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1 . INTRODUCCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las infecciones mas frecuentes. Segun el ultimo Estudio
de la Prevalencia de la Infeccion Nosocomial en Espafa (EPINE-EPPS 2018), en su informe n°® 29 sobre
prevalencia de las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria (IRAS) e infecciones comunitarias,
las ITU representan la segunda causa de infeccion en Atencion Primaria (AP) (18,4%) después de las
infecciones respiratorias y la tercera causa de IRAS (17,4%) después de la infecciones quirurgicas y res-
piratorias.

La incidencia de las ITU varia con el sexo y con la edad. A partir de los 3 meses de vida y hasta los 50-65
afos, las mujeres tienen ITU con mucha mayor frecuencia que los hombres, estimandose que un 20% de
las mismas la padecera a lo largo de su vida. La cistitis aguda no complicada en la mujer joven es la infec-
cion mas prevalente con un pico de incidencia en los afnos de maxima actividad sexual. Se estima que en
Espafia alrededor de 4.000.000 de mujeres de entre 20 y 44 afios desarrollan al afio una cistitis aguda. A
partir de los 65 afios, la incidencia aumenta en ambos sexos, mas marcadamente en varones coincidiendo
con patologia prostatica.

Segun el EPINE-EPPS 2018, las ITU son la primera causa de infeccion en areas de geriatria (33,6%),
rehabilitacion (65%) y en centros de larga estancia (50%). Este estudio también muestra que el 52% de
las infecciones urinarias estan asociadas a la sonda urinaria (hasta el 16% de los pacientes hospitalizados
son portadores de una sonda uretral en algun momento de su estancia). Su frecuencia se relaciona con
la duracion del sondaje urinario, con la utilizacion de sistemas de drenaje cerrados vs abiertos y con la
calidad de los cuidados del personal sanitario. El 10,1% de las bacteriemias nosocomiales y el 28,8% de
las bacteriemias comunitarias son secundarias a ITU, siendo el segundo foco en bacteriemia nosocomial
después del catéter vascular central confirmado microbiolégicamente (24,5%) y el primer foco en pacien-
tes en AP.

2 .ETIOLOGIA Y PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE LOS PATOGENOS
URINARIOS

2.1

La etiologia de las ITU depende de muchos factores, tales como la edad, el sexo, las enfermedades de
base, la presencia de trastornos funcionales o anatdomicos del tracto urinario, el origen comunitario o no-
socomial de la ITU, el uso de cateterismo prolongado o intermitente, instrumentacion, antecedentes de
hospitalizacion reciente, institucionalizacién o tratamientos antibidticos previos.

La mayoria de las ITU estan causadas por Escherichia coli uropatégeno, responsable de 70-95% de ca-
sos de cistitis y pielonefritis no complicadas. Se han descrito seis grupos filogenéticos de E. coli: A, B1,
B2, C, Dy E. La mayoria de las cepas de E. coli involucradas en ITU pertenecen al filogrupo B2 y poseen
multiples factores de virulencia.

Ademas de E. coli, en episodios de cistitis aguda se aislan Staphylococcus saprophyticus (5-10%), en mu-
jeres jovenes entre 15-25 afios, Klebsiella pneumoniae o Proteus mirabilis. En mujeres con cistitis aguda
no complicada, es muy dudoso el valor de Enterococcus faecalis y Streptococcus agalactiae cuando se
aislan en cultivos de muestras de miccidon media, aun en recuentos de =210* UFC/mL. Se ha demostrado
que estos microorganismos no se encuentran en cultivos de orina obtenida por sondaje vesical al mismo
tiempo. Por el contrario, el cultivo de muestras de miccién media con aislamiento de 102 UFC/mL de E. coli,
resulta altamente predictivo de verdadera bacteriuria con una sensibilidad de 94%, especificidad de 89% vy
valor predictivo positivo de 93%. En las gestantes, el aislamiento de S. agalactiae puede representar tanto
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ITU sintomatica como colonizacion. En pielonefritis aguda la etiologia es similar a la cistitis, con similares
patrones de resistencia a los antibidticos.

En las ITU recurrentes y complicadas, las enterobacterias causan entre el 60% y el 75% de las infeccio-
nes, con E. coli como agente causal mas frecuente. P. mirabilis se aisla sobre todo en personas ancianas
y en pacientes portadores de sonda vesical permanente. En esta poblacion de pacientes no es infrecuente
el aislamiento de Providencia spp., Morganella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. o Serratia spp.
Entre otros bacilos Gram-negativos hay que destacar Pseudomonas aeruginosa, que se aisla sobre todo
en infecciones nosocomiales en pacientes con cateterismo prolongado.

Las bacterias Gram-positivas son menos frecuentes: S. agalactiae en el recién nacido, personas ancianas
y diabéticas; Enterococcus spp. en ancianos, portadores de sonda vesical y en personas con tratamiento
previo con cefalosporinas; Corynebacterium urealyticum en pacientes con patologia urolégica o sondaje
vesical permanente; Staphylococcus aureus causa cistitis sobre todo en pacientes con sonda vesical o
puede ser causa de pielonefritis por via hematoégena. A pesar de que la mayoria de ITU son monomicro-
bianas, en el caso de sondaje prolongado y presencia de otros dispositivos en el tracto urinario (stent, etc.)
es frecuente el aislamiento de mas de una especie de microorganismos, siendo habitual el aislamiento de
microorganismos distintos de E. coli, tales como P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis, Candida spp.
y estafilococos.

El aislamiento de Candida spp. en muestras de orina generalmente representa una contaminacion y para
diferenciarla de una infeccion se recomienda siempre obtener una segunda muestra para verificar la can-
diduria; si el paciente esta sondado es necesario cambiar la sonda, en pacientes que no controlan esfin-
teres, ancianos y otros pacientes en los que no es posible obtener una muestra de calidad por miccion
espontanea, se requiere obtener la muestra de orina por sondaje vesical. La mayoria de los pacientes con
candiduria son asintomaticos y la presencia de Candida spp. en orina no traduce una verdadera ITU. En
los pacientes con factores predisponentes (diabetes mellitus, sonda permanente, antibioticoterapia etc.)
generalmente, la candiduria se resuelve al corregir dichos factores sin necesidad de tratamiento antifungi-
co. Por el contrario, en recién nacidos de bajo peso, en pacientes criticos y neutropénicos, la candiduria,
sintomatica o no, puede ser un signo de infeccion sistémica y requiere la obtencion de hemocultivos y la
realizacion de otras pruebas diagndsticas. La infeccion sintomatica es poco frecuente y puede presentarse
en forma de cistitis o pielonefritis. La prostatitis y orquiepididimitis son excepcionales. Una vez confirmada
la etiologia se requiere establecer tratamiento antifiungico y en prostatitis y orquiepididimitis se requiere
ademas drenaje quirurgico.

Otros patdégenos descritos excepcionalmente en casos de cistitis o pielonefritis aguda son: Haemophilus
influenzae y H. parainfluenzae, Gardnerella vaginalis, Streptococcus pneumoniae, Ureaplasma urealyti-
cum 'y Actinomyces spp. El aislamiento y/o deteccion por técnicas moleculares de estas especies bacte-
rianas debe valorarse junto con los datos clinicos y los resultados de otros estudios. Del mismo modo, se
debera valorar el procesamiento individualizado de la orina en caso de sospecha diagnostica especifica,
como ocurre en el caso de la mujer con sindrome uretral agudo, piuria y urocultivo negativo, en cuyo caso
se debe investigar Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium y virus herpes
simple, o en el caso de adultos con piuria y urocultivo repetidamente negativo, en que se debe investigar
Mycobacterium tuberculosis. En los pacientes con fistulas enterovesicales los microorganismos anaero-
bios pueden estar implicados en los cuadros de ITU.

