aspecto a considerar es la poca
capacidad de estos sistemas de discriminar orinas
contaminadas, aunque suministran graficas de
lectura que podrian ayudar a determinar la
naturaleza del microorganismo y orientar la etiologia.
Dado el buen valor predictivo negativo de estos
sistemas, su utilidad principal es la discriminacion
entre las orinas negativas y las consideradas
positivas y el envio de estas Uultimas a cultivo
convencional (aproximadamente el 30-40% de las
recibidas).

6.7 DETECCION DE BACTERIURIA MEDIANTE
METODOS MOLECULARES

Actualmente han aparecido en el mercado sistemas
comerciales capaces de detectar los principales
microorganismos causantes de infeccion urinaria
mediante métodos moleculares. La plataforma
Seegene UTI ACE Detection asocia una PCR
multiplex a un sistema de hibridacién en fase soélida
capaz de detectar los 6 principales uropatégenos (E.
coli uropatoégeno, Proteus mirabilis, K. pneumoniae,
S. saprophyticus, P. aeruginosa y Enterococcus
faecalis). Actualmente existen pocas evaluaciones
de este sistema en la practica diaria.

6.8 DETECCION DE BACTERIURIA MEDIANTE EL
CULTIVO DE LA ORINA

El cultivo de orina sigue siendo la técnica
imprescindible y de eleccion para el diagnéstico de la
infeccion del tracto urinario, no solo porque ayuda a
documentar la infeccion sino porque es necesario
para identificar el microorganismo infectante (aspecto
importante en los episodios recurrentes y en el
conocimiento de la epidemiologia de la infeccién) y
su sensibilidad antibiética (aspecto importante para
la seleccion del tratamiento y para la realizacion de
guias de terapia empirica a partir de datos
acumulados).

Debe realizarse de forma semicuantitativa usando
asas calibradas de 0,01 o 0,001 mL (dependiendo
del nivel de recuento que sea necesario). Con este
método se obtiene informacion sobre el numero de
ufc/mL del microorganismo presente en la muestra y
ademas proporciona colonias bien aisladas para su
identificacién y pruebas de sensibilidad antibidtica.
Otros métodos como la inoculaciéon por inmersion
mediante laminocultivos (dipslides), inoculaciéon por
tecnologias multipunto o por impregnacion de tiras
de papel de filtro estéril no se recomiendan para uso
rutinario aunque podrian ser utiles en circunstancias
determinadas y de acuerdo a protocolos locales. Ver
PNT-UR-01 de este procedimiento.

6.8.1 Medios de cultivo. Los medios de cultivo
empleados de forma rutinaria pueden ser de tres
tipos: medios no selectivos asociados a medios
selectivos de enterobacterias (agar sangre y agar
MacConkey), medios diferenciales adaptados a la
identificacibn de microorganismos causantes de
infecciéon urinaria como el CLED (medio cistina
lactosa electrolito deficiente) y medios diferenciales
no selectivos cromogénicos. Cada uno tiene ventajas

e inconvenientes y su utilizacién debe ser valorada
por el microbidlogo. El empleo de un medio no
selectivo como el agar sangre permite un buen
crecimiento y discriminacion de  bacterias
grampositivas y levaduras asi como una mala
diferenciacion de bacterias gramnegativas. Debido a
lo anterior, siempre se complementa con un agar
selectivo MacConkey capaz de discriminar las
bacterias gramnegativas segun su capacidad de
fermentar la lactosa y morfologia. En ambos medios
no se inhibe la formaciéon de swarming por parte de
Proteus spp. El agar CLED, proporciona una buena
discriminacion entre bacterias gramnegativas sobre
la base de la fermentacion de la lactosa y morfologia,
y debido a su baja concentracion de electrolitos
inhibe el swarming del Proteus spp, aunque el
crecimiento de algunas bacterias grampositivas
puede ser pobre (sobre todo Streptococcus
agalactiae y algunos Staphylococcus coagulasa
negativa). Los medios cromogénicos contienen
mezclas de substratos que producen distintos
compuestos coloreados después de su degradacién
por enzimas bacterianas especificas del tipo B-
glucosidasas o  [B-D-galactosidasas. Ademas
contienen triptéfano y fenilalanina capaces de
detectar la presencia de ftriptéfano desaminasa.
Estos medios facilitan la identificacién presuntiva de
E. coli (B-galactosidasa), Enterococcus spp. (B-
glucosidasa), grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia
(B-glucosidasa), y grupo Proteus-Morganella-
Providencia (triptéfano desaminasa). Como regla
general, y a excepcion de E. coli cuya identificacion
se confirma inmediatamente con una prueba rapida
de indol, la identificacion de las otras especies
bacterianas debe ser confirmada, de lo contrario
especies como E. cloacae o Citrobacter spp podrian
ser identificados como E. coli. Dado que E. coli
representa un porcentaje muy alto de los
aislamientos, los medios cromogénicos pueden
obviar la identificacion de mas del 50% de los
aislamientos urinarios.

Cuando se compara la siembra clasica sobre agar
sangre y MacConkey con la efectuada en agar CLED
o en distintas formulaciones de medios
cromogénicos, los tres tipos tienen similar capacidad
de crecimiento y recuperacién de enterobacterias,
aunque esta disminuye en las bacterias
grampositivas (el crecimiento puede ser pobre)
especialmente Streptococcus agalactiae, algunos
Staphylococcus coagulasa negativa y levaduras.
Adicionalmente, la capacidad de recuperacion
bacteriana de los medios cromogénicos puede diferir
entre distintos preparados comerciales. Por otro lado,
los medios cromogénicos tienen la ventaja de que
los cultivos mixtos se detectan con facilidad.

6.8.2 Inoculaciéon de los medios. Para obtener un
recuento semicuantitativo la orina debe ser
previamente homogeneizada (moviéndola con
suavidad para evitar la formaciéon de espuma). Se
emplean asas de plastico o asas metalicas no
ferrosas (niquel-cromo o platino) calibradas para
contener 0,01 6 0,001 mL de orina. Para la obtencion
del volumen adecuado es importante introducir el
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asa inmediatamente por debajo de la superficie
liquida y ascenderla verticalmente. Una vez tomada
la muestra se lleva en todo su volumen a la
superficie del agar haciendo una estria a través del
centro. El indculo se disemina en angulos rectos
respecto a la estria primaria; luego la placa se gira
90° y se disemina el inéculo hasta cubrir toda la
superficie. Existe una variante de siembra, menos
exacta para el recuento, pero implantada en muchas
unidades de microbiologia que consiste en realizar
una estria en el centro de la placa y posterior
diseminacién perpendicular de ésta. Bajo ciertas
circunstancias (sobre todo como control de calidad
de la siembra), es aceptable sembrar una placa con
asa de 0,01 mL y otra con asa de 0,001 mL y
comparar los recuentos. Si bien las asas estan
calibradas para aportar el volumen indicado, la
exactitud puede variar con un porcentaje de error de
150%. En particular con el asa de 0,001 mL, la toma
de la muestra de forma vertical desde envases de
boca estrecha puede aportar hasta un 50% del
volumen indicado para el asa, sin embargo la toma
horizontal con un angulo de 45° desde envases de
boca ancha puede aportar hasta un 150% del
volumen indicado. En base a lo anterior, el
microbidlogo debe estar al tanto de estos errores
potenciales y segun el envase en que se reciben las
orinas formar a su personal técnico en la forma
idénea de manejo de la muestra.

La siembra de mas de una muestra de orina por
placa no es un procedimiento aceptable por la
posibilidad de contaminacién y debe ser siempre
evitado aunque existan guias que recogen este
procedimiento.

6.8.3 Condiciones de incubacién de los cultivos.
Los cultivos de orina deben ser incubados a 35-37°C
en atmdsfera aerdbica antes de ser interpretados. La
mayoria de bacterias causantes de infeccién urinaria
se pueden poner en evidencia en 18-24 horas, en
este contexto no tiene sentido prolongar la
incubacion mas alla de las 24 horas. En casos
determinados, bacterias exigentes, deficientes o
cultivo negativo o cuando se documenta la presencia
de bacterias en la tincion de Gram podria ser
necesario extender el periodo de incubacion a las 48
horas.

6.8.4 Lectura de los cultivos. Las placas deben ser
examinadas para su valoracién después del tiempo
adecuado de incubacion (este aspecto es importante
para orinas sembradas durante la tarde o noche).
-Cultivos sin crecimiento: si las placas no
presentaran crecimiento después del tiempo
adecuado de incubacién, el cultivo debe considerase
como negativo, excepto: orinas obtenidas por
puncién suprapubica, cuando se haya especificado
cultivo de levaduras, ya que no todas crecen bien en
24 horas, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos
0 cuando aparezcan colonias muy pequenas. En
todos estos casos se prolonga la incubacion otras 24
0 48 horas.

-Cultivos con crecimiento: es importante discriminar
entre especies con capacidad uropatégena
(Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, otros bacilos

gramnegativos, Enterococcus spp., estreptococos [3-
hemoliticos, levaduras, S. aureus, S. saprophyticus,
etc., de aquellas especies que generalmente
representan microbiota urogenital o cutanea
(Lactobacillus spp, difteroides distintos de C.
urealyticum, Streptococcus del grupo Vviridans
distintos de A. urinae y Bacillus spp.) que no se
consideraran valorables, aunque siempre debe
considerarse en el contexto clinico del paciente.

Se deben valorar los posibles morfotipos presentes
y realizar el recuento de colonias para cada una de
las posibles especies, para ello debe multiplicarse el
namero de colonias por el factor de dilucion
empleado.

Volumen de asa Recuento de colonias
empleado en la

siembra
0,001 mL 1 colonia = 10° ufc/mL (10° ufc/L)
0,01 mL 1 colonia = 10% ufc/mL (10° ufc/L )

Aunque el sistema internacional de unidades se ha
implantado en muchas facetas de la microbiologia
clinica, no se emplea de modo habitual para valorar
los recuentos de los urocultivos. De hecho la mayoria
de los articulos utilizan la nomenclatura clasica para
definir la bacteriuria significativa. A modo de ejemplo,
10° ufc/mL equivalen a 10° ufc/L, 10* ufc/mL a 10’
ufc/L, etc y podria ser interesante su conocimiento
en base a estandarizar los informes.

La causa principal de piuria y cultivos negativos es
el tratamiento antibidtico previo. Ante pacientes sin
antibioticoterapia previa, sintomas urinarios, piuria y
orina estéril, puede indicarse la repeticion del
urocultivo inoculando un mayor volumen. Ademas
puede indicarse investigacion de micobacterias,
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae.
6.8.5 Criterios para interpretacion de resultados.
Los criterios clasicos de interpretacion descritos por
Kass en los que se consideran significativos
recuentos de >10" ufc/mL pueden ser aplicados a la
mayoria de las muestras en las que se solicita el
cultivo. Sin embargo, en determinadas circunstancias
se admite la existencia de IU con recuentos muy
inferiores como son:

- En orinas obtenidas por punciéon suprapubica o
que proceden del rifidn, cualquier recuento es
indicativo de infeccion.

- En mujeres jévenes con sindrome miccional y
leucocituria, se considera significativo el

hallazgo de >1 02 ufc/mL.
- En varones en los que la obtencién de orina es
menos susceptible de contaminarse, son

significativos recuentos de >1 03 ufc/mL.
- En orinas obtenidas por sondaje vesical, se

consideran significativos recuentos 3103 ufc/mL
de cualquier microorganismo en cultivo puro.
En situaciones diferentes a las anteriormente

descritas, un recuento 5104 ufc/mL se considera
7



como no significativo. Recuentos bajos (<10 ufc/mL)
de microorganismos normalmente encontrados en la
piel o genitales externos o internos se consideran
contaminantes.

Los cultivos de crecimiento mixto en pacientes con
IU no complicada adquirida en la comunidad,
probablemente indican contaminacion de microbiota
fecal y se pueden informar como “Flora mixta;
posible contaminacion. Sugerimos una recogida
apropiada de la orina, con una entrega a tiempo al
laboratorio, si existe una indicacion clinica”. Sin
embargo, estos cultivos mixtos en pacientes
sondados, hospitalizados o en pacientes mayores de
>65 afos deben ser valorados con cautela y en
algunas ocasiones requieren contactar con el clinico
para realizar una correcta interpretacion. Ver PNT-
UR-01 de este procedimiento.

6.9 ESTUDIO DE LA
ANTIMICROBIANA

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos
a los antimicrobianos (antibiograma) es importante
en la eleccién del tratamiento frente a un proceso
infeccioso. Pueden utilizarse diferentes métodos,
entre los que destacan, en el laboratorio de
microbiologia clinica, la difusion con discos y la
microdilucién. El método de difusién con disco (Kirby-
Bauer) es un método cualitativo bien estandarizado
que presenta las ventajas de una gran flexibilidad en
la eleccion de los antibidticos estudiados, bajo coste
y facil realizacioén; su principal problema es que la
lectura e interpretacion de los resultados es lenta,
especialmente si se procesan un gran numero de
muestras, lo que en la actualidad se puede mejorar
con la utilizacién de sistemas de lectura digital
mediante ordenador. La aparicién de sistemas
automatizados o] semiautomatizados ha
incrementado el uso de las técnicas de microdilucion,
cuya principal ventaja es la de ofrecer valores
cuantitativos, concentracion minima inhibitoria o CMI,
y su inconveniente es la obligatoriedad de adaptarse
al estudio del panel de antibioticos que decide el
laboratorio fabricante. La eleccién del método en
cada laboratorio depende de criterios organizativos,
econdmicos, de versatilidad y de necesidad de
determinar valores de CMI. Con cualquiera de las
técnicas, la informacién que se genera se traduce en
categorias clinicas (sensible, intermedio o resistente)
que predicen la eficacia clinica de un antimicrobiano,
siguiendo criterios establecidos por diferentes
comités.

Clasicamente, el numero antibiéticos estudiados en
las infecciones urinarias no complicadas era muy
limitado. En la actualidad el incremento, tanto en las
tasas de resistencia como en la diversidad de los
mecanismos que las condicionan, hace aconsejable
el estudio de un numero suficiente de
antimicrobianos, que incluya antibidticos de interés
clinico (para determinar el tratamiento adecuado
para el caso particular) y también otros antibiéticos
necesarios para una lectura interpretada del
antibiograma, que permitan inferir los posibles
mecanismos de resistencia. Ejemplo de este ultimo

RESISTENCIA

grupo serian, en gramnegativos, las asociaciones de
cefalosporinas con inhibidores de B-lactamasas (para
la identificacion de los aislamientos con beta-
lactamasas de espectro extendido —-BLEE-), el
aztreonam (Util en la deteccién de las metalo-3-
lactamasas) o la cefoxitina para la deteccion de
cepas productoras de B-lactamasas de tipo AmpC o
con defectos en la permeabilidad; este ultimo
compuesto también se utiliza actualmente en la
deteccion de cepas de estafilococo con resistencia a
la meticilina. Con respecto a los antibiéticos con
utilidad clinica, en el antibiograma de patégenos
urinarios deben incluirse antimicrobianos especificos
para este tipo de infeccion (nitrofurantoina,
fosfomicina y quinolonas de primera generacion) y
antibioticos de utilidad general en cualquier tipo de
infeccion: B-lactamicos, aminoglucésidos,
cotrimoxazol y fluoroquinolonas, seleccionados
segun el tipo de microorganismo (Ver PNT-UR-02 de
este procedimiento). El estudio de un numero
elevado de antibiéticos no implica que la informacién
que deba transmitirse incluya todos ellos, sino solo
aquellos con utilidad clinica y de modo selectivo y
gradual, reservando la informacién sobre antibiéticos
de amplio espectro a los casos en que constituyan la
Unica alternativa terapéutica.

En el antibiograma de difusion en disco es
importante establecer un orden adecuado en la
colocacién de los antibidticos, especialmente en los
B-lactamicos, que permita evidenciar interacciones
entre ellos caracteristicas de distintos mecanismos;
por ejemplo la amoxicilina-acido clavulanico al lado
de cefalosporinas de tercera generacion (C3G) para
la identificacion presuntiva de las BLEE o la
cefoxitina o imipenem y las C3G para detectar la
induccion de la resistencia condicionada por las
enzimas AmpC.

Para los sistemas automaticos y semiautomaticos,
se ha elaborado un consenso entre los grupos
GEMARA (Grupo de Estudio de los Mecanismos de
Accion y Resistencia a los Antimicrobianos) y
MENSURA (Mesa Espafiola de Normalizacion de la
Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos),
sobre las caracteristicas y prestaciones generales
minimas que deben tener, y que son las siguientes:
1. Disponibilidad del resultado de la identificacion de
los microorganismos, necesaria para realizar la
lectura interpretada del antibiograma y la inferencia
de los mecanismos de resistencia. 2. Incorporacion
de una aplicaciéon informatica que interprete los
valores de CMI obtenidos (o en su caso los halos de
inhibicién) y establezca las categorias clinicas,
sensible, intermedio y resistente. El programa debe
permitir aplicar diferentes criterios, incluyendo los
recomendados por EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing), CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute). 3. Incorporacion
de sistemas expertos para la lectura interpretada del
antibiograma. 4. Conexién bidireccional con el
Sistema de Informacién del Laboratorio (SIL) para
recibir datos necesarios para la gestion de los
resultados, sobre todo con fines epidemiologicos y
programas de control de infeccion, y para transmitir
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los datos de sensibilidad. En este documento se
propone también una  seleccion de las
concentraciones de antibidticos que deben
estudiarse, y que deben incluir como minimo las
concentraciones criticas o puntos de corte utilizados
para la definicion de las categorias clinicas de
sensible, intermedio y resistente establecidas por
EUCAST, CLSI. Ademas, seria conveniente
introducir alguna otra concentracién, por debajo del
punto de corte de la resistencia, para detectar cepas
con CMI por encima de las habituales en las cepas
salvajes, con el objetivo de facilitar la vigilancia
epidemioldgica y la deteccion de mecanismos de
resistencia con bajo nivel de expresion.

En ocasiones, a pesar de todas estas premisas en el
disefio del estudio de sensibilidad habitual, es
necesario recurrir a pruebas fenotipicas especificas
para la deteccion de algunos mecanismos de
resistencia:

- Para la deteccién de las BLEE es necesario
confirmar la sinergia entre el acido clavulanico y
las cefalosporinas de tercera generacién, con la
utilizacion de tiras de E-test (E-test ESBL
screen), el estudio comparativo de los halos de
inhibicion de discos de C3G sin y con la
adiccion de inhibidores o la prueba de sinergia
en doble disco. Esta prueba presenta un alto
grado de especificidad, excepto en cepas
hiperproductoras de SHV-1 o de enzima
cromosomica de clase A, como K. oxytoca, C.
koseri o P. vulgaris, en los que puede haber
resultados falsos positivos. En cuanto a su
sensibilidad se puede incrementar con la
inclusion de mas de una C3G, con la inclusion
de cefepima y aproximaciéon de los discos a 2
cm (para una mejor deteccion en especies con
B-lactamasa de clase C) o realizdndola con un
inoculo superior al habitual en los estudios de
sensibilidad, en los casos de enzimas con bajo
nivel de expresion fenotipica.

- Otras pruebas de sinergia utiles para la
deteccion de mecanismos de resistencia son: la
sinergia de carbapenemas con EDTA en las
metalo-B-lactamasas o la de C3G con &acido
borénico o cloxacilina para las AmpC. Excepto
en unas pocas especies (P. mirabilis o
Klebsiella spp.), el fenotipo de resistencia
condicionado por una [-lactamasa de tipo
AmpC plasmidica es indistinguible de Ila
hiperproduccion de la enzima cromosémica, la
unica diferencia fenotipica que ha sido descrita
es el salto de colonias dentro de los halos de
inhibicién de las C3G y monobactamas en el
caso de las enzimas plasmidicas.

La realizacion de antibiograma directamente de la
orina sélo se recomienda si en la tincién de Gram
realizado directamente de la orina se observa la
presencia de un solo microorganismo con recuento
significativo. En este caso, la lectura del
antibiograma debe realizarlo un microbiélogo con
experiencia, que pueda detectar cultivos mixtos. Este
metodo no esta estandarizado, pero aporta una

informacion rapida al clinico. Posteriormente se
confirmara con una prueba de sensibilidad estandar.

7. INFORMACION DE RESULTADOS

La informacién emitida por el laboratorio debe ser
exacta y clara, no dando Ilugar a falsas
interpretaciones. Debe contener los elementos
necesarios que ayuden al clinico en la interpretacion
del resultado, es decir debe contener el resultado de
la investigacion de los elementos formes de la orina
realizada mediante microscopia u otro sistema y el
resultado del cultivo.

Si se utilizan sistemas de cribado para descartar
las orinas negativas se informara del resultado
obtenido por este sistema, y se anadira que no
procede el cultivo de la misma en términos similares
a “Cultivo no indicado. Si los sintomas persisten o
recurren, remitir nueva muestra indicando Ia
necesidad del cultivo”.

En el resto de orinas o cuando no se utilicen
sistemas de cribado, se informara del nimero de
leucocitos PMN y de hematies por mL o por litro (y
del rango de normalidad de los mismos) y de la
presencia de células epiteliales. Opcionalmente se
puede informar de otros elementos como bacterias,
levaduras, etc. Aunque esta informacion puede
causar confusion con los resultados del cultivo.

En cuanto al cultivo:

- Si no se observa crecimiento o este no es
significativo se informara como “Cultivo
negativo”o “Crecimiento no significativo”.

- Si se observa un recuento significativo de un
solo microoganismo se informara del mismo con
la identificacion de la bacteria y la sensibilidad a
los antibioticos apropiados.

- En los cultivos mixtos en los que se valoren
todos los morfotipos presentes en el medio de
cultivo, se informara el recuento de cada
microorganismo por separado, seguido de su
identificacion y sensibilidad.

- Los cultivos mixtos en los que no se valore
ningun morfotipo, se informaran con el recuento
en ufc/mL, seguido por alguna aclaracién, como
puede ser “Flora mixta; posible contaminacion.
Sugerimos una recogida apropiada de la orina,
con una entrega a tiempo al laboratorio, si
existe una indicacién clinica” o como
“Crecimiento no significativo”.

- Si se observa solo microbiota de la piel o
urogenital se puede informar como “flora normal
urogenital”.

8. PROCEDIMIENTOS ADICIONALES A REALIZAR
EN SITUACIONES ESPECIALES

8.1 PROSTATITIS, EPIDIDIMITIS Y ORQUITIS

Las infecciones de proéstata, epididimo y testiculos
son infecciones frecuentes, que plantean dificultades
tanto en su diagndstico como en su tratamiento. Los
microorganismos infectantes suelen provenir del
tracto urinario inferior infectado y por tanto suelen ser
los causantes de las infecciones urinarias o las
infecciones de transmision sexual. Las orquitis
suelen estar causadas por virus, que llegan por via
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hematogena. Es muy importante un correcto
diagnéstico microbiolégico para evitar recidivas,
aunque este solo se alcanza en una minoria de los
casos.

8.1.1 Prostatitis. Es la enfermedad urolégica mas
frecuente en varones menores de 50 afios y la
tercera (después de la hiperplasia benigna y el
cancer de prostata) en mayores de esta edad. Se
estima que afecta a un 5-10% de varones. En 1995
los National Institutes of Health de EEUU
propusieron una revision de la clasificacion de
prostatitis de Stamey y Meares (1968) y Drach
(1978), consistente en clasificarla en 4 categorias:
prostatitis bacteriana aguda, prostatitis bacteriana
crénica, sindrome de dolor pélvico cronico y
prostatitis inflamatoria asintomatica. Sélo a las 2
primeras entidades se les reconoce una etiologia
infecciosa. El sindrome de dolor pélvico croénico
acompafiado con frecuencia de molestias urinarias
y/o eyaculatorias y con una prostata normal al tacto
rectal se presenta en la gran mayoria de pacientes
con sintomas prostaticos. Dentro de él se reconocen
2 subgrupos, uno inflamatorio (que equivaldria a la
prostatitis crénica no bacteriana de la clasificacion
tradicional) y otro no inflamatorio (equivaldria a la
prostatodinia). Se define como inflamatorio cuando
se observan 10-15 PMN/campo en la secrecion
prostatica o cuando esta o la orina postmasaje
prostatico presentan un recuento de leucocitos
significativamente superior al de la orina premasaje,
siempre con cultivos negativos. Se han sugerido
varias causas, como el fallo en la detecciéon de las
bacterias responsables, etiologia autoinmune,
alérgica, disfunciones neuromusculares e incluso
problemas psicolégicos.