En los ultimos afios se han descrito “nuevos uropatdgenos”, tales como Aerococcus (A. urinae, A. uri-
naehominis, A. viridans y A. sanguinicola), Oligella (O. ureolytica y O. urethralis) y una amplia variedad
de géneros del filo Actinobacteria, incluyendo Gardnerella, Actinobaculum (A. massiliense), Actinotignum
(A. schaalii y A. urinale), Corynebacterium y Actinomyces. Algunas de estas especies se han descrito en
casos de ITU asociadas a sonda vesical permanente (Aerococcus y Oligella), o incluso en casos de uro-
sepsis (Aerococcus y Actinotignum). A. schaalii se esta presentando como un uropatégeno emergente,
particularmente en ancianos y personas con anomalias urolégicas subyacentes. Segun los estudios re-
trospectivos y series de casos publicados, aproximadamente el 85% de las infecciones se producen en el
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tracto urinario (cistitis, pielonefritis 0 urosepsis) o se diseminan (bacteriemia, endocarditis) a partir de una
fuente primaria desconocida. En cuanto a los aislamientos de bacilos Gram-positivos difteromorfos, se han
comunicado casos de ITU causada por C. urealyticum, C. glucuronolyticum, C. striatum, C. aurimucosum
y Actinomyces neuii. Pocos de estos géneros han sido aceptados como verdaderos uropatdgenos, sobre
todo por su presencia en la microbiota urogenital de pacientes asintomaticos. Por lo tanto, el aislamiento
de estas especies debe ser valorado minuciosamente junto con los datos clinicos del paciente.

En cuanto a la etiologia virica, aun siendo muy poco frecuente, cabe mencionar los adenovirus como
etiologia de cistitis hemorragica epidémica en pediatria, el virus BK en casos de cistitis hemorragica en
receptores de trasplante de médula 6sea, y citomegalovirus, que puede producir cistitis en personas in-
munodeprimidas.

2.2

En los ultimos afnos se ha producido un incremento global de la resistencia a antimicrobianos, principalmente
en bacilos Gram-negativos. En las ITU, en la mayoria de las ocasiones el tratamiento antibiético se instaura de
forma empirica, siendo necesario conocer la epidemiologia y las tasas de resistencias locales, algo fundamen-
tal en el caso de las enterobacterias, y particularmente de E. coli.

En un estudio publicado en 2019, donde se compararon las guias de tratamiento de ITU en 15 paises euro-
peos, las tasas de resistencia de E. coli en Espafia (datos procedentes de estudios nacionales y regionales)
fueron del 5% para nitrofurantoina y del 3% para fosfomicina, dos antibiéticos con indicaciéon especifica en
ITU. Estos datos confirman la eleccidon de estos dos antibidticos para el tratamiento empirico de primera linea
para la cistitis no complicada. Por norma general, la tasa de resistencia de un antibiético debe ser <20% para
usarlo en tratamiento empirico de cistitis. En cuanto a cotrimoxazol, los estudios regionales muestran tasas de
resistencia variables, pero en general oscilan en torno al 30%.

En el estudio SMART para la vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana de microorganismos Gram-negativos
procedentes de infeccion intraabdominal e ITU, realizado en 10 hospitales espafoles durante los afios 2016
y 2017, se analizaron 937 cepas aisladas de pacientes con ITU. E. coli representé 63,3% en infeccion comu-
nitaria y 44,9% en infeccion nosocomial con una tasa global de E. coli productor de -lactamasas de espectro
extendido (BLEE) de 8,1%, con diferencias significativas entre ITU comunitaria (6,3%) y nosocomial (10,4%).
El segundo microorganismo mas frecuentemente aislado en ITU fue K. pneumoniae con una tasa de cepas
productoras de BLEE de 32,6% (28,7% en infeccion comunitaria y 34,5% en infeccidon nosocomial). Se observé
un incremento de Enterobacterales productoras de BLEE al aumentar la edad de los pacientes, siendo de 8,7%
en los menores de 30 anos y de 12% en los mayores de 60 afios.

Tabla 1. Porcentaje de sensibilidad antibidtica de bacilos Gram-negativos aislados en ITU durante el estudio
SMART (2016-2017) (adaptado de Canton et al., 2019)

Especie AMC PTZ CTX CAZ FEP IMP ERT AK CIP
:?"ff:c';édne la c| N|c|N|C N |[c|N| C N|c|N|c|N|c|N|GC N
E. coli 77,6 78,2 91,5 90 92,6 86,8 91,5 85,9 92,6 88,6 100 99,5 99,6 99 99,3 98,6 64 61,3
K. pneumoniae 90 100 71,2 69 66,6 63,3 69,7 | 62,5 69,7 63,3 100 95,6 92,4 84,1 98,4 96,4 59 56,1
K. oxytoca 100 100 88,8 77,7 100 88,8 100 88,8 100 88,8 100 100 100 88,8 100 100 100 77,7
P. mirabilis 100 100 100 100 93,5 100 90,3 96,6 100 100 100 100 100 100 100 100 51,6 56,6
E. cloacae NA NA 100 36,3 80 36,3 100 36,3 100 72,7 100 90,9 100 90,9 100 100 100 54,5
C. freundii NA NA 100 80 66 80 50 80 100 80 100 80 100 80 100 100 83,3 80

M. morganii NA NA 100 92,3 50 84,6 37,5 84,6 100 92,3 87,5 92,3 100 100 100 100 62,5 69,2
S. marcescens NA NA 100 100 100 100 100 100 100 100 66,6 100 100 100 100 100 100 75

P aeruginosa NA NA 72,7 771 NA NA 77,2 80 72,7 771 81,8 80 NA NA 95,4 88,5 68,1 68,5

NA, no aplica; C, ITU comunitaria; N, ITU nosocomial; AMC, amoxicilina/acido clavulanico; PTZ, piperacilina/tazobactam; CTX,
cefotaxima; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima, IMP, imipenem; ERT, ertapenem; AK, amikacina; CIP, ciprofloxacino
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En cuanto a las tasas de sensibilidad a diferentes antibioticos, E. coli presentd una sensibilidad global de 77,7%
a amoxicilina/acido clavulanico, 90,9% a piperacilina/tazobactam, 90,1% a cefotaxima, 99,4% a ertapenem y
63% a ciprofloxacino. Se observé una disminucion marcada de sensibilidad a ciprofloxacino para otras Entero-
bacterales: 57% en K. pneumoniae y 54,1% en P. mirabilis. En la Tabla 1 se muestran las tasas de sensibilidad
de las principales especies de bacilos Gram-negativos aislados en el estudio SMART, dependiendo de sila ITU
es de adquisicidn comunitaria o nosocomial.

En las ultimas décadas se observé una diseminacion de cepas de E. coli productoras de BLEE tanto a nivel
hospitalario como en la comunidad asociado al clon de alto riesgo ST131. Este clon se ha diseminado a nivel
mundial encontrandose tanto en ITU como en urosepsis. En el estudio multicéntrico ITU-BRAS, llevado a cabo
en 2010-2011 en 8 hospitales de Espafia, se observé que el 54% de E. coli BLEE causantes de bacteriemia de
foco urinario pertenecian al clon ST131 (filogrupo B2). Todos los aislados, menos uno, correspondian al sub-
clon H30Rx que presentaba altos niveles de resistencia a antimicrobianos (produccion de BLEE de tipo CTX-
M-15 en todos los aislados y co-produccion de OXA-1 en todos menos uno). El subclon H30Rx es responsable
del aumento de la resistencia no solo a betalactamicos sino también a quinolonas. Algunos estudios estiman
que el complejo clonal O25b:H4-B2-ST131 puede ser responsable de una de cada 10 infecciones extraintesti-
nales producidas por E. coli.

Las carbapenemas siguen siendo un tratamiento de eleccién para las cepas productoras de BLEE, sobre todo
en E. coli (Tabla 1). Sin embargo, en los ultimos afios se ha producido un incremento de las Enterobactera-
les productoras de carbapenemasas (EPC). En un estudio de vigilancia del grupo iCREST para evaluar las
EPC aisladas de muestras de orina en Espafia, en el que se incluyeron 11.826 muestras de 5 hospitales, la
prevalencia de EPC fue del 1,6%. La carbapenemasa tipo OXA-48 fue la mas frecuente (86,8%), seguida de
KPC (6,9%), VIM (4,8%), NDM (1,1%) e IMP (0,6%). K. pneumoniae fue la EPC mas frecuentemente aislada
(87,8%). No todas las resistencias a carbapenemas se deben a la produccién de carbapebemasas. Los defec-
tos de permeabilidad debido a pérdidas de porinas (por ejemplo, OmpK35 y OmpK36 en K. pneumoniae), a
veces en combinacion con hiperproduccion de enzimas tipo AmpC también son responsables de dicha resis-
tencia.

El panorama dinamico y cambiante de resistencias entre los uropatégenos mas frecuentes exige realizar una
vigilancia activa de las cepas circulantes y sus patrones de resistencia antibiética en cada instituciéon y region
geografica, asi como a nivel nacional. Debido a que existen diferencias significativas entre las tasas de resis-
tencia a ciertos antibiéticos entre distintas areas geograficas, es necesario disponer de los datos de sensibi-
lidad locales actualizados que serviran para adecuar las recomendaciones en cuanto al tratamiento empirico
delalITU.

3 . MICROBIOTA URINARIA

El proyecto Human Microbiome (HMP) (http://commonfund.nih.gov/hmp/) surge como una iniciativa del Na-
tional Institute of Health en el afio 2008, con el objetivo de identificar y caracterizar las comunidades micro-
bianas presentes en diferentes cavidades del cuerpo humano para buscar las correlaciones entre los cam-
bios en la microbiota y la salud y la enfermedad. Los estudios iniciales del HMP determinaron la composicién
de la microbiota de la piel sana, del tracto gastrointestinal, de la boca y de la vagina. El tracto urinario no
se incluyo inicialmente. Sin embargo, en la actualidad hay suficiente evidencia que pone de manifiesto que
existe una microbiota urinaria en poblaciéon sana y que a su vez, difiere de la microbiota de pacientes con
trastornos urolégicos. Estos hallazgos rompen con el dogma aceptado durante décadas de que la vejiga es
un compartimento estéril. Los microorganismos que habitan el tracto urinario tienen por tanto una funcién en
el mantenimiento de la salud que nos conduce a replantear la gestion de las “infecciones” del tracto urinario
debido a la asuncion del microbioma urinario o urobioma como 6rgano implicado en la fisiopatologia de la
enfermedad urolégica. Afortunadamente, las nuevas tecnologias moleculares basadas en la secuenciacion
masiva del gen que codifica la subunidad 16S del ARN ribosomal (gen ARNr 16S) han sido de gran utilidad
para la identificacion de bacterias no cultivables en la orina. Muchos investigadores han empleado esta
técnica para caracterizar las bacterias directamente en muestras de orina. En general, las bacterias mas
comunes que forman la microbiota urinaria en la mujer son Lactobacillus spp. y en menor grado, Gardnerella
vaginalis, Streptococcus spp., Staphylococcus spp. y Corynebacterium spp. Algunos autores han estable-
cido distintos fenotipos de mujeres en base a su microbiota urinaria individual. Esto ha sido posible debido
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que las nueve regiones hipervariables conocidas (V1-V9) del gen ARNr 16S contienen suficientes poli-
morfismos para lograr una clasificacion taxonémica precisa. Estos trabajos se realizaron extrayendo ori-
na directamente de la vejiga mediante aspiracion suprapubica (Wolfe et al., 2012) y/o catéter transuretral
(Nienhouse et al., 2014; Pearce et al., 2014; Wolfe et al., 2012) para evitar la contaminacion vulvovaginal.
La relacion entre la microbiota urinaria y la microbiota vaginal es de gran interés, si tenemos en cuenta que
existe una superposicion significativa entre las bacterias mas comunes encontradas en la vejiga y aquellas
generalmente asociadas con la salud (Lactobacillus spp.) y la enfermedad (G. vaginalis) vaginal. Recien-
temente se han llevado a cabo estudios para identificar el papel del urobioma y el impacto de la disbiosis
bacteriana, ya que el desequilibrio homeostatico podria estar implicado en el desarrollo de enfermedad
urolégica. Asi en algunos estudios se ha observado una frecuencia mayor de los géneros Actinobaculum,
Actinomyces, Aerococcus, Arthrobacter y Oligella en la orina de las mujeres que presentaban incontinencia
respecto al grupo control. Estos nuevos conocimientos sientan las bases para el desarrollo de estudios que
conduzcan a nuevos enfoques preventivos y terapéuticos de los trastornos del tracto urinario.

4. PATOGENIA DE LA INFECCION URINARIA

El desarrollo de una ITU es un proceso complejo donde intervienen tanto los factores relacionados con el
microorganismo causante como con el huésped. Entre los principales factores de riesgo en mujeres preme-
nopausicas hay que mencionar: la actividad sexual, el uso de espermicidas, familiares de primer grado con
historia de ITU o ITU en la infancia. En las mujeres postmenopausicas los factores de riesgo comprenden la
historia previa de ITU, incontinencia urinaria, vaginitis atroéfica debido a la deplecién estrogénica, cistocele,
aumento del volumen del residuo postmiccional y fenotipo no secretor de los grupos sanguineos ABH.

Las alteraciones anatomicas y funcionales del tracto urinario son responsables de ITU complicadas e incluyen
cirugia urogenital, sonda vesical permanente u otros tipos de catéteres de uso prolongado, obstruccion de vias
urinarias, vejiga neurogénica o reflujo vesicoureteral. Las enfermedades de base, tales como diabetes mellitus
o estados de inmunosupresion, son otros factores predisponentes. En los pacientes mayores concurren mu-
chos de los factores de riesgo antes mencionados, y ademas hay que afiadir el deterioro mental y tratamientos
antimicrobianos mas frecuentes. En los varones de entre 15 y 50 afios la ITU es poco frecuente y suele estar
asociada a una alteracion uroldgica subyacente. En los varones mayores de 50 afios los sintomas se deben
mayoritariamente a la prostatitis cronica y los factores de riesgo estan relacionados con la obstruccién de las
vias urinarias de distinta indole o cateterismo prolongado.

La mayoria de las ITU se producen por via ascendente por la colonizacién de la zona periuretral y de la
uretra con microorganismos de origen intestinal. La microbiota fecal constituye un importante reservorio
para uropatoégenos, sobre todo para E. coli. E. coli uropatdogena (ECUP) forma parte de un grupo de E. coli
patogénica extraintestinal que se caracteriza por presentar distintos factores de virulencia. La mayoria de
las cepas pertenecen al filogrupo B2, que es responsable del 69% de las cistitis, el 67% de las pielonefritis y
el 72% de las sepsis urinarias. Entre los principales factores de virulencia se encuentran adhesinas, toxinas
(a-hemolisina, CNF-1, Sat, Vat), sistemas de captacién de hierro (sideréforos), flagelos, etc. Pero para que
se produzca una ITU los uropatdgenos deben superar las barreras de defensa fisioldgicas, y la primera es la
microbiota vaginal.