En ausencia de factores predisponentes, sélo los
E. coli con alto potencial virulento son capaces de
causar una prostatitis. Se ha demostrado que estos
E. coli poseen una media de factores de virulencia
superior a la media de los E. coli productores de
pielonefritis. La mayoria son capsulados y producen
hemolisina y CNF-1. Sin embargo poseen fimbrias P
en menor proporcion que los productores de
pielonefritis (53% vs. 73%), lo que sugiere que estas
fimbrias son menos importantes para producir la
invasion de la préstata que la infeccion del
parénquima renal.

8.1.1.1 Prostatitis bacteriana aguda. Suele
debutar bruscamente con fiebre y escalofrios,
acompafiados de sintomas urinarios como
disuria, polaquiuria y dolor perineal. El tacto
rectal revela una prostata muy dolorosa, tensa e
inflamada. En mas del 80% de los casos E. coli
es el agente causal, seguido de Klebsiella spp.,
Proteus spp. y otros uropatégenos. Cuando no
ocurre de forma espontanea sino en pacientes
intervenidos quirirgicamente, portadores de
sonda urinaria, etc. hay que considerar a P.
aeruginosa, S. aureus y Candida spp.
(especialmente en diabéticos). N. gonorrhoeae y
C. trachomatis pueden ser causa de prostatitis
aguda; en estos casos suele haber el

antecedente de uretritis y con frecuencia existe
una orquiepididimitis concomitante.

El diagndstico microbiolégico se realiza
mediante el cultivo del chorro medio de orina y un
hemocultivo. ElI masaje prostatico esta
contraindicado por el riesgo de provocar o
intensificar la bacteriemia. Si se sospecha N.
gonorrhoeae o C. trachomatis puede obtenerse
secrecion uretral o un primer chorro de orina. El
procesamiento de estas muestras en el
laboratorio de microbiologia se detalla en el PNT-
UR-03 de este procedimiento. Para evitar
recidivas, se recomienda administrar tratamiento
antibidtico durante 4-6 semanas cuando se trata
de un uropatogeno, y durante 10 dias en caso de
un agente de transmision sexual.
8.1.1.2 Prostatitis bacteriana cronica. Es una
infeccion larvada y prolongada de la glandula
prostatica. Suele estar asociada o ser
consecuencia de una prostatitis aguda no curada
adecuadamente, de una infeccién urinaria, una
uretritis o epididimitis. Puede manifestarse de
forma continua o por episodios, entre los cuales
el paciente esta asintomatico y la palpacién
prostatica suele ser normal. Los sintomas son
mas leves que en la prostatitis aguda y se
caracterizan por dolor perineal o pélvico, dolor de
espalda bajo, dolor testicular y molestias al orinar
o al eyacular. En ocasiones hay hematuria,
turbidez de la orina e incontinencia. A la
exploracion puede apreciarse una préstata
hiperplasica y sensible, con zonas induradas e
irregulares. Con frecuencia la Unica
manifestacion es una IU recurrente. E. coli es el
agente etiolégico méas frecuente y causa
aproximadamente el 75-80% de los episodios.
Otros organismos, incluyendo otros bacilos
gramnegativos, enterococos y C. trachomatis han
sido asociados a infeccién cronica. Algunos
microorganismos fastidiosos pueden jugar un
importante papel, asi Ureaplasma urealyticum se
ha detectado en el 13% de pacientes. Raramente
han sido involucrados hongos o M. tuberculosis.

Alrededor de un 30% de prostatitis crénicas
recidivan, incluso tras tratamientos antibioticos
adecuados. Estas recidivas generalmente estan
causadas por la misma cepa bacteriana que suele
conservar su sensibilidad antibiética inicial.

El diagnéstico microbioléogico de la prostatitis
cronica se basa en el test de Meares y Stamey, que
consiste en la obtencion de 4 muestras: a) el primer
chorro de orina, que traducira los microorganismos
presentes en la microbiota de la uretra anterior; b) el
chorro medio que refleja los microorganismos
presentes en la vejiga; c) la secrecion prostatica
emitida tras la realizacién de un masaje prostéatico
por via ftransrectal, donde los microorganismos
presentes seran de origen prostatico. La realizacién
de este masaje supone muchos inconvenientes para
el paciente y con frecuencia es dificil obtener
secrecion prostatica. Algunos especialistas proponen
substituirla por semen obtenido por el propio
paciente tras masturbacién; y d) orina postmasaje,
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emitida espontaneamente tras el masaje prostatico o
la masturbacion; con frecuencia esta muestra suele
obviarse. En la actualidad tiende a utilizarse el
método simplificado de Nikel, que consiste en
obtener dos muestras de orina, una premasaje y otra
después de un masaje prostatico vigoroso.

El procesamiento de estas muestras en el
laboratorio de microbiologia se detalla en el PNT-UR-
03 de este procedimiento. La valoracion de los
resultados no siempre es clara, planteando a
menudo muchas dudas. Se considera que existe una
prostatitis cuando la cantidad de ufc/mL es diez
veces superior en secrecion prostatica, semen o
orina postmasaje que en primer o en el chorro medio
de orina. Ademas el recuento de leucocitos debe
también estar incrementado en las muestras
posteriores al masaje o masturbacion.

Cuando de las muestras previas al masaje se
obtiene un crecimiento bacteriano abundante vy
significativo no es posible distinguir una cistitis simple
de una cistitis asociada a prostatitis. Por ello antes
de realizar un test de Stamey es aconsejable realizar
un urocultivo convencional y si este es positivo,
valorar la presencia de prostatitis basandose en la
sintomatologia clinica, el tacto rectal y otras
exploraciones complementarias como urografia o
ecografia.

8.1.2 Epididimitis. Se caracteriza por dolor e
hinchazén escrotal, generalmente unilateral y
sensibilidad aumentada, acompafadas con
frecuencia de molestias urinarias, fiebre moderada y
en ocasiones exudado uretral y molestias
eyaculatorias. Suele ser un cuadro agudo, que
puede afectar al testiculo y acabar en una
orquiepididimitis con hidrocele. Es frecuente la
presencia de adenopatias inguinales. Es importante
hacer el diagnodstico diferencial con la torsién
testicular. Es especialmente frecuente en varones
jévenes, especialmente la causada por N.
gonorrhoeae y C. trachomatis. En pacientes mayores
la causa mas frecuente son las enterobacterias y
Pseudomonas spp. Yy excepcionalmente M.
tuberculosis. El diagnostico microbiolégico es igual al
de la prostatitis crénica. La duracion del tratamiento
serd igual al de la prostatitis, debido a la frecuente
asociacion de estas dos entidades.

8.1.3 Orquitis. Se caracteriza por hinchazén del
testiculo, aumento de sensibilidad, dolor y sensacion
de pesadez, fiebre, sintomas urinarios y dolor
eyaculatorio. A la exploracion puede observarse
aumento del tamafo testicular, adenopatias
inguinales y prostata hiperplasica, ademas de
uretritis cuando su origen es de transmision sexual.
Es una entidad menos frecuente que la prostatitis y
la epididimitis, aunque a veces es una complicacién
de estas, en cuyo caso se trata de una
orquiepididimitis.

La mayoria de orquitis son de etiologia virica. El
virus mas frecuente es el de la parotiditis, ya que el
20-30% de los varones postpuberales con paperas
sufren esta complicaciéon, seguido de lejos por el
virus Coxsackie B. La llegada del virus a la génada
se produce por via hematoégena. En otras ocasiones

las orquitis estadn causadas por las clasicas bacterias
de las vias urinarias como E. coli, Klebsiella spp., P.
aeruginosa, etc. y con menor frecuencia por las
adquiridas por contacto sexual como N. gonorrhoeae
o C. trachomatis, que llegan a la génada por via
retrograda desde el aparato urinario. Otros agentes
etiologicos muy infrecuentes en nuestro medio son
Brucilla spp., M. tuberculosis y Wuchereria bancrofti.

El diagnostico microbiolégico dependera de la
sospecha etiologica. Cuando se sospeche origen
virico puede realizarse cultivo celular o PCR en orina
y exudado faringeo y serologia. Cuando se sospeche
origen urinario o de transmisién sexual el diagndstico
microbiolégico serd igual al de la prostatitis crénica al
que se afiadira un hemocultivo ante la presencia de
fiebre.

8.2 INFECCION URINARIA POR MICOPLASMAS Y
CLAMIDIAS

Mycoplasma hominis puede recuperarse con
frecuencia del tracto genital inferior de hombres y
mujeres, pero se cree que no causa cistitis,
epididimitis o prostatitis. Ureaplasma urealyticum
puede ser causa de prostatitis crénica. M. hominis y
U. urealyticum ocasionalmente pueden causar
pielonefritis, aunque no esta claro si pueden causar
pielonefritis no complicada. Se estima que M.
hominis puede ser responsable de un 5% de las
pielonefritis agudas, sobre todo cuando ha habido
instrumentacién previa u obstruccién de las vias
urinarias. El diagndstico microbiolégico se realiza
mediante cultivo de las muestras en caldo U9B o
similar y subcultivo en agar A7B o similar, o
directamente en agar A7B o similar, medios en los
que crecen tanto M. hominis como U. urealyticum. En
caldo se incuba a 35-37°C y se aprecia el viraje del
color a las 24-72 horas. Las placas se incuban en
anaerobiosis durante 48-72 horas y su lectura se
realiza en el microscopio 6ptico (x10) o con lupa. Las
colonias de M. hominis adoptan la tipica forma en
“huevo frito”, mientras que las de U. urealyticum son
mas pequenfas, granulares y de color marrén oscuro.
También pueden utilizarse galerias comerciales, con
medios liquidos y en las que simultaneamente se
realiza el recuento semicuantitativo, la identificacion
y el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos
de M. hominis y U. urealyticum.

C. trachomatis es causa del sindrome uretral agudo
en mujeres, por lo que debe investigarse su
presencia en mujeres jévenes sexualmente activas
con esta patologia, piuria y orina estéril. C.
trachomatis puede ser causa de prostatitis aguda,
epidididimitis y orquiepididimitis; en estos casos
suele haber el antecedente de uretritis. Menos claro
es si C. trachomatis es causa de prostatitis crénica,
aunque algunos autores evidencian su presencia en
tejido prostatico a través de biopsia transrectal.
Actualmente se considera a las técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos el patron de
referencia para el diagndstico microbioldgico de C.
trachomatis, estimandoseles una sensibilidad del 88-
90% vy una especificidad del 95-98%. Existen
técnicas de PCR en tiempo real capaces de emitir
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resultados en 2-3 horas y detectar todas las
genovariedades incluyendo las del linfogranuloma
venéreo. Estas técnicas tienen la ventaja que
pueden ser realizadas con orina y exudado vaginal,
ademas de en el exudado endocervical y uretral. La
realizacion de esta prueba en el frotis rectal no esta
aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA). Alternativamente pueden utilizarse técnicas
de deteccibn de antigenos; los métodos
inmunoenzimaticos de ultima generacion son los que
poseen mayor eficacia diagnéstica.

8.3 INFECCION URINARIA POR MICOBACTERIAS
La tuberculosis afecta a un tercio de la poblacién
mundial y constituye la segunda causa de muerte por
enfermedad infecciosa en el mundo. La tuberculosis
extrapulmonar supone un 20% de los cuadros
clinicos; el tracto génito-urinario es una de las dianas
fundamentales de la diseminaciéon hematégena. La
clinica de la tuberculosis wurinaria es muy
inespecifica, lo que frecuentemente retrasa su
diagnéstico y condiciona un mayor numero de
complicaciones.