Las mujeres con un microbiota vaginal normal (compuesta principalmente por Lactobacillus spp.) tienen un
menor riesgo de infeccién urinaria en comparacion con las mujeres con microbiota mas diversa constituida
por anaerobios Gram-negativos, actinobacterias y otros Firmicutes. Concretamente, las mujeres con vagi-
nosis bacteriana tienen un mayor riesgo de ITU. Los estudios realizados para evaluar el impacto de la vagi-
nosis bacteriana muestran un riesgo de ITU entre 2,2 a 13,7 veces mayor. Muchos de los factores de riesgo
citados, tales como antibioticoterapia o deplecién de estrogenos, en realidad actian alterando la microbiota
vaginal normal, facilitando a los uropatégenos el acceso al tracto urinario. Las especies de Lactobacillus
interfieren en la adherencia de microorganismos al epitelio mediante la produccion de sustancias como el
acido lactico, el peroxido de hidrogeno y otras moléculas "defensivas" que crean un ambiente hostil para
los posibles uropatdgenos, pero también al ocupar sitios de union en el epitelio genitourinario, competir por
nutrientes limitados o inhibir la proliferaciéon de microorganismos. Las especies mas frecuentemente aisla-
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das son L. crispatus, L. gasseriy L. jensenii. Segun algunos estudios dos de estas especies pueden presen-
tar diferentes e incluso opuestos roles en la patogenia de enfermedades urolégicas: mientras L. crispatus
se postula como una especie protectora (probidticos para el control de la ITU recurrente), L. gasseri se ha
asociado con trastornos urolégicos, aunque faltan mas estudios para confirmar estos hallazgos. De modo
que en la patogenia de la ITU tienen un papel importante tres microbiotas: la intestinal, que habitualmente
alberga uropatégenos causantes de ITU, la vaginal, cuyas alteraciones tienen un impacto directo en la pre-
disposicion de las mujeres a las ITU y la microbiota urinaria, de la que todavia disponemos de muy pocos
datos. Recientemente algunos casos publicados sobre pacientes a los que se les realizo el trasplante fecal
en el contexto de la infeccién por Clostridioides difficile, apuntan que este método también puede prevenir
las recurrencias de ITU. El mecanismo no esta claro pero probablemente tiene que ver con la composicion
del microbiota fecal de los pacientes con ITU recurrente.

En la cistitis aguda, una vez que ECUP llega a la vejiga se une a las células epiteliales mediante las fim-
brias. La fimbria tipo 1 es el factor de adherencia principal en E. coli, ya que los receptores celulares para
estas adhesinas son mas abundantes en la mucosa vesical que en el uroepitelio alto. Parte de las bacterias
que se encuentran adheridas se introducen en las células epiteliales de la vejiga. En el citoplasma de las
células, ECUP desarrolla posteriormente masas clonales similares a biopeliculas denominadas comunida-
des bacterianas intracelulares (CBI). Como parte de la respuesta del huésped, las células epiteliales de la
vejiga expulsaran activamente ECUP liberando CBI en la orina. La respuesta del huésped ante la invasion
de uropatégenos es responsable de exfoliacion de las capas superficiales del urotelio vesical. En la orina
de mujeres y nifos infectados se pueden observar células que contienen CBI, lo que respalda su relevancia
clinica. Algunas de estas bacterias continuaran infectando el epitelio de la vejiga inmadura que se expone
después de la exfoliacion, formando mas tarde depdsitos intracelulares inactivos, que evitan el aclaramiento
inmune y resisten el tratamiento antibidtico sistémico. Estas ECUP persistentes pueden resurgir, en res-
puesta a senales actualmente indefinidas, para causar la cistitis recurrente. En cuanto a otros uropatégenos,
S. saprophyticus y K. pneumoniae también han mostrado ciclos de vida intracelulares similares a ECUP en
modelos experimentales de infeccién urinaria aguda murina. Respecto a E. faecalis se desconoce el me-
canismo por el cual invade las células uroteliales. Sin embargo, se sabe que E. faecalis puede invadir las
células epiteliales intestinales mediante la produccion de una sustancia de agregacion y, por lo tanto, es
posible que un mecanismo similar esté involucrado en la invasion urotelial.

La patogenia de la ITU asociada a las sondas permanentes es distinta. Las bacterias que colonizan las sondas
proceden tanto de la microbiota fecal como de la piel. Como las sondas facilitan el acceso de los microorga-
nismos al tracto urinario, la ITU en esta poblacion de pacientes la pueden producir patégenos mucho menos
virulentos que en los pacientes no sondados. La insercion del catéter urinario provoca un ambiente inflamatorio
en la vejiga, que se manifiesta como exfoliacion, edema y lesiones de la mucosa. Tanto la mucosa dafiada como
el catéter ofrecen superficies para la adhesion bacteriana. Los microorganismos adheridos a la sonda tienden
a formar las biopeliculas, que ofrecen resistencia a las defensas del huésped y a los antibidticos. Aproxima-
damente el 50% de los pacientes con cateterismo prolongado (>28 dias) experimentan un bloqueo del catéter
por depdsitos de cristales, siendo la actividad ureasa de P. mirabilis la causa mas comun de esta complicacion.
Los cristales pueden formarse dentro de la luz de los catéteres, bloqueando el flujo de orina, y también en los
tubulos o la pelvis renales, causando inflamacién y a menudo requiriendo extraccion quirdrgica.

La via hematdgena es responsable de una minoria de los casos de ITU producidas casi exclusivamente
por S. aureus, Candida spp., 0 mas raramente por Salmonella spp. y M. tuberculosis, en el contexto de una
infeccion diseminada que puede afectar otros 6rganos y sistemas.

5 . CONSIDERACIONES CLINICAS

Tradicionalmente las infecciones del tracto urinario se han clasificado segun su localizacién como ITU altas
(pielonefritis) y bajas (cistitis, uretritis, prostatitis); sin embargo, para establecer el prondstico y la estrategia
terapéutica a seguir, es fundamental distinguir entre ITU complicadas (ITUc) y no complicadas (ITUnc).
Asimismo, se considera el término urosepsis que incluye a la bacteriemia con foco en el tracto urinario.
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La ITUnc incluye las cistitis y pielonefritis que ocurren en individuos sanos, fundamentalmente mujeres
jovenes, con un tracto urinario normal. Las ITUc son las que ocurren en pacientes que presentan determi-
nadas condiciones que aumentan el riesgo de adquisicion de una ITU o de fracaso del tratamiento. Los fac-
tores de riesgo mas frecuentes son las alteraciones anatdomicas o funcionales del tracto urinario, el sondaje
vesical, la instrumentacion previa del tracto urinario, la hospitalizacion reciente y enfermedades sistémicas
como diabetes mellitus y estados de inmunodepresion.

Aunque en varones y en ancianos son frecuentes las ITUc, no todas las ITU en estos pacientes deben
considerarse, por si solas, complicadas. Tampoco, la ITU por bacterias multirresistentes debe considerarse
siempre como ITUc.

5.1.

La cistitis aguda no complicada es la manifestacion mas frecuente de la infeccion del tracto urinario inferior,
afecta sobre todo a mujeres jévenes sexualmente activas y se caracteriza por la aparicion de tipica sinto-
matologia irritativa: disuria, urgencia, tenesmo vesical y polaquiuria (sindrome miccional). Se suele acom-
pafiar de hematuria, ocasionalmente de dolor suprapubico y mas infrecuentemente de febricula. Como
factores de riesgo, ademas de una cierta asociacion familiar en algunos casos, destacan las relaciones se-
xuales, el uso de espermicidas, diafragma y la historia de ITU previas. En mujeres, la distincion entre cistitis
e infeccion del tracto genital no suele plantear problemas diagndsticos; en general, las vaginitis y cervicitis
cursan con prurito, irritacion del area genital y leucorrea y la sintomatologia se presenta de forma gradual.
La probabilidad de cistitis en mujeres jévenes que presentan al menos dos sintomas tipicos (disuria, urgen-
cia, polaquiuria, tenesmo) en ausencia de sintomas que sugieran vaginitis o cervicitis es superior al 90%.

En varones jévenes, el diagndstico diferencial debe realizarse con la uretritis que cursa generalmente con
disuria y secrecion uretral y en varones mayores de 50 afios debe descartarse patologia prostatica, espe-
cialmente si presentan ITU recurrente.

En ancianos, la presencia de disuria, urgencia o tenesmo, pueden ser de caracter crénico en relacién con
hipertrofia prostatica en el hombre o prolapso vesical en la mujer y es dificil su valoracion como parte del
cuadro clinico de una ITU. También, los pacientes portadores de sonda vesical permanente presentan sin-
tomas irritativos producidos por la propia sonda que pueden ser interpretados erroneamente como manifes-
tacion de una ITU sintomatica.

En los afios 80 se acuno el término "sindrome uretral agudo” para definir un cuadro clinico que se presenta
sobre todo en mujeres jovenes sexualmente activas, con sintomatologia de cistitis (urgencia, frecuencia,
tenesmo) y cultivo de orina negativo o con recuentos inferiores a 100.000 UFC/mL. Actualmente se sabe que
en la mayoria de las ocasiones este cuadro se debe a una cistitis con recuentos bacterianos bajos que posi-
blemente representan el inicio de la infeccion; se ha comprobado que estas bacteriurias alcanzan recuentos
2100.000 UFC/mL si no se realiza tratamiento. En otros casos, la sintomatologia puede ser debida a uretritis
o vaginitis.

5.2.

La pielonefritis aguda es la infeccion del parénquima renal y el sistema pielocalicial. La sintomatologia se
desarrolla entre unas pocas horas y uno o dos dias e incluye fiebre elevada, escalofrios, dolor lumbar con
pufiopercusion positiva y ocasionalmente nauseas y vomitos. Los sintomas irritativos tipicos de la ITU,
urgencia, frecuencia y tenesmo, pueden preceder a la aparicion de la fiebre, pero sélo se presentan en el
20- 40% de los casos de pielonefritis. La presentacion clinica inicial puede variar ampliamente desde formas
leves subclinicas hasta casos que evolucionan rapidamente a sepsis y shock séptico. Los cuadros mas
graves son mas frecuentes en las pielonefritis complicadas, aunque, también pueden aparecer en mujeres
jovenes sin factores de riesgo.

Los nifios suelen presentar sintomas inespecificos, principalmente vomitos, fiebre y dolor abdominal difuso.
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Los ancianos portadores o no de sonda vesical pueden no presentar sintomas focales y la fiebre puede ser la
unica manifestacion de la infeccién. En ocasiones, el cuadro clinico por si s6lo no permite diferenciar cistitis
de pielonefritis y entre el 10% y el 30% de pacientes con sintomas de cistitis tienen realmente una pielonefritis
subclinica.

La frecuencia de bacteriemia secundaria es variable segun las series y oscila entre <10% y >50%; los porcen-
tajes mas elevados se presentan en pacientes con patologia grave de base, inmunodeprimidos, pacientes con
obstruccion del tracto urinario y ancianos. La bacteriemia en pielonefritis no complicada no parece empeorar
el prondstico; sin embargo, una tercera parte de los pacientes con bacteriemia presentan shock séptico que
incrementa la mortalidad.

El empeoramiento o la falta de mejoria tras 48-72 horas de la instauracion de un tratamiento antibiético adecua-
do deben hacer sospechar una complicacion que se debe descartar con técnicas de imagen. La obstruccion
es la complicacion mas frecuente, otras complicaciones menos frecuentes son la nefritis focal o nefronia, los
abscesos renales y perirrenales y la pielonefritis enfisematosa que se suele presentar en diabéticos, sobre todo
en mujeres y es la forma clinica mas grave.

Aunque todas las ITU altas son consideradas por muchos autores como ITU complicada, debe diferenciarse
entre pielonefritis complicada y no complicada segun se presente en pacientes sin factores de riesgo o con
patologia urolégica o sistémica de base.

5.3. BACTERIURIA ASINTOMATICA

La infeccion urinaria asintomatica o bacteriuria asintomatica (BA) se define por la presencia en orina de
=2100.000 UFC/mL con o sin piuria, en ausencia de sintomas de ITU. En mujeres, para confirmar el diagnés-
tico, se requiere el aislamiento del mismo uropatégeno en dos muestras de orina obtenidas con un intervalo
de unas dos semanas. Entre 10% y 60% de mujeres no tienen bacteriuria persistente y el resultado de la se-
gunda muestra es negativo. En hombres una sola muestra es suficiente para establecer el diagnéstico de BA.

La prevalencia de la BA varia segun la edad, el sexo y la presencia de anomalias del tracto urinario. En la
mujer sana la incidencia de BA se correlaciona con la actividad sexual, aunque también estan asociados
otros factores como la diabetes mellitus. La prevalencia aumenta desde el 1% en nifias en edad escolar
a mas del 20% en mujeres de 70 afios que viven en la comunidad. En nifios y varones jovenes la BA es
infrecuente, pero a partir de los 50 afios la prevalencia aumenta en relacién con la patologia prostatica, de
forma que en varones mayores de 70 afios que residen en la comunidad la prevalencia es del 5 al 15%.
En pacientes institucionalizados mayores de 70 afios la prevalencia de BA oscila entre el 20% - 50%; esta
mayor prevalencia se relaciona posiblemente con una mayor incidencia de comorbilidades y sondaje uretral
en esta poblacién. En el paciente portador de sonda urinaria, la adquisicion de bacteriuria se incrementa
entre el 2-7% por dia de sondaje, de forma que en los pacientes con sondaje permanente prolongado la
prevalencia de BA es del 100%.

Numerosos estudios han demostrado que no existe un beneficio de la deteccion sistematica y tratamiento
de la BA en ancianos en términos de morbimortalidad. El tratamiento de la BA no reduce el porcentaje de
pacientes que desarrollan una ITU sintomatica y no modifica la supervivencia con respecto a los pacientes
no tratados; sin embargo, se ha comprobado un aumento de infecciones por bacterias multirresistentes en
pacientes tratados por BA. En este sentido, la recomendacion actual es no realizar deteccion sistematica
ni tratamiento de la BA en ancianos sean o no portadores de sonda vesical. Sin embargo, la elevada pre-
valencia de bacteriuria en esta poblacion determina que con frecuencia se prescriban antibioticos en base
al resultado positivo de un urocultivo. El sobrediagndstico de ITU en ancianos, especialmente residentes
de centros sociosanitarios, ocasiona un inapropiado y excesivo uso de antibiéticos que es responsable
en gran medida de la aparicion de bacterias multirresistentes en estas instituciones. Ademas, diferentes
estudios han demostrado un incremento significativo del riesgo de infeccion por C. difficile en residentes
con BA tratados con antibidticos en los 3 meses previos.

Actualmente soélo se recomienda la deteccidn sistematica y tratamiento de la BA en 2 grupos concretos de
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poblacion: 1) gestantes: se ha demostrado que el cribado y tratamiento de la BA en el primer trimestre de
gestacion disminuye el riesgo de pielonefritis gestacional, parto pretérmino y bajo peso al nacer; 2) pacientes
que van a someterse a cirugia uroldgica o procedimientos urolégicos endoscopicos en los que pueda produ-
cirse un sangrado de la mucosa: en estos pacientes se ha demostrado que el tratamiento de la BA antes de
la intervencion disminuye el riesgo de complicaciones infecciosas postquirurgicas o postinstrumentacion. El
tratamiento de BA debe ser dirigido, nunca empirico, y basado en los resultados de sensibilidad antibiética.

Aunque durante afios se ha recomendado deteccion y tratamiento de la BA en nifios con reflujo vesicourete-
ral, en pacientes inmunodeprimidos y en trasplantados de 6rgano sélido, actualmente no existen evidencias
suficientes que avalen estas recomendaciones.

Algunos estudios han demostrado el efecto protector de cepas que producen BA en cuanto al desarrollo de
ITU sintomatica, lo que respalda las recomendaciones actuales en cuanto al manejo de BA.

5.4. INFECCION URINARIA RECURRENTE

La infeccion urinaria recurrente (ITUr) se define cuando se presentan tres o mas episodios de ITU en
un afo o 2 episodios en 6 meses. Son un problema clinico frecuente especialmente en mujeres jévenes
sexualmente activas, mujeres postmenopausicas y en pacientes con patologia uroldégica subyacente.

Las recurrencias pueden ser debidas a reinfecciones o recidivas. La mayoria de las ITUr son debidas a rein-
fecciones, es decir, nuevas infecciones causadas por el mismo o diferentes microorganismos que se encuen-
tran habitualmente colonizando el tracto digestivo y area perineal. Todos los factores que complican la ITU
predisponen a la reinfeccion; ademas, aproximadamente un 25% de mujeres jovenes sexualmente activas y
el 15-20% de mujeres mayores de 60 afnos presentan reinfecciones después de un episodio inicial de cistitis.
El principal factor de riesgo de reinfeccion es mujeres jovenes es la frecuencia de relaciones sexuales. En
mujeres postmenopausicas, el papel de la actividad sexual es menos relevante y los principales factores
de riesgo asociados con ITUr son la incontinencia urinaria, cistocele, vaciado incompleto de la vejiga con
presencia de orina residual, historia de ITU antes de la menopausia, cirugia ginecolégica previa y diabetes.