Para el diagnéstico de la tuberculosis urinaria se
deben recoger muestras de orina a primera hora de
la mafiana, siguiendo las mismas precauciones que
en la obtencion de cualquier urocultivo. Es
aconsejable recoger tres muestras, de al menos 40
mL, durante tres dias consecutivos. Clasicamente el
diagnodstico rapido se realiza por microscopia tras
tinciones especiales para microorganismos acido-
alcohol resistentes. Existen dos tipos de tinciones:
las que utilizan como colorante primario la fucsina
fenicada (Ziehl-Neelsen o Kinyoun) y las tinciones
con fluorocromos. El problema de estas técnicas,
especialmente en muestras extra-pulmonares como
la orina, es la falta de sensibilidad, ya que la
concentracion  bacteriana necesaria para su
positividad es elevada (10°-10° bacterias/mL). El
cultivo debe realizarse en medios especiales; los
medios de cultivo pueden ser sélidos (con base de
huevo o agar), bifasicos o liquidos. El principal
inconveniente del cultivo es su lentitud, entre 6 y 8
semanas en el caso de los medios sélidos y una o
dos semanas para los medios liquidos.

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos
constituyen una herramienta prometedora en el
diagndstico de la tuberculosis urinaria, tanto por su
rapidez como por su sensibilidad, establecida entre
el 50 y 100% por distintos autores. Se dispone en el
mercado de distintas técnicas que difieren en la
diana, el método de amplificacion (isotérmica, PCR
convencional, nested-PCR o PCR en tiempo real) y
la forma de deteccion del fragmento amplificado
(quimioluminiscencia, colorimetria o fluorometria). Es
necesario tener en cuenta, sin embargo, que el uso
de este tipo de técnicas en el diagndstico directo
esta aprobado por la FDA sélo para muestras
respiratorias, y debe realizarse siempre como
complemento de la metodologia convencional
(baciloscopia y cultivo).

8.4 OTRAS INFECCIONES QUE PUEDEN
DIAGNOSTICARSE EN EL EXAMEN DE ORINA

La orina, por su facil disponibilidad y alta
concentracion de  microorganismos y/o de
fragmentos de los mismos, es una muestra
adecuada para el diagndstico de un gran numero de
infecciones sistémicas, tanto bacterianas como
viricas o parasitarias. Clasicamente el tipo de
metodologias para el estudio de estos patdgenos era
la microscopia y el cultivo, pero en la actualidad se
estdn imponiendo técnicas rapidas como la
deteccion de antigenos o la amplificacion de acidos
nucleicos.

8.4.1 Leptospirosis. La leptospirosis se considera
un problema de salud publica emergente; en los
ultimos afos se han descrito varios brotes de cierta
relevancia en relacion con catastrofes naturales. Se
trata de una zoonosis causada por espiroquetas
pertenecientes a distintas especies patégenas del
genero Leptospira. La infeccion en humanos se
produce tras el contacto con animales portadores o
con aguas contaminadas con la orina de los mismos;
la puerta de entrada es a través de pequefias
abrasiones o cortes en la piel o por via conjuntival.
La mayoria de las infecciones por leptospira son
subclinicas o de sintomatologia leve con buena
evolucion, pero en una pequefa proporcion pueden
complicarse, cursando con sintomatologia variable
segun los o6rganos afectados. El desarrollo de la
enfermedad es bifasico, con una fase septicémica
que dura aproximadamente una semana y una
segunda fase inmune, con produccién de
anticuerpos y excrecién de las leptospiras por la
orina, por lo que el diagndstico de leptospirosis en la
orina debe hacerse pasada la primera semana.

Las leptospiras pueden visualizarse en orina por
microscopia en campo oscuro, pero esta técnica es
poco sensible, ya que es necesaria una
concentracion de al menos 10 leptospiras por
mililitro. El cultivo debe realizarse de forma
inmediata, ya que la acidez de la orina dafa al
microorganismo. El procesamiento debe iniciarse con
la neutralizacion del pH con bicarbonato sddico,
centrifugacion (1.500xg durante 30 minutos) y
resuspension del sedimento en un mililitro de tampén
PBS, inoculandose 1-2 gotas de esta suspension en
medios de cultivo adecuados como el EMJH
(Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) (Difco) o
PMNL-5 (Intergen); se trata de medios semisélidos
con acido oleico, albumina, agar al 0,1% y 200
pg/mL de 5-fldor-uracilo. La incubacion de estos
medios en botellas selladas debe realizarse a 28-
30°C y semanalmente deben examinarse por
microscopia en campo oscuro y no descartarse hasta
pasadas 13 semanas; el crecimiento se aprecia en
forma de banda (anillo de Dinger), situada unos
milimetros por debajo de la superficie del medio. En
caso de contaminacion por otras bacterias, puede
subcultivarse la muestra tras su filtrado a través de
membranas con poros de 0,2 o 0,45 pum. Los
principales inconvenientes del cultivo son su lentitud
y laboriosidad, y la principal ventaja es que se
dispone del microorganismo para su identificacion, lo
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que no tiene gran relevancia para el manejo clinico
del paciente, pero si valor epidemiolégico. Se han
desarrollado varias técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos para la deteccion de leptospiras,
tanto PCR convencionales como en tiempo real. En
los pocos métodos en los que la evaluacion clinica
ha sido suficiente, se ha descrito una mayor
sensibilidad con respecto al cultivo, frente al que
presentan el inconveniente de no discriminar entre
las serovariedades.

8.4.2 Esquistosomiasis. En las regiones tropicales
la esquistosomiasis constituye la segunda causa de
morbilidad y mortalidad después de la malaria. La
esquistosomiasis urinaria es una enfermedad
parasitaria endémica producida por Schistosoma
haematobium, parasito ampliamente distribuido por
el continente africano y Oriente Medio. En nuestro
medio esta parasitosis no es frecuente, aunque el
flujo migratorio actual ha hecho que en los ultimos
tiempos cada vez sea mas frecuente el diagnostico
de este tipo de patologia.

La infeccién en el hombre se adquiere por via
cutédnea. En la evolucién clinica de la bilharziasis
urinaria se diferencian varias fases: la inicial con
manifestaciones cuténeas locales; una segunda fase
de invasién o toxémica (entre cuatro y ocho semanas
tras la infeccion) que puede ser asintomatica o
producir el sindrome de Katayama (fiebre, urticaria,
cefaleas, artralgias, dolor abdominal,
hepatoesplenomegalia y eosinofilia). En un estadio
mas avanzado, meses 0 afos tras la exposiciéon al
parasito, aparecen los sintomas genitourinarios
(fundamentalmente hematuria) correspondientes a la
eliminaciéon de los huevos en la orina. Las secuelas
mas importantes son la uropatia bilharziana
(consecuencia de la respuesta inflamatoria
granulomatosa a los huevos del parasito); las
lesiones que aparecen con mas frecuencia en este
periodo son la esclerosis de la pared vesical y
ureteral, puede también afectarse el tracto genital. El
carcinoma vesical es otra de las posibles
complicaciones.

La visualizacion de huevos en la orina es el
método mas sensible y especifico para el diagnéstico
de esquistosomiasis activa. Debe realizarse en orina
concentrada por centrifugacién (2000xg durante 2
minutos) o bien filtrar la orina a través de una
membrana con poros de 12-20 ym y observar el
filtro, que se colocara entre un porta y un
cubreobjetos.

8.5 INFECCIONES VIRICAS

La orina es una muestra importante en el diagnostico
de un gran numero de infecciones viricas, Util tanto
para el cultivo de virus (convencional o shell vial)
como para el diagnéstico molecular. La orina debe
obtenerse del mismo modo que para el cultivo
bacteriano, pero para el estudio de los virus debe ser
previamente tratada, ya que contiene sustancias que
pueden inhibir la amplificacion de los &acidos
nucleicos y que, tanto su pH acido como la
posibilidad de contaminacion bacteriana, pueden
inhibir el crecimiento virico. Para aumentar la

rentabilidad del cultivo es aconsejable neutralizar el
pH con bicarbonato sédico y eliminar las bacterias
fitrando la muestra a través de membranas con
poros de 0,2 uym. Las técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos deben realizarse previa extraccion
de los mismos mediante las técnicas habituales.
8.5.1 Adenovirus. Los adenovirus tradicionalmente
se han relacionado con infecciones urinarias,
respiratorias, oculares o gastrointestinales en la
infancia. En los ultimos afios se han identificado
como patdgenos causantes de una alta morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunodeprimidos,
especialmente en trasplantados y pacientes con
SIDA; las manifestaciones clinicas de la infeccién por
adenovirus en este grupo de pacientes son variadas;
incluyen neumonia, hepatitis, colitis, pancreatitis,
meningoencefalitis, cistitis hemorragica y
enfermedad diseminada. En estos dos ultimos
cuadros clinicos la orina es una muestra adecuada
para el diagndstico. El cultivo sigue siendo técnica de
referencia, pero presenta el gran inconveniente de su
lentitud en pacientes tan problematicos. Las técnicas
de amplificaciéon del genoma virico, por su rapidez,
son muy utiles en el contexto de estos pacientes. Se
han descrito técnicas de PCR tanto convencional
como en tiempo real; su principal reto es la
necesidad de seleccionar, para su amplificacion,
fragmentos comunes a distintos subtipos ya que se
han descrito siete especies de adenovirus humanos,
que incluyen 52 serotipos, y que presentan distintos
tropismos; en el caso de la cistitis hemorragica se
han identificado adenovirus de la especie B vy
serotipos 7, 11, 34 y 35.
8.5.2 Citomegalovirus. El citomegalovirus (CMV) es
la causa mas frecuente de infecciéon congénita en los
paises desarrollados y aparece entre un 0,3 y un
0,6% de los recién nacidos en Europa. El diagndstico
de la infeccién congénita en el recién nacido debe
realizarse mediante el cultivo del virus en shell vial o
mediante la identificaciéon del genoma virico por PCR
en una muestra de orina recogida en las 2 primeras
semanas de vida. El otro gran problema causado por
CMV es la infeccién en pacientes inmunodeprimidos;
en este contexto la deteccion del virus en la orina
presenta un valor mas limitado, ya que no siempre
existe correlacion con la viremia; el desarrollo de
técnicas de PCR cuantitativas ha abierto mejores
perspectivas en la utilidad del estudio de la orina en
estos pacientes.
8.5.3 Poliomavirus. Los poliomavirus humanos (BK
y JC) son endémicos, estan presentes en una gran
proporcion de individuos sanos en todo el mundo.
Normalmente la primoinfeccion tiene lugar en la
infancia; los virus permanecen latentes en el tejido
renal y pueden también detectarse en los linfocitos
B. La enfermedad por estos virus se relaciona con
situaciones de inmunosupresiéon celular grave como
los trasplantes, el SIDA o las leucemias. El virus JC
es el agente causal de la leucoencefalopatia
multifocal progresiva, que se ha descrito
fundamentalmente en pacientes con SIDA. El virus
BK se relaciona con patologia del tracto urinario en
pacientes inmunodeprimidos tras trasplante renal. La
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orina es una muestra adecuada para el estudio de
ambos virus; tradicionalmente se realiz6 mediante
cultivo celular, pero en la actualidad se aconseja
utilizar la amplificacién de acidos nucleicos por PCR,
dada la rapidez en el tiempo de respuesta,
especialmente valorada en el manejo de las
infecciones en inmunodeprimidos. Se han descrito
numerosas técnicas de PCR, convencional y en
tiempo real, con resultados en orina de hasta el
100% de sensibilidad para ambos virus y
especificidades hasta del 97% en el JC y 89% para
el BK.

8.6 UTILIDAD DE LA ORINA EN EL DIAGNOSTICO
DE LAS NEUMONIAS: DETECCION DE ANTIGENO
DE Streptococcus pneumoniae y Legionella
pneumophila.

La orina es util para el estudio de antigenos
bacterianos debido a su elevada concentracion en
esta localizacién y a la falta de interferencias por
otros anticuerpos. El método mas utilizado, tanto en
el diagnostico de S. pneumoniae como L.
pneumophila, es wuna inmunocromatografia en
membrana (Binax®).

En S. pneumoniae el antigeno detectado es el
polisacarido C, presente en la pared celular de todos
los serotipos de neumococo. Esta prueba esta
indicada como complemento de las técnicas
diagndsticas habituales para pacientes adultos,
especialmente en aquellos que ya hayan recibido
tratamiento antibidtico. En adultos con enfermedad
neumocadcica confirmada se han descrito valores de
sensibilidad del 50- 80% y especificidad del 90-94%;
los falsos positivos pueden deberse a que no
discrimina portadores de infectados, a las reacciones
cruzadas con algunos estreptococos a-hemoliticos o
a la persistencia de la positividad semanas mas tarde
de la curacion. En nifios, con una alta tasa de
portadores no infectados, la especificidad es mas
baja; para este grupo de edad se ha desarrollado un
ELISA que detecta pneumolisina en orina y que, con
respecto a la deteccion del polisacarido C es menos
sensible, pero mejora los valores de especificidad.

La presencia de antigenos de L. pneumophila en
orina puede detectarse desde el inicio de la
enfermedad y persiste durante dias e incluso
semanas. La prueba de innmunocromatografia en
membrana detecta Unicamente L. pneumophila
serogrupo 1, responsable de mas del 90% de las
legionelosis en nuestro entorno. La sensibilidad de la
prueba varia entre el 56% en orina no tratada y el
96% en orina concentrada; en ambos casos la
especificidad es alta, con valores superiores al 95%.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir los métodos utilizados para realizar el
diagnéstico microbiolégico de la infeccién urinaria.

Este procedimiento es aplicable a todos los
laboratorios de microbiologia clinica que realicen
diagndstico microbiolégico de la infeccion urinaria.

2. FUNDAMENTO

El estudio microbiolégico de la infeccion del tracto
urinario envuelve un sistema relativamente complejo,
muy condicionado por el nimero de muestras que recibe
cada laboratorio y por el tipo de pacientes que atiende.
Este PNT se ha elaborado pensando en un laboratorio
que reciba diariamente un elevado numero de orinas, en
el cual es imposible el cultivo de cada una de ellas y se
impone un cribado para discriminar por métodos
automatizados las muestras con bacteriuria  no
significativa, y por tanto consideradas como cultivo
negativo, de aquellas positivas a las que debe
practicarse posteriormente cultivo convencional.

En estos casos, el procesamiento microbiol6gico de la
orina tiene dos objetivos: (i) detectar rapidamente las
muestras negativas, lo que permite una gestion del
tiempo de respuesta eficiente y (i) suministrar
informacion adecuada de las muestras positivas que
incidan en el tratamiento del paciente.

El procesamiento microbiolégico de la orina tiene que
asentarse sobre dos pilares esenciales: la presencia de
leucocitos y la presencia de bacteriuria. Por tanto, debe
basarse en el examen de los elementos formes de la
orina (microscopia 0 un método alternativo de medida
de los componentes celulares) y el cultivo cuantitativo
(y/o el empleo de sistemas alternativos que discriminen
entre bacteriuria significativa y no significativa). Muchos
de los sistemas actuales incluyen estos dos parametros
en conjunto.En estos sistemas la forma de documentar
microbiolégicamente la infeccion urinaria admite
diferentes enfoques en funcion del tipo de muestra y la
patologia subyacente del paciente, por lo que se
establecen puntos de corte de los recuentos bacterianos
y de la piuria, con el propésito de diferenciar los cultivos
significativos de aquellos considerados como negativos
0 contaminados.

El estudio microbioldgico de la orina se realiza cuando
existe sospecha de alguno de los siguientes sindromes:
cistitis, pielonefritis, bacteriuria asintomatica y menos
frecuentemente en prostatitis aguda, absceso renal o
sepsis de posible origen urolégico. Los microorganismos
mas frecuentemente implicados en la infeccion urinaria
no complicada son Escherichia coli, Klebsiella spp, otras
enterobacterias y Staphylococcus saprophyticus. En
infeccién urinaria complicada Escherichia coli, Klebsiella
spp, Proteus spp y otras enterobacterias, Pseudomonas
aeruginosa y Enterococcus spp.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicién. SEIMC. 2003. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia

4. MUESTRAS
Las muestras para el cultivo de orina se pueden dividir
en categorias en base a criterios clinicos y a la
posibilidad de contaminacion uretral.

- Muestras obtenidas por miccion espontanea.

- Por sondaje vesical

- Por puncién de sonda permanente

- En bolsas adhesivas infantiles

- Por puncién suprapubica

- Etc,

En el apartado 3 del documento cientifico de este
procedimiento y en el procedimiento SEIMC 1la.,
Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia (2003)
(PNT-RTP-01), se indican las directrices principales de
la recogida y conservacion de las muestras.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Para cada una de las técnicas descritas se indican en
el apartado correspondiente a procesamiento en este
PNT.

6. APARATOS Y MATERIALES

Para cada una de las técnicas descritas se indican en
el apartado correspondiente a procesamiento en este
PNT.

7. PROCESAMIENTO

7.1 METODOS DE CRIBADO

7.1.2 Material. Existen diversos sistemas automaticos
adecuados para este fin pero en la actualidad se pueden
agrupar en dos tipos de tecnologias: citbmetros de flujo
y sistemas basados en la deteccién de ATP. En este
PNT se considera el uso de un citdmetro de flujo
Sysmex UF-1000i.

Estos sistemas automaticos deben estar conectados de
forma bidireccional con el sistema informatico del
laboratorio (SIL), de tal manera que importen del SIL
datos del enfermo que permitan establecer distintos
puntos de corte en funcién del tipo de muestra o de la
patologia del enfermo y que exporten al SIL los
resultados que producen.

7.1.3. Seleccion del punto de corte de concentraciéon
bacteriana. Introducir en el sistema el punto de corte
para recuento bacteriano y leucocitario capaz de
discriminar entre orinas que van a ser consideradas
negativas de aquellas que posteriormente van a ser
destinadas a cultivo convencional:

-Generalmente 125 bacterias/yL se correlaciona
adecuadamente con recuentos de 10° ufc/L (105 ufc/mL)
en placa y 50 bacterias/pL se relaciona con recuentos
del orden de 10" ufc/L (10" ufc/mL). Cada laboratorio,
para discriminar la bacteriuria y dependiendo de sus
criterios, deberd establecer los puntos de corte en
funcién de estas cifras

-Adicionalmente se introduce un punto de corte de 40
leucocitos/uL  que permite discriminar orinas con
componente inflamatorio con independencia de su
recuento bacteriano. Este dato debera valorarse
conjuntamente con el resultado del cultivo convencional.



Servicio de Microbiologia
Hospital.........coooiiiiiinn e,

Procesamiento microbiolégico de la orina

PNT-UR-01

Edicién N° 01 Pagina 3de5

7.1.4 Manejo de la muestra

- Agitar convenientemente los tubos de orina antes de
introducirlos en el muestreador, este aspecto es critico.
-Tener en cuenta el volumen de orina puesto a
disposicion del citometro, ya que este aspira 0,8 mL en
modo manual y 1,2 mL en modo automatico.

7.1.5 Interpretacion

-Recuentos por debajo de 50 6 125 bacterias/uL y/o 40
leucocitos/uL, segun el tipo de paciente estudiado y
muestra, deberian ser considerados como no valorables
y por tanto no se debe realizar cultivo.

-Recuentos por encima de 50 6 125 bacterias/pL y/o 40
leucocitos/pL, indican posible positividad 0
contaminacion y deberian ser valoradas mediante cultivo
convencional.

-Adicionalmente y en pacientes individuales pueden
estudiarse los diagramas de dispersién suministrados
por el citbmetro para valorar la presencia de levaduras
en el canal de células y el tipo de bacteria (Gram
positiva 0 negativa) en el canal de bacterias pudiéndose
suministrar informacion preliminar al clinico.

7.1.6 Comentarios. Los recuentos bacterianos
suministrados son lineales y valorables desde el rango
de 10%10° bacterias/mL. Por tanto las muestras de orina
obtenidas por puncién suprapubica no deberian se
estudiadas por este método.

7.2 CULTIVO SEMICUANTITATIVO
7.2.1 Introduccion. El cultivo de orina sigue siendo la
técnica imprescindible y de eleccién para el diagnéstico
de la infeccidn del tracto urinario, no solo porque ayuda
a documentar la infeccién sino porque es necesario para
identificar el microorganismo infectante (aspecto
importante en los episodios recurrentes y en el
conocimiento de la epidemiologia de la infeccion) y su
sensibilidad antibiética (aspecto importante para la
seleccion del tratamiento y para la realizacion de guias
de terapia empirica a partir de datos acumulados).
7.2.2 Material. Placas de medios de cultivo:

- agar sangre de carnero

- agar MacConkey

- agar CLED

- agar cromogénico
Asas de cultivo estériles de 0,01 y/o 0,001 mL
Incubadora de aire 35-37°C
7.2.3 Método
-La orina debe ser inoculada en placas para obtener un
recuento semicuantitativo, para ello debe ser bien
homogeneizada (mover con suavidad para evitar la
formacion de espuma).
-La técnica de diseminacién usada para la inoculacion
de las placas para recuentos semicuantitativos, emplea
asas de plastico o asas metélicas no ferrosas (niquel-
cromo o platino) calibradas para contener 0,01 6 0,001
mL de orina. Para la obtencion del volumen adecuado
de orina es importante introducir el asa inmediatamente
por debajo de la superficie liquida del envase que
contiene la orina y moverla verticalmente.
-Una vez tomada la muestra se lleva en todo su volumen
a la superficie del agar haciendo una estria a través del
centro. El indculo se disemina en angulos rectos

respecto a la estria primaria; luego la placa se gira 90°y
se disemina el inéculo hasta cubrir toda la superficie.
Alternativamente se puede realizar una estria en el
centro de la placa y posterior diseminacion
perpendicular a ésta

-Los cultivos deben ser incubados a 35-37°C en
atmésfera aerdbica antes de ser interpretados.

-La mayoria de bacterias causantes de infeccién urinaria
pueden ser puestas en evidencia por el cultivo en 18-24
horas, en este contexto no tiene sentido prolongar la
incubacién mas alla de las 24 horas. En casos muy
determinados, como bacterias exigentes, deficientes o
cultivo negativo o cuando se documenta la presencia de
bacterias en la tincion de Gram, podria ser necesario
extender el periodo de incubacion a las 48 horas.

7.2.4 Lectura de los cultivos. Las placas deben ser
examinadas para su valoracion después del tiempo
adecuado de incubacion.

-Cultivos sin crecimiento: Si las placas no presentaran
crecimiento después 24 horas, considerar el cultivo
como negativo, excepto en orinas obtenidas por puncién
suprapUbica o cuando se haya especificado cultivo de
hongos o aparezcan colonias muy pequefias, en los que
se debera extender la reincubacion a 24 horas
adicionales.

-Cultivos con crecimiento: Es importante discriminar
entre  especies con capacidad  uropatdégena
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa y otros
bacilos Gram  negativos, = Enterococcus  spp,
estreptococos beta hemoliticos, levaduras,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus.
etc) de aquellas especies que generalmente
representan  microbiota  urogenital o  cutanea
(Lactobacillus spp, difteroides distintos de C.
urealyticum, Streptococcusn del grupo viridans distintos
de A. urinae y Bacillus spp) que no se consideraran
valorables.

Valorar los posibles tipos bacterianos presentes y
realizar el recuento de colonias para cada una de las
posibles especies, para ello multiplicar el nimero de
colonias por el factor de dilucién empleado.

7.2.5 Valoracién de los cultivos. Los criterios clasicos
de interpretacién descritos por Kass en los que se
consideran significativos recuentos de >10° ufc/mL se
pueden aplicar a la mayoria de las muestras en las
gue se solicita el cultivo. Sin embargo, en
determinadas circunstancias se admite la existencia
de IU con recuentos muy inferiores como son:

- En orinas obtenidas por puncién suprapubica o
que proceden del rifidn, cualquier recuento es
indicativo de infeccion.

- En mujeres jovenes con sindrome miccional y
leucocituria, se considera significativo el hallazgo
de >102 ufc/mL.

- En varones en los que la obtencién de orina es
menos susceptible de contaminarse, son
significativos recuentos de >10% ufc/mL.