La estrategia terapéutica mas eficaz para prevenir la ITUr en mujeres sexualmente activas es la profilaxis
antibiética postcoital o continua, segun las mujeres relacionen o no la recurrencia con la actividad sexual.
En mujeres postmenopdusicas, la administracion de estrégenos vaginales ha demostrado ser una medida
de prevencidon muy eficaz. Otras estrategias de prevencion como la administracion de preparados de aran-
danos y las vacunas orales o intranasales preparadas a partir de extractos de uropatdégenos han mostrado
resultados muy variables en los diferentes estudios y en general presentan una eficacia moderada.

En varones, las causas mas frecuentes de ITUr son las uropatias obstructivas, sobre todo por hipertrofia de
prostata y la prostatitis cronica. En caso de ITUr secundaria a una patologia urolégica, es fundamental la
correccion de la anomalia.

Las recidivas representan el 20% de las recurrencias, suelen presentarse en las primeras dos o tres semanas
después de la aparente curacion de una ITU y estan producidas por el mismo microorganismo que persiste
en el tracto urinario. Generalmente se deben a un tratamiento antibiético corto o inadecuado o a anomalias
del tracto urinario.

5.5. INFECCION URINARIA EN EL PACIENTE SONDADO

La mayoria de las ITU asociadas a sondaje vesical son asintomaticas. La ITU asintomatica o BA del pacien-
te sondado se define por la presencia en orina de 2100.000 UCF/mL en ausencia de sintomas de infeccion.
Un solo urocultivo es suficiente para hacer el diagndstico. Como se ha mencionado, en pacientes con son-
daje permanente (=30 dias) la prevalencia de bacteriuria es del 100%. Del 10% al 25% de los pacientes con
BA desarrollan una ITU sintomatica y de estos, entre el 1% y 5% desarrollan bacteriemia.

En los pacientes portadores de sonda permanente, el desarrollo de ITU sintomatica incluidas bacteriemia y
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sepsis grave se relaciona con la obstrucciéon de la sonda, la bacteriuria por Serratia marcescensy la apari-
cién de hematuria relacionada con los recambios traumaticos de la sonda.

Las manifestaciones clinicas de la ITU son mucho menos especificas que las observadas en pacientes no
sondados, los sintomas focales suelen estar ausentes y el diagndstico se basa en la presencia de signos
y sintomas de sepsis: fiebre, escalofrios, hipotension, en ausencia de otro foco de infeccion. Los sintomas
locales, disuria, urgencia suelen presentarse en relacion con la retirada de la sonda y de forma crénica en
pacientes con sondaje permanente.

Muchos episodios febriles en sondados se resuelven en 24 horas sin intervencién, por lo que en pacientes
estables puede demorarse el inicio de tratamiento antibiético vigilando la evolucién. La mayoria de estos
episodios son debidos a bacteriemias transitorias causadas por los microorganismos introducidos a través
de lesiones del urotelio vesical producidas por decubitos del propio catéter, o bien estan en relacion con
maniobras de retirada e insercion de la sonda.

La aparicion de sintomas inespecificos como anorexia, decaimiento, empeoramiento del estado general o
los cambios en las caracteristicas de la orina no son indicativos de ITU en pacientes sondados y por si solos,
no justifican realizar un urocultivo o la prescripcion de tratamiento antibidtico.

5.6. INFECCION URINARIA EN VARONES
5.6.1. Prostatitis

La prostatitis es la infeccion urinaria parenquimatosa mas habitual en el varon entre la segunda y cuarta de-
cada de la vida. Se considera el diagnéstico urolégico mas comun en menores de 50 afios y el tercero mas
frecuente en mayores de 50 afios tras la hipertrofia benigna y el cancer de prostata.

La prostatitis bacteriana aguda afecta sobre todo a varones jovenes y se presenta como un cuadro de
comienzo subito con fiebre y escalofrios acompafados de sintomas urinarios: disuria, polaquiuria y dolor
lumbosacro, perineal o suprapubico. Al tacto rectal existe un aumento del tamafio de la préstata con dolor
intenso. No es aconsejable realizar masaje prostatico por el riesgo de bacteriemia. Generalmente la in-
feccion prostatica es secundaria a una ITU, aunque de forma excepcional las bacterias pueden alcanzar
la prostata por via hematdégena. Pueden aparecer complicaciones como bacteriemia, orquiepididimitis,
abscesos prostaticos o evolucionar hacia la cronificacion dando lugar a una prostatitis cronica bacteriana.
El diagnostico clinico no suele presentar dificultades, el urocultivo suele ser positivo y en ocasiones puede
producirse una bacteriemia, espontaneamente o tras el examen rectal.

La prostatitis créonica es una infeccion prostatica de al menos 3 meses de duracidn, suele estar asociada
o ser consecuencia de una ITU recidivante. De forma caracteristica los pacientes presentan ITU recu-
rrente por el mismo microorganismo y entre los episodios permanecen asintomaticos. En algunos casos
puede ser una complicacion de una prostatitis aguda, de una uretritis o una epididimitis. Entre 2%-10%
de los adultos presentan sintomas compatibles con prostatitis cronica en alguin momento de su vida; sin
embargo, la prevalencia real es dificil de estimar debido a limitaciones de los métodos diagndsticos y su
confusién con el resto de patologia prostatica.

Las manifestaciones clinicas pueden estar presentes de forma continua o por episodios y lo mas habitual
es la existencia de dolor pelviano y sintomas urinarios, disuria, urgencia y frecuencia, miccion dolorosa y
en algunos casos retencion aguda de orina. El tacto rectal es inespecifico variando de una préstata normal
y blanda a congestiva y dolorosa.

Para realizar el diagndstico etioldgico de una prostatitis se requiere realizar cultivo de distintas fracciones de
orina antes y después de un masaje prostatico (ver apartado 7.1.7. de este procedimiento). E. coli es con mu-
cho el el agente causal mas frecuente, 80% de casos. Klebsiella spp., P. mirabilis, E. faecalis o P. aeruginosa
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también pueden ser causa de prostatitis, pero con mucha menor frecuencia. El aislamiento del microorganis-
mo causante se consigue en tan solo 5-14% de los casos, mientras que el resto de los pacientes se tratan
de manera empirica. El papel de Chlamydia trachomatis y Mycoplasma genitalium, como agentes causales
de prostatitis crénica, no esta totalmente aclarado; sin embargo, en el estudio microbioldgico se recomienda
incluir técnicas de amplificacion de acidos nucleicos que permitan su deteccion. En pacientes infectados por
el VIH o con otro tipo de inmunosupresion la prostatitis puede estar causada por Candida spp., M. tuberculo-
sis u otros patdgenos poco frecuentes. La infeccion por M. tuberculosis puede plantearse como diagnostico
diferencial en pacientes de areas endémicas, si se han descartado otras causas de infeccion.

5.6.2. Epididimitis

Es la infeccion del epididimo y puede ser secundaria a ITU o a uretritis por C. trachomatis, N. gonorrhoeae o M.
genitalium. La uretritis es la causa mas frecuente en varones menores de 35 afios, mientras que en mayores de
esta edad se presenta con mayor frecuencia asociada a patologia urolégica, manipulacion reciente del tracto
urinario o prostatitis; en este caso los agentes causales mas frecuentes son enterobacterias y P. aeruginosa.
Clinicamente se manifiesta por dolor e inflamacion escrotal, habitualmente unilateral, fiebre y sintomatologia
urinaria; en ocasiones puede presentarse exudado uretral. La Infeccion del epididimo por M. tuberculosis es la
manifestacion mas frecuente de la tuberculosis genital en varones. El diagnostico etioldgico requiere obtener
muestra de orina o exudado uretral para la deteccion de patégenos de transmision sexual y aspirado o biopsia
para cultivo de bacterias.