- En orinas obtenidas por sondaje vesical, se
consideran significativos recuentos >10° ufc/mL
de cualquier microorganismo en cultivo puro.
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En situaciones diferentes a las anteriormente
descritas, un recuento <10* ufc/mL se considera
como no significativo. Recuentos bajos (5104 ufc/mL)
de microorganismos normalmente encontrados en la
piel o genitales externos o internos se consideran
contaminantes.

Los cultivos de crecimiento mixto en pacientes con U
no complicada adquirida en la comunidad,
probablemente indican contaminacién con microbiota
fecal y se pueden informar como “Flora mixta; posible
contaminacion. Sugerimos una recogida apropiada de
la orina, con una entrega a tiempo al laboratorio, si
existe una indicacion clinica”. Sin embargo, estos
cultivos mixtos en pacientes sondados, hospitalizados
0 con edad superior a 65 afios deben ser valorados
con cautela y en algunas ocasiones requieren
contactar con el clinico para realizar una correcta
interpretacion.

7.3 MICROSCOPIA POR TINCION DE GRAM

La tincién de Gram es uno de los métodos mas rapidos,
confiables Q’ economicos para valorar la bacteriuria a
nivel de 10° ufc/mL. Se acepta que la presencia de uno
0 mMAas microorganismos por campo visualizados con
objetivo de inmersion tiene una sensibilidad del 85-95%
cuando se correlaciona con un recuento de colonias de
10° ufc/mL. La tincién de Gram también permite evaluar
la presencia de leucocitos. Una de sus mayores ventajas
es que ademas suministra informacion sobre la
naturaleza del agente etiolégico.

7.3.1 Material

-Pipetas estériles capaces de dispensar entre 10y 25 L
-Portaobjetos de vidrio con pocillos delimitados.

-Equipo para tincién de Gram.

7.3.2 Método

-Homogenizar la orina con suavidad para evitar la
formacién de espuma.

-Depositar 20 pL de orina en el portaobjetos mediante
pipeta estéril.

-Dejar secar y fijar con metanol.

-Tedir por el método de Gram.

-Observar al microscopio con objetivo de inmersion
(x100) al menos 20 campos.

7.3.3 Interpretacion. La observacién de al menos 1
bacteria en el total de campos se considera un resultado

positivo.
7.3.4 Informe de resultados. Si la visualizacion es
negativa, informar como: “No se observan

microorganismos”.

Si se visualizan bacterias informar: “Presencia de bacilos
0 cocos Gram positivos 0 negativos”.

7.3.5 Comentarios. La tincién de Gram de orina no es
un método bien estandarizado y por tanto esta sujeto a
variabilidad técnica. La tincion de Gram tiene una
sensibilidad baja para detectar bacteriurias por debajo
de 10° UFC/mL y por tanto s6lo deberia emplearse en
pacientes sintomaticos donde cabria esperar recuentos
bacterianos altos, principalmente en pielonefritis y en
lactantes menores de tres meses con orina recogida por
sondaje intermitente. Otra indicacién seria como técnica
urgente en caso de shock séptico, ya que permite

evaluar la presencia de bacilos o cocos gram positivos o
gramnegativos y por tanto dirigir la antibioticoterapia
empirica.

La tincion de Gram presenta el inconveniente de
consumir mucho tiempo.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS.
- Cuando el sistema automatizado de cribado da
recuentos inferiores a los establecidos, informar del
resultado de los mismos y afiadir que no procede el
cultivo convencional en términos similares a
“Ausencia de bacteriuria significativa”. o “Cultivo no
indicado. Si los sintomas persisten o recurren, remitir
nueva muestra indicando la necesidad del cultivo”.
- Cuando el sistema automatizado de cribado da
recuentos iguales o superiores a los establecidos, no
informar hasta obtener el resultado del -cultivo
semicuantitativo convencional. Opcionalmente, se
puede informar de forma preliminar del recuento
bacteriano del presunto microorganismo presente en
base a los diagramas de dispersion suministrados por
el equipo. Cuando se tenga el resultado del cultivo
convencional (preliminar o definitivo) se informara del
ndamero de leucocitos PMN y de hematies por mL o
por litro (y del rango de normalidad de los mismos) y
de la presencia de células epiteliales (opcionalmente
se puede informar de otros elementos como
bacterias, levaduras, etc., aunque esta informacién
puede causar confusion con los resultados del
cultivo), asi como de los resultados del cultivo:

- No crecimiento o crecimiento no significativo:

Informar como: “Cultivo negativo” o “Crecimiento no

significativo”

- Crecimiento con recuentos significativos: Informar

como: recuento de ufc/mL, nombre del

microorganismo(s) y sensibilidad antibiotica.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizacién del Laboratorio de Microbiologia y en
las fichas de descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de las técnicas y de los resultados
emitidos debera realizarla el Facultativo Especialista
Responsable de la Unidad del Laboratorio de
Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
Laboratorio de Microbiologia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los sistemas automaticos para la deteccion de
bacteriuria tienen una sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo que puede variar
con el sistema y punto de corte empleado, este
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aspecto debe ser conocido y valorado por el
microbiélogo.

No existe un consenso especifico de valoracion de
los recuentos bacterianos en la orina, por tanto los
resultados deberian ser considerados dentro del
contexto clinico del paciente.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir los métodos utilizados para realizar el estudio de
sensibilidad en los aislamientos de origen urinario.

Este procedimiento es aplicable a todos los
laboratorios de microbiologia clinica que realicen
diagndstico microbioldgico de la infeccion urinaria.

2. FUNDAMENTO

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a
los antimicrobianos (antibiograma), tiene como objetivo
evaluar la actividad in vitro de un antibiotico frente a un
microorganismo determinado. La informacién que se
genera en un antibiograma se traduce en categorias
clinicas:

-Sensible: implica que una infeccién causada por esta
cepa puede ser tratada apropiadamente con la dosis
de antibidtico recomendada para esta especie y tipo de
infeccion.

Intermedio: incluye los aislamientos con unos valores
de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM o CMI)
cercanos a los niveles del antibidtico en sangre o en
tejidos y para los que la respuesta podria ser menor que
la de las cepas sensibles. Esta categoria implica eficacia
clinica en los lugares donde el antibitico se concentra
(orina y antibidticos B-lactamicos) o cuando se puede
aumentar la dosis de antibidtico (B-lactdmico). También
se incluye en esta categoria una zona “tampdn” para
evitar los pequefios factores técnicos que puedan
causar discrepancias en la interpretacion.

-Resistente: incluye las cepas que no son inhibidas por
las concentraciones de antibidticos que se pueden
alcanzar en sangre después de una dosis normal, o bien
cuando una cepa posee un mecanismo de resistencia
especifico.

Las pruebas de sensibilidad pueden ser cualitativas o
cuantitativas. La cuantificacion de la actividad in vitro de
los antimicrobianos se realiza mediante la determinacion
del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se
encuentra diluido en un medio de cultivo que puede ser
sélido o liquido; una variante del sistema clasico de
diluciéon en medio liquido es la técnica de microdilucién,
que se realiza en placas de microtitulacion con pocillos
de fondo en U. En estas pruebas se determina el valor
de la concentracion minima del antimicrobiano que
inhibe el crecimiento del microorganismo (CIM).

El antibiograma disco-placa es una técnica cualitativa
que consiste en depositar, en la superficie de agar de
una placa de Petri previamente inoculada con el
microorganismo a estudiar, discos o0 pastillas
impregnados con diferentes antibidticos, que difunden al
agar al ponerse en contacto con su superficie humeda;
esta difusién del antibidtico es radial, formandose un
gradiente de concentracion a partir del disco.
Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos
aparecen rodeados por una zona de inhibicién cuyo
tamano se relaciona (inversamente) con la CIM.

En el presente documento se recogen los métodos
basicos mas utilizados para el estudio de la
sensibilidad en los uropatdgenos (técnicas de difusién

y microdilucién), asi como los criterios para su
interpretacién y control.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2010. Performance standards for antimicrobial
susceptibility  testing:  twentieth informational
supplement. M100-S20. Vol. 30; n° 1. (Se utilizara el
documento vigente correspondiente).

4. MUESTRAS

Tipos

Cepas de enterobacterias, bacilos gram-negativos no
fermentadores, estafilococos, estreptococos,
enterococos, y bacilos gram-positivos aislados en
muestras urinarias.

Para la realizacién del antibiograma la cepa debe
proceder, preferentemente, de un cultivo puro de no
mas de 18-24 horas de incubacion; en el caso de que
procedan de cultivos mixtos se rechazaran aquellas en
las que no se pueda garantizar que las colonias se
vayan a recoger de forma aislada, para evitar que el
antibiograma se contamine.

Volumen minimo

La cantidad minima de cepa necesaria para poder
realizar una suspension bacteriana con una turbidez
adecuada segun el estandar MacFarland.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Para cada una de las técnicas descritas se indican en
el apartado correspondiente a procesamiento en este
PNT.

6. APARATOS Y MATERIALES

Para cada una de las técnicas descritas se indican en
el apartado correspondiente a procesamiento en este
PNT.

7. PROCESAMIENTO
7.1. TECNICAS DE DIFUSION
7.1.1. Material necesario

- Estufa de 37°C aerobia

- Estufa de 37°C de CO,

- Nevera

- Tubos con suero fisiolégico (0,85 g de NaCl en 100

ml de agua destilada estéril)

- Asas estériles
Escobillones estériles
Pipetas Pasteur estériles
Medios de cultivo. Generalmente se utilizan medios
con base de agar Mueller-Hinton; en la Tabla 1 se
describen los medios adecuados segun el tipo de
microorganismo a estudiar. Deben almacenarse a
2-8°C.
Discos o pastillas de antibidticos. Deben
conservarse en condiciones adecuadas para evitar
su deterioro, que se produce fundamentalmente por
exceso de humedad o fluctuaciones frecuentes de
temperatura. La temperatura de conservacion
depende del soporte del antibidtico (discos de
papel o pastillas) y del propio antimicrobiano.
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Consultar las condiciones aconsejadas en cada
caso por la empresa suministradora.
- Dispensador de antibiéticos / pinzas.

7.1.2. Procedimiento operativo
- Preparacion del in6culo bacteriano: Realizar una

suspension del microorganismo en un tubo con
suero salino fisiolégico (ssf), hasta conseguir una
turbidez correspondiente al estandar MacFarland
deseado (Tabla 1).
Siembra: Introducir un escobillon dentro de la
suspension y al retirarlo rotar varias veces contra la
pared del tubo, con la finalidad de eliminar el
exceso de inéculo. Inocular completamente las
placas de Mueller-Hinton, para ello debe deslizarse
el escobillén por la superficie del agar tres veces,
en tres direcciones distintas, y por ultimo pasarlo
por la periferia del agar, para conseguir una
siembra uniforme.
La siembra de las placas puede también realizarse
por inundacién: se vierte el contenido de la
suspension bacteriana sobre la placa,
extendiéndolo por toda la superficie de la misma;
se elimina el exceso de liquido inclinando las
placas y recogiéndolo con una pipeta Pasteur.

- Antes de la siembra es necesario eliminar el agua
de condensacién de las placas de cultivo, para lo
que puede ser necesario su secado en estufa (a
temperatura no superior a 45°C un tiempo maximo
de 15 minutos).

- Dejar secar la superficie inoculada durante 10

minutos.

Depositar los discos con dispensador

semiautomatico o pinzas. El numero recomendable

de discos por placa depende de su medida. La
seleccién de los antibidticos a estudiar depende
fundamentalmente del tipo de microorganismo

(Tabla 2). En el antibiograma inicial la eleccion de

los antibidticos que deben incluirse esta en funcion

de la politica antibidtica del centro y de sus tasas
de resistencia; en cualquier caso es necesario
estudiar en cada familia antibidtica el numero
suficiente de compuestos que permita detectar los
principales mecanismos de resistencia. En los (-
lactdmicos es conveniente colocar los discos en
posiciones que permitan evidenciar interacciones
entre antibidticos: cefalosporinas de tercera
generacion contiguas a amoxicilina-clavulanico

(para la deteccidon de beta-lactamasas de espectro

extendido —BLEE-), y a imipenem o cefoxitina (para

la deteccién de enzimas cromosdmicas inducibles
en gramnegativos).