5.6.3. Orquitis

Es la inflamacion de uno o ambos testiculos, es mucho menos frecuente que la prostatitis y la epididimi-
tis y aunque puede estar producida por bacterias, que generalmente alcanzan el testiculo por contigui-
dad desde el epididimo, en la mayoria de las ocasiones las orquitis son una infeccion primaria de etiologia
virica. El virus mas frecuentemente implicado es el de la parotiditis y con menor frecuencia el virus Coxsackie
B. Los sintomas principales son inflamacién, dolor, sensacion de pesadez, fiebre y sintomas urinarios. Puede
haber ademas uretritis si la infeccion esta causada por un patégeno de transmision sexual.

Entre otras causas poco frecuentes de orquitis se encuentran la tuberculosis, por extension desde el epidi-
dimo y, sobre todo en inmigrantes, las filariosis. El diagndstico se hace por cultivo de muestra obtenida por
aspiracion o biopsia y serologia para descartar infeccion viral.

5.7. INFECCION URINARIA EN PEDIATRIA

La prevalencia de las ITU en la poblacién pediatrica es variable segun la edad y el sexo. En neonatos la
frecuencia de ITU es del 1%-2%, y es mas frecuente en varones durante el primer ano de vida con una rela-
cion nifio/nifa del orden de 5:1. En la edad preescolar esta frecuencia se invierte, siendo la prevalencia del
5% en mujeres y 0,5% en varones. En éstos, la infeccion se asocia frecuentemente a anomalias del tracto
urinario. Las infecciones en este periodo suelen ser sintomaticas y numerosos estudios han demostrado
que las lesiones cicatriciales parenquimatosas asociadas a ITU se producen en esta edad. Durante la edad
escolar y antes de la pubertad, la prevalencia de ITU es aproximadamente del 1%, 30 veces mas alta en
mujeres, estimandose que aproximadamente un 5% de las nifias sufrirda uno o mas episodios de ITU en sus
afos escolares. Aunque tradicionalmente se consideraba que la ITU en recién nacidos y lactantes era de
origen bacteriémico, actualmente se sabe que la practica totalidad de las infecciones se producen, como en
el adulto, por via ascendente y se considera que la bacteriemia que ocurre en el 10%-30% de los lactantes
es consecuencia de la pielonefritis y no su causa.

Los sintomas son tanto mas inespecificos cuanto menor es la edad del paciente y con frecuencia la fiebre
es la unica manifestacion de la ITU. Alrededor del 5-8% de los menores de 2 afios que presentan fiebre sin
focalidad tienen una ITU. Ademas de la fiebre, pueden presentarse vomitos, rechazo del alimento, dolor
abdominal, irritabilidad o apatia. En neonatos y lactantes se considera que cualquier ITU puede afectar al
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rindn y evolucionar a una sepsis por lo que, en esta edad, todas las ITU febriles se consideran como pielo-
nefritis.

En pacientes mayores de 2 afios, habitualmente nifias, con sintomas miccionales y sin fiebre puede hacerse
un diagndstico de cistitis; sin embargo, entre un 10% y un 20% de estas ITU no pueden catalogarse inequi-
vocamente como altas o bajas, y en la practica, en muchos casos se tratan como pielonefritis.

La ITU en los dos primeros afios de vida o en nifios con anomalias del tracto urinario, especialmente reflujo
vesicoureteral severo, puede dar lugar a lesiones parenquimatosas irreversibles. Para evitar la aparicion de
estas lesiones, tradicionalmente se ha realizado profilaxis antibiotica en nifios con reflujo vesicoureteral mo-
derado o severo, con uropatias obstructivas y con ITU recurrente; sin embargo, la quimioprofilaxis continuada
no ha demostrado ventajas sobre el tratamiento dirigido precoz y la correccion de las anomalias urolégicas y,
actualmente no se recomienda la administracion de profilaxis en este grupo de pacientes.

5.8. INFECCION URINARIA EN EL EMBARAZO

La ITU es la complicacién médica mas frecuente en el embarazo, clinicamente puede presentarse como cis-
titis, pielonefritis o BA. Entre 2%-8% de las gestantes, dependiendo del estatus socioeconémico, presentan
BA en el primer trimestre y la prevalencia aumenta con la edad y paridad. Sin embargo, el embarazo por si
mismo no parece incrementar la frecuencia de bacteriuria. Aproximadamente 25% de las gestantes con BA
desarrollan pielonefritis si no se realiza tratamiento antibiotico, lo que justifica la deteccion sistematica de BA
en embarazadas. La mayoria de los casos de pielonefritis se presentan en el tercer trimestre y el principal fac-
tor predisponente es la BA, asi la incidencia de pielonefritis aguda esta en relacion directa con la de BA. Sdlo
un 2% de las gestantes que desarrollan pielonefritis no tienen antecedentes de BA. Otros factores de riesgo
son los antecedentes de ITU antes del embarazo y la diabetes. El cuadro clinico caracteristico se produce al
final del embarazo y se manifiesta por fiebre elevada y escalofrios que se acompafan de forma caracteristica
de dolor lumbar uni o bilateral, con menor frecuencia aparecen nauseas y vomitos y en ocasiones el cuadro
se acompafa de sindrome miccional.

La cistitis se presenta en el 1% de los embarazos, debe considerarse como una ITU primaria, pues no se
desarrolla a partir de una BA previa, cursa con la tipica sintomatologia irritativa, igual que en mujeres no ges-
tantes, y se presenta predominantemente en el segundo trimestre del embarazo.

El manejo de la bacteriuria por S. agalactiae en gestantes ha sido clarificado recientemente en un documento
del Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia (ACOG). En este documento se sefala que cualquier
recuento de S. agalactiae en urocultivo debe ser informado. Todas las gestantes con bacteriuria por S. aga-
lactiae, independientemente del niumero de UFC encontrados en urocultivo, deben recibir profilaxis intraparto
como medida de prevencién de infeccidon neonatal. Sin embargo, no se recomienda tratamiento antibiotico
durante el embarazo si la bacteriuria es inferior a 100.000 UFC/mL. La indicacién de tratamiento antibiotico
prenatal se limita a las gestantes con bacterirura asintomatica (=100.000 UFC/mL de S. agalactiae) o gestan-
tes con cualquier recuento y sintomatologia urinaria.

5.9. INFECCION URINARIA EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL

La infeccion urinaria es la infeccion mas frecuente en el paciente con trasplante renal, la incidencia es muy
variable segun las series. En una cohorte espafnola de 867 trasplantados renales, 21% desarrollé una ITU
en el primer afno post-trasplante. Entre los factores de riesgo de infeccidn se encuentran la diabetes pre-tras-
plante, la edad avanzada y los antecedentes de ITU de repeticidn; también, un factor de riesgo importante de
ITU en el trasplante renal es el sondaje vesical en el periodo postrasplante. Las presentaciones clinicas mas
frecuentes de la ITU son la BA, cistitis y pielonefritis del injerto, y con menor frecuencia se presenta pielonefri-
tis del rindn propio, prostatitis u orquiepididimitis. Se estima que en los 3 primeros afios post-trasplante, mas
de la mitad de los receptores han sufrido una o mas ITU, las recurrencias son frecuentes por las alteraciones
anatdmicas que origina el implante renal.

Actualmente no se recomienda el tratamiento antibidtico de la BA que aparece a partir del primer mes de
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la cirugia. Sin embargo, no existe evidencia suficiente para hacer recomendaciones a favor o en contra del
tratamiento cuando la BA se presenta en el primer mes post-trasplante.

La cistitis aguda se manifiesta con la misma sintomatologia irritativa que en pacientes no trasplantados. La
pielonefritis aguda del injerto se caracteriza por fiebre y dolor en la region del injerto renal. Su asociacion a
pérdida del injerto es controvertida, aunque cursa con mayor frecuencia con bacteriemia no se ha demostra-
do claramente su asociacién con rechazo o pérdida de la funcion renal. Los receptores de un injerto debido
a una enfermedad poliquistica presentan mayor riesgo de pielonefritis del rifidén propio, de forma que algunos
autores han propuesto realizar una nefrectomia de los rifiones propios previa al trasplante para minimizar la
incidencia de complicaciones.