Dejar la placa 10-20 minutos a temperatura

ambiente para permitir la difusion del antibiotico.

Incubar en estufa a 35-37°C durante 18-24 horas.

Las atmosferas de incubacion se detallan en la

Tabla 1.

Lectura de los resultados: La lectura de los halos de

inhibicién se realiza con la ayuda de un pie de rey o

una regla. Pueden también utilizarse sistemas

automatizados de lectura.

7.1.3. Controles de calidad
Cada lote nuevo de placas debe estudiarse con cepas
patron de sensibilidad conocida. EI CLSI recomienda
utilizar las cepas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
25923 en el caso del agar Mueller-Hinton y S.
pneumoniae ATCC 49619 para las placas de Mueller-
Hinton con sangre. Los resultados deben comprobarse
con los valores admitidos por el CLSI.
Las cepas se pueden mantener durante 2-4 semanas a
4-8°C en tubos con agar de soja tripticasa; para
almacenamiento a largo plazo se deben mantener
liofilizadas o congeladas.
7.1.4. Limitaciones del procedimiento
Existen diversos factores que pueden influir en el
antibiograma por la técnica de difusion y dar lugar a un
resultado erréneo:
- Inéculo incorrecto
- Problemas en el medio de cultivo: espesor del agar,
alteraciones en su pH o su contenido en timidina e
iones como calcio 0 magnesio.
- Deterioro del antibiético por problemas de
fabricacion o de conservacion.
7.1.5. Pruebas especiales
Sinergia en doble disco (SDD). Esta prueba se realiza
cuando el patrén de resistencia de la cepa
(enterobacteria u otro bacilo gramnegativo) es
compatible con la presencia de una [-lactamasa de
espectro extendido (BLEE). Para la preparaciéon del
inodculo y siembra de la placa se sigue el procedimiento
indicado en la técnica simple de difusion (Apartado
7.1.2.); es conveniente utilizar un in6culo mas denso
para poder detectar cepas con baja expresion de la
resistencia. Se coloca un disco de amoxicilina-acido
clavulanico en el centro de la placay a 1 6 2 cm del
centro de este disco (2 cuando la cepa sea sensible a
este antibidtico y 1 cuando sea intermedia o resistente),
se colocan los discos de cefotaxima, ceftazidima,
cefepima y aztreonam. Se incuban a 35-37°C durante
18-24 horas en atmodsfera aerobia. La prueba se
considera positiva cuando se observa ampliacion del
halo de inhibicion en cualquiera de estos antibiéticos.
Variantes de la SDD:
Sinergia entre imipenem y EDTA: esta prueba se realiza
en cepas presumiblemente productoras de una metalo-
B-lactamasa. Se coloca un disco de imipenem con carga
de 10 pg vy, a una distancia de 10 mm entre los bordes,
un disco sin antibidtico sobre el que se aplican 10 pl de
una soluciéon de EDTA 0,5 M.
Sinergia entre cefalosporinas de 32 generaciéon y
cloxacilina: se realiza en cepas presumiblemente
productoras de enzimas AmpC. Se coloca un disco con
cloxacilina en el centro de la placa y a 2-2,5 cm del
mismo, discos de ceftazidima y cefotaxima.
En ambos casos la preparacion del indculo, siembra de
la placa, incubacion y lectura del resultado se realizan
del mismo modo que en la SDD convencional.
Estudio comparativo de los halos de inhibicién. Se
trata de ensayos con la misma base tedrica y utilidad de
las SDD. Se realiza un estudio de difusién siguiendo el
procedimiento habitual en términos de preparacion de
indculo, siembra y condiciones de incubacion (Apartado
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7.1.2). Se utilizan discos de antibidticos sin y con
inhibidores y se realiza una lectura comparativa de sus
halos de inhibicion, considerandose positiva cuando el
halo es 5 mm superior en los discos con inhibidor. Para
las cepas presumiblemente productoras de BLEE los
discos utilizados son cefotaxima, ceftazidima y cefepima,
sin y con acido clavulanico. En el caso de las enzimas
AmpC la combinacion en los discos es con acido
borénico y para la deteccion de las metalo-
betalactamasas se comparan los halos de imipenem e
imipenem con EDTA. En todos los casos debe
considerarse positivo un aumento del halo de 5 mm para
cualquiera de los antimicrobianos en presencia del
inhibidor.

Prueba de Hodge maodificada. Esta prueba se realiza
cuando el patron de resistencia de la cepa es compatible
con la produccion de una carbapenemasa. Se prepara
un inéculo, siguiendo los métodos convencionales, de la
cepa de colecciéon E. coli ATCC 25922, con la que se
inocula totalmente una placa de agar Mueller-Hinton;
una vez seca se coloca un disco de ertapenem o
imipenem en el centro de la placa y se inocula la cepa a
estudio, haciendo (con un asa de siembra) estrias
radiales desde el borde del disco hacia la periferia. Se
incuba a 35-37°C durante 18-24 horas en atmésfera
aerobia. La prueba se considera positiva cuando se
observa distorsion en el halo de inhibicion del E. coli en
las zonas préximas a la siembra de la cepa problema.
En cepas presumiblemente productoras de f-
lactamasas de tipo AmpC, se puede utilizar esta misma
prueba de Hodge, sustituyendo el disco de imipenem
por un disco de cefoxitina de 30 pg.

Estudio de cribado de la sensibilidad a vancomicina.
Se realiza en placas de BHI con 6 pg/ml de
vancomicina. Se prepara una suspension equivalente a
la escala del 0,5 MacFarland de la cepa. Se siembra la
placa con un asa calibrada de 10 pl. Se incuba durante
24 horas a 37°C. La presencia de mas de 1 colonia o
una ligera pelicula de crecimiento, es un indicador
presuntivo de sensibilidad disminuida a la vancomicina.

7.2. TECNICAS DE MICRODILUCION

7.2.1. Procedimiento operativo. Existen diversos
métodos comerciales de microdilucion para la
determinacion de las CIM en aislamientos de origen
urinario, aprobados para su utilizacion en diagndstico.
Para la preparacion del in6culo, siembra y seleccion
de condiciones de incubacion se recomienda seguir
los protocolos y las indicaciones que proporcionan las
compafias fabricantes.

La lectura de las técnicas de microdilucién genera
valores de CIM, que se define como la menor
concentracion de antimicrobiano que a simple vista
inhibe el crecimiento del microorganismo estudiado;
puede realizarse de forma manual o mediante sistemas
automatizados; la lectura manual de los resultados se
facilita tomando como referencia el crecimiento
observado en el pocillo de control de crecimiento; para
observar el crecimiento de los pocillos se debe
comprobar que la parte inferior de la placa de titulacion
esté limpia y seca.

7.2.2. Controles de calidad. Cada lote de placas de
microdilucién debe controlarse con cepas de referencia;
las aconsejadas por el CLSI son las siguientes:

- Staphylococcus aureus ATCC 29213: para
antimicrobianos usados frente a grampositivos.

- Enterococcus  faecalis ATCC 29212: para
antimicrobianos usados frente a grampositivos y para
control de trimetoprim/sulfametoxazol.

- Escherichia coli ATCC 25922: control de
antimicrobianos usados frente a bacilos
gramnegativos.

- Escherichia coli ATCC 35218: para |las
combinaciones de B-lactamicos e inhibidores de B-
lactamasas.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: control de
antimicrobianos usados frente a gramnegativos, en
particular aminoglucosidos.

Es conveniente en las técnicas de microdilucién
controlar la pureza del in6culo, realizando una siembra
del mismo en una placa de agar sangre.

7.2.3. Limitaciones del procedimiento. Puede
producirse un resultado erréneo por problemas de
deterioro de los antibidticos, relacionados con
deficiencias en la fabricacion o fallos en la conservacion
de las microplacas. Pueden también deberse a
problemas de inoculacién; en este tipo de técnicas es
necesario estar especialmente atento a las
contaminaciones, en ocasiones dificilmente detectables
a simple vista.

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS.

8.1. TECNICAS DE DIFUSION

La interpretacion en las categorias sensible,
resistente e intermedio se hace siguiendo los puntos
de corte y las recomendaciones del documento
CLSI 2010, y realizando Ilas modificaciones
condicionadas por la demostracién de un mecanismo
de resistencia conocido, procedimiento que recibe el
nombre de lectura interpretada del antibiograma.

8.2. MICRODILUCION

La interpretacion de los valores de la CIM puede
realizarse siguiendo los puntos de corte establecidos por
el CLSI o EUCAST. En los sistemas semiautomaticos o
automaticos esta traduccion la realiza el propio sistema,
aplicando los criterios que previamente se le hayan
definido. Debe realizarse una lectura interpretada de los
resultados del antibiograma (en la actualidad ya
incorporada en la mayoria de los programas
informaticos que acompafan a los sistemas
automatizados) y modificar categorias clinicas en
funcién del reconocimiento del mecanismo de
resistencia.

Tanto en las técnicas cuantitativas como cualitativas
debe repetirse el estudio de sensibilidad en caso de
apariciéon de un fenotipo de resistencia imposible, y
deben confirmarse los casos de multirresistencia o de
resistencias inusuales.

La informacion de los resultados del estudio de
sensibilidad debe realizarse de un modo selectivo y
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secuenciado, en funcidn de las resistencias, del cuadro
clinico del paciente y de la politica antibiética del centro.
De cada familia de antimicrobianos con utilidad en el
tratamiento de la infeccion urinaria debe restringirse
inicialmente la informacién a los de menor espectro,
ampliando a otros de mayor espectro en caso de
resistencias en los primeros. En nifios debe restringirse
la informacion de los resultados de las quinolonas.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizaciéon del laboratorio y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados
emitidos debera realizarla el Facultativo Especialista
Responsable de la Unidad del Laboratorio de
Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

Las pruebas estan basadas en distintos principios
técnicos que han ido evolucionando con el tiempo y
en base a las recomendaciones nacionales e
internacionales.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Las indicadas para cada uno de los procedimientos
anteriormente descritos.
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Tabla 1. Condiciones de inéculo e incubacion en funcion del microorganismo a estudiar.

Microorganismos Medio de Mac Medio de cultivo | Atmdésfera de
dilucién* Farland incubacion
H i 0,
Bacilos gramnegatwos SSF 0,85 % 05 Mueller Hinton 0,
(enterobacterias)
H i 0,
Bacilos gramnegativos| SSF 0,85 % 05 Mueller Hinton 0,
no fermentadores
0,
Estafilococos SSF0.85% 0,5 Mueller Hinton 0O,
0,
Enterococos SSF 0,85 % 0,5 Mueller Hinton 0O,
0, i o
Estreptococos SSF 0,85 % 05 Mueller Hinton + 5% 5-7% de CO,
de sangre de carnero
0, i (o]
Bacilos grampositivos SSF 085 % 1 Mueller Hinton + 5% 5-7% de CO,
de sangre de carnero

*SSF: solucidn salina fisiolégica

Pagina 6 de 7
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Tabla 2. Antibidticos para la determinacion de la sensibilidad de los principales microorganismos uropatégenos.
En el antibiograma inicial la eleccion de los antibiéticos que deben incluirse estara condicionada por las
caracteristicas del centro (tasas de resistencia y politica antibiética).

Claves de interpretacion de los grupos de antibioticos:
0. No utilizados en clinica pero utiles para la deteccion de mecanismos de resistencia
1. De utilidad clinica. Deben informarse de modo selectivo y secuenciado. En negrita los
que se aconseja informar de modo sistematico.

Daptomicina7

Enterobacterias P. aeruginosa Enterococcus | Staphylococcus
Spp. SPp.
1 Ampicilina Ceftazidima Ampicilina Penicilina®
Amoxicilina-clavulanico Aztreonam Oxacilina
Cefalotina/Cefazolina Cefepime Ciprofloxacino | Amoxicilina-acido
Cefuroxima Piperacilina-tazobactam o] clavulanico
Cefoxitina’ Imipenem Levofloxacino
Cefotaxima Meropenem Gentamicina
Ceftazidima® Vancomicina®
Cefepima Gentamicina Teicoplanina Ciprofloxacino
Aztreonam Tobramicina
Piperacilina-tazobactam Amikacina Fosfomicina® Cotrimoxazol
Imipenem Nitrofurantoina
Ertapenem Ciprofloxacino Vancomicina®

Teicoplanina

Gentamicina Colistina Linezolid

Tobramicina Fosfomicina®
Kanamicina® Nitrofurantoina
Amikacina

Daptomicina7

Acido pipemidico’o Linezolid

Acido Nalidixico®
Norfloxacino
Ciprofloxacino

Cotrimoxazol

Fosfomicina®
Nitrofurantoina
0 Cefotaxima-acido

clavulanico®
Ceftazidima-acido
clavulanico®

Cefepima-acido

clavulanico®
' Util en la discriminacion de mecanismos de resistencia.
2 Facilita la deteccion de BLEE
® Facilita la deteccion de enzimas modificantes que afectan a amikacina.
* Para la interpretacion de los resultados consultar las recomendaciones de EUCAST o del Comité del
Antibiograma de la Sociedad Francesa de Microbiologia (CA-SFM).
® Detecta mutaciones primarias en las topoisomerasas, primer paso en la resistencia a fluoroquinolonas y permite
inferir la sensibilidad a otras quinolonas no fluoradas.
® La resistencia a vancomicina es de dificil deteccion en el método de difusién. Se recomienda la determinacion de
la CIM en cepas con halos de tamafio cercano a los puntos de corte de resistencia o la utilizacion de placas de
cribado.
" Valida tnicamente la determinacion de CIM.
®En cepas sensibles in vitro, es necesario descartar la produccion de B-lactamasa.
® Incluir para la deteccion de resistencia a meticilina en estafilococos.
"% Facilita la identificacion de Staphylococcus saprophyticus.

Cefoxitina’
Novobiocina'®




DOCUMENTO TECNICO

PNT-UR-03
Diagnoéstico microbiolégico de la prostatitis bacteriana crénica

ELABORADO REVISADO Y APROBADO
Nombre/Firma Fecha Nombre/Firma Fecha
EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 Edicion inicial

COPIA REGISTRADA N°.......... ASIGNADA Ao

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro................cccov i vvvinnnen. La
informacién en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizacion escrita del Responsable
de su elaboracién. Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.



Servicio de Microbiologia
Hospital..........c.ccooeevn e,

Diagnéstico microbiolégico de la
prostatitis bacteriana crénica

PNT-UR-03
Edicion N° 01

Pagina 2de 4

1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir los métodos utilizados para realizar el diagnéstico
microbiolégico de la prostatitis bacteriana cronica.

Este procedimiento es aplicable a todos los
laboratorios de microbiologia clinica que realicen
diagndstico microbiolégico de la prostatitis bacteriana
cronica o envien muestras a laboratorios de referencia.

2. FUNDAMENTO

La prostatitis bacteriana cronica es una entidad
frecuente en varones y de dificil diagnéstico vy
tratamiento. Con frecuencia se producen fracasos
terapéuticos o recidivas, especialmente cuando la
eleccion del antibidtico o la duracién del tratamiento no
son los adecuados.

El diagnéstico microbiolégico de la prostatitis
bacteriana crénica es complejo dada la inaccesibilidad
de la préstata y la alta posibilidad de que la secrecién
prostatica se contamine con la microbiota uretral y
periuretral. Esta es la razon por la que se emplea el
test de Meares y Stamey o el test simplificado de
Nikel, que se basan en la comparacion de los
resultados obtenidos con diferentes fracciones de
orina, secrecion prostatica y/o semen.

La obtencién de alguna de estas muestras, en
especial la secrecidn prostatica por masaje prostatico
transrectal requiere ser practicada por un
especialista con experiencia y es dolorosa para el
paciente e incébmoda tanto para el paciente como
para el clinico que la practica.

El diagnéstico de prostatitis cronica requiere la
demostracion de inflamacion prostatica, para lo que
es necesario el recuento y comparacion de
leucocitos en las distintas muestras obtenidas. El
diagnéstico se confirma con cultivos cuantitativos de
las mismas muestras.

Para el cultivo cuantitativo es imprescindible utilizar
los métodos y medios adecuados que permitan la
deteccion de todos los agentes etioldgicos
implicados en la prostatitis cronica, es decir tanto E.
coli, que es el agente mas frecuente como otros
bacilos gramnegativos, enterococos, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis y Chlamydia
trachomatis. En caso de sospecha de tuberculosis se
investigara la presencia de Mycobacterium
tuberculosis. Ademas se aconseja investigar la
presencia de Neissseria gonorrhoeae y Trichomonas
vaginalis que aunque no han sido implicadas en
prostatitis cronicas, al ser agentes productores de
uretritis requieren del diagndéstico diferencial.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Loza E (Coordinador). Alomar P, Bernal A, Harto A,
Pérez JL, Picazo JJ, Saraza LL. Seguridad en el
laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos

en Microbiologia n° 10, 12 edicion. SEIMC. 2000.
Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi

ologia

4. MUESTRAS

Se recomienda una abstinencia sexual de 3 a 5 dias,
antes de la realizacion de estos tests. Si las
muestras se recogen en la consulta del urdlogo se
recomienda hacerlo de 3-5 horas después de la
Ultima miccion. Si la secrecion prostatica es
sustituida por el semen y es el propio paciente quien
recoge las muestras en su domicilio es conveniente
gue lo haga a primera hora de la mafiana, antes de
miccionar.

En cualquier caso, antes de iniciar la recogida de las
muestras, se retrae el prepucio manteniéndolo
retraido durante toda la maniobra y se realiza una
limpieza meticulosa del glande con agua y jabén no
desinfectante. Cuando sea el enfermo quien se
recoja las muestras, antes de iniciar la recogida debe
proceder a una limpieza de manos.

Para la realizacion del test de Meares y Stamey las
muestras adecuadas son:

- Primer chorro de orina: en un contenedor de
plastico estéril de boca ancha, identificado como
1, se recogen los primeros 5-10 ml de orina
emitida espontaneamente.

Chorro medio de orina: en otro contenedor
identificado como 2, se recogen 15-25 ml del
chorro medio de la orina.

Secrecion prostatica: el especialista realiza un
masaje prostatico transrectal y las secreciones
emitidas se recogen en otro contenedor estéril
identificado como 3.

Semen: dado los inconvenientes que suponen
para el paciente la realizacion del masaje
prostatico y la gran dificultad de conseguir la
secrecion, con frecuencia se sustituye por semen
obtenido por el propio paciente tras masturbacion,
qgue lo recogera en el contenedor identificado
como 3.

Orina postmasaje: en un cuarto contenedor estéril
identificado como 4, se recogen los primeros 5-10
ml de orina emitida espontaneamente tras el
masaje prostatico o la masturbacion. Con
frecuencia esta muestra suele obviarse.

Para la realizacion del test de Nikel las muestras
adecuadas son:

- Orina premasaje prostatico: en un contenedor de
plastico estéril de boca ancha identificado como 1,
se recogen los primeros 5-10 ml de orina emitida
espontaneamente.

- Orina postmasaje prostatico: tras un vigoroso
masaje prostatico realizado por via transrectal por
un especialista, en un contenedor estéril
identificado como 2, se recogen los primeros 5-10
ml de orina emitida espontaneamente.
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Se admite que el test de Nikel es una alternativa
razonable al de Meares y Stamey cuando no puede
obtenerse secrecién prostatica. Algunos autores
demuestran que da una informacion similar en el 96-
98% de los casos.

Las muestras deben ser remitidas al laboratorio de
microbiologia en el menor tiempo posible.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Los medios de cultivo y indicados en el apartado de
procesamiento de este PNT.

- Sistema de deteccién de antigeno de C. trachomatis.

6. APARATOS Y MATERIALES

- Camara de Neubauer para recuento de leucocitos.
- Centrifuga de sobremesa

- Microscopio

- Estufa de cultivo

- Portas y cubres

- Sobres generadores de CO, y de anaerobiosis

7. PROCESAMIENTO
Se debe realizar el recuento de los elementos
formes, especialmente de los leucocitos PMN, de
cada una de las muestras. Este recuento deberia ser
practicado por el mismo método en todas las
muestras. El mas preciso seria efectuar el recuento
con una camara de Neubauer tanto de la secrecion
prostatica como de las muestras de orina sin
centrifugar.
Algunos autores recomiendan centrifugar 5 ml del
primer chorro, chorro medio y orina postmasaje a
1500 rpm durante 5 minutos y observar el sedimento
en el microscopio (x400), juntamente con una gota
de la secrecion prostatica.
Cada una de las muestras fraccionadas se siembra
en los siguientes medios:

- agar sangre

- agar Mac Conkey

- agar A7B o similar destinado al aislamiento de

Ureaplasma urealyticum o micoplasmas en
general

En pacientes con riesgo de una infeccion de
transmision sexual, el primer chorro de orina se
sembrard también en:
- agar Thayer-Martin, Martin-Lewis o New York
City.
- caldo de Diamond o Roiron, para el aislamiento
de Trichominas vaginalis

Para la deteccién de Chlamydia trachomatis se
emplea una técnica de PCR en tiempo real y si no es
posible una técnica de deteccién de antigeno.

El agar sangre, agar Mac Conkey, agar A7B y agar
Thayer-Martin se siembran con 100 pl (asa calibrada
de 0,01 ml) de cada muestra, que permite la
deteccién de 10® ufc/ml. El agar sangre y el agar
Thayer-Martin se incuban a 35°-37°C con un 5% de
CO, vy la lectura se efectlia a las 24 y 48 horas. El

agar Mac Conkey se incuba a 35°-37°C y se lee a las
24 horas. El agar A7B se incuba en anaerobiosis y
su lectura se realiza en el microscopio 6ptico (x10) a
las 48 horas.

Para la deteccién de C. trachomatis y T. vaginalis el
primer chorro de orina se centrifuga previamente a
3500xg durante 5 minutos. El caldo de Diamond se
incuba a 35°-37 °C y la lectura se efectia a las 48
horas.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS
Los resultados se
cuantitativos.

Se considera que existe inflamacion de la glandula
prostatica cuando hay un nimero = 10 PMN/campo
(x400) en secrecidn prostatica, orina postmasaje o
semen o cuando el nimero de PMN en estas
localizaciones es superior al observado en el primer
chorro o en el chorro medio de orina.

Se considera que la infeccion es de origen prostatico
cuando hay ausencia de patdégenos en el primer
chorro y en el chorro medio de orina y presencia en
secrecion prostatica, orina postmasaje 0 semen, 0
cuando el patbgeno esta presente en secrecion
prostatica, orina postmasaje 0 semen en cantidades
al menos un logaritmo superior que las observadas
en primer chorro de orina o chorro medio

Un cuantitativo en primer chorro de orina superior al
obtenido en la secrecién prostatica o en la orina
postmasaje se traducira en una uretritis.

expresan en  términos

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizacién del Laboratorio de Microbiologia y en
las fichas de descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados
emitidos debera realizarla el Facultativo Especialista
Responsable de la Unidad del Laboratorio de
Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

Las pruebas estan basadas en distintos principios
técnicos que han ido evolucionando con el tiempo, la
experiencia adquirida y las recomendaciones
nacionales e internacionales. A pesar de los avances
logrados en la clasificacion de las prostatitis y en los
métodos diagnésticos, la valoracion de los resultados
no siempre es clara y debe ser realizada por un
microbidlogo experto en el tema.
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11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Tanto el test de Meares y Stamey como el test de
Nikel tienen una baja sensibilidad para diagnosticar
la prostatitis cronica bacteriana. Soélo en
aproximadamente un 14% de las prostatitis cronicas
bacterianas se demuestra una etiologia bacteriana
concreta, mientras que la especulacion etioldgica
constituye alrededor del 94% de casos restantes.
Cuando de las muestras previas al masaje se
obtiene un crecimiento bacteriano abundante y
significativo no es posible distinguir una cistitis simple
de una cistitis asociada a prostatitis cronica. Por ello
antes de realizar un test de Stamey es aconsejable
realizar un urocultivo convencional y si este es
positivo, valorar la presencia de prostatitis
basandose en la sintomatologia clinica, el tacto rectal
y otras exploraciones complementarias como la
urografia o la ecografia.
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