La nefropatia asociada a la infeccion por el virus BK es una infeccion caracteristica del trasplante renal. La
evolucion de la nefropatia es desfavorable, con un 60% de promedio de pérdida del injerto. También, una
situacion frecuente en el trasplantado renal es la candiduria, cuyos factores de riesgo de apariciéon son simi-
lares al paciente no trasplantado.

5.10. INFECCION URINARIA POR MICOBACTERIAS

La tuberculosis urinaria es la forma mas frecuente de tuberculosis extrapulmonar. La infeccion se produce
por diseminacion hematdégena y se suele presentar afos después de la primoinfeccion. El rifidn es el érgano
mas afectado, M. tuberculosis se localiza generalmente en la unién cortico-medular y da lugar a la formacion
de granulomas, si la infeccion progresa se origina una papilitis que puede llegar a la necrosis papilar con
la formacion de cavernas que originan la destruccion del parénquima renal. Generalmente la forma de pre-
sentacion es unilateral. Las manifestaciones sistémicas son poco frecuentes, aunque puede haber astenia,
anorexia y pérdida de peso. Entre los sintomas locales puede presentarse dolor lumbar, hematuria y pola-
quiuria que no responden al tratamiento antibiético. En muchas ocasiones el diagndstico se sospecha por la
deteccion persistente de piuria con urocultivo repetidamente negativo. La afectacion vesical se produce por
contigliidad y da lugar a una cistitis retractil y la afectacion del uréter puede ocasionar una hidronefrosis. La
tuberculosis debe considerarse en el diagndstico diferencial en varones que presentan orquiepididimitis recu-
rrente de curso subagudo. La infeccion de la préstata por M. tuberculosis es muy infrecuente.

6 . INDICACIONES DEL UROCULTIVO

Actualmente no se recomienda la realizacion sistematica de urocultivo en mujeres con cistitis aguda no com-
plicada, ya que la etiologia y el patron de sensibilidad a antibiéticos de los uropatdégenos mas frecuentes es
facilmente predecible. La recomendacion actual es prescribir tratamiento antibiético empirico, en base a la
sintomatologia clinica, segun el patrén de sensibilidad local de E. coli.

Por el contrario, en las ITU complicadas el espectro etioldgico es mucho mas amplio y los agentes causales
presentan con mayor frecuencia resistencia a los antibiéticos mas habituales, por lo que el urocultivo y el
antibiograma de los uropatdégenos aislados resultan fundamentales para optimizar el tratamiento. De igual
forma, se requiere realizar urocultivo pretratamiento en infecciones no complicadas con sintomatologia no
clara, en ITU recurrentes, recurrencias precoces que indican un fracaso terapéutico, en pielonefritis aguda y
para el diagndstico de BA en pacientes con factores de riesgo sefialados anteriormente. Una vez terminado
el tratamiento antibiotico, solo debe solicitarse un urocultivo si los sintomas persisten o recurren precoz-
mente. En general, no se recomienda realizar urocultivo de control a pacientes que quedan asintomaticos
después del tratamiento; una excepcion es la BA del embarazo que requiere siempre realizar urocultivo pos-
tratamiento para comprobar la curacién. Las principales indicaciones para la realizacion de urocultivo segun
la categoria clinica de paciente, asi como su posterior manejo estan recogidas en la Guia de la Sociedad
Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) sobre diagndstico y tratamiento de
las infecciones del tracto urinario (2017).
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7. OBTENCION, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS
7.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Las técnicas de obtencion de muestras de orina, salvo la puncion suprapubica, no permiten excluir totalmente
la contaminacion con bacterias de la uretra distal, lo que puede dar lugar a interpretaciones equivocas de los
resultados.

7.1.1. Obtencion de muestras de orina de miccién media

La orina de miccion media o miccion espontanea es la muestra mas frecuentemente obtenida para diagnosti-
co microbiolédgico. Aunque su obtencion es facil, exige una recogida cuidadosa para evitar la contaminacion,
especialmente en mujeres. Tradicionalmente se ha recomendado el lavado exhaustivo del area genital y
perineal antes de la obtencion de la muestra, sin embargo, diferentes estudios sugieren que el complicado
procedimiento de obtencién de muestras por miccién media en mujeres puede no ser absolutamente ne-
cesario y que el punto realmente importante es la obtencién de la muestra sin que la orina tenga contacto
con los genitales externos. En este sentido, es fundamental instruir a las pacientes sobre la importancia de
mantener separados los labios mayores durante la miccion. No obstante, otros autores encuentran menos
contaminacién en muestras de mujeres que se hacen un lavado y algunas guias siguen recomendando el
lavado previo a la recogida de la muestra.

En varones es menos frecuente la contaminacién y para una recogida correcta basta generalmente con
retraer la piel del prepucio.

Para reducir la contaminacion de la orina con bacterias de la microbiota uretral, la primera parte de la mic-
cion, mas contaminada, debe descartarse recogiendo la miccion media en un contenedor estéril. Deben
emplearse contenedores de boca ancha que facilitan la recogida.

La concentracion de bacterias es mayor en la primera orina de la mafiana y aunque no es imprescindible,
es el momento 6ptimo para obtener muestras para cultivo; también, en esta muestra la sensibilidad de la
prueba de los nitritos es mayor.

Para el diagndstico de tuberculosis se requieren 3 muestras recogidas en 3 dias consecutivos de la primera
orina de la manana; las muestras deben recogerse con las mismas precauciones que para el urocultivo ob-
teniendo al menos 20-40 mL de orina por cada muestra.

Antes de la obtencion de la muestra es necesario informar adecuadamente al paciente del procedimiento
a seguir, facilitandole instrucciones simples y precisas que permitan obtener una muestra de calidad que
asegure resultados valorables. Los laboratorios deben disponer de hojas de instrucciones para pacientes,
donde se detallen los pasos a seguir para obtener correctamente la muestra de orina para urocultivo. Pue-
den incluirse graficos o dibujos que facilitan la comprension.

7.1.2. Obtencién de muestras de orina por sondaje vesical

La muestra de orina para cultivo puede también obtenerse directamente de la vejiga por sondaje vesical,
evitando la posible contaminacién con la microbiota uretral. Sin embargo, con el sondaje vesical es posible
la introduccion de microorganismos en la vejiga produciendo una ITU iatrogénica. El sondaje solo se con-
sidera indicado cuando no es posible obtener muestra por miccion media, como es el caso de pacientes
inmovilizados, obesos, con alteraciones neuroldgicas y en nifios sin control de esfinteres.

7.1.3. Obtencion de muestras de orina en pacientes con sondaje permanente

Por norma general en los pacientes con sonda permanente y con sospecha de ITU la orina se debe recoger
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tras el cambio de sonda. Las muestras obtenidas a través de sondas colocadas por un periodo prolonga-
do de tiempo (=2 semanas) estan contaminadas con bacterias de la biopelicula por lo que en la orina se
encuentran un mayor numero de bacterias y en mayores recuentos en comparacion con la orina obtenida
a través de la nueva sonda.

En algunos casos, cuando no se puede proceder de inmediato al recambio de sonda permanente, la
recogida de orina para cultivo se realiza pinzando la sonda para poder obtener orina recién emitida. Des-
pués de pinzar la sonda es necesario desinfectar, con una gasa humedecida en alcohol o con solucion de
clorhexidina, la superficie de la sonda donde se va a hacer la puncién. Transcurrido el tiempo necesario
para la actuacion del desinfectante, se punciona con aguja y jeringa estéril en la zona desinfectada para
aspirar la muestra. Deben obtenerse entre 5y 10 mL de orina y transferirlos a un contenedor estéril para
su transporte. Algunas sondas tienen un dispositivo especifico para obtener muestras; en este caso, para
obtener orina recién emitida, debe pinzarse la sonda y después abrir el dispositivo para eliminar la orina
acumulada. Al cabo de 40-60 minutos puede retirarse la pinza y obtener la muestra volviendo a abrir el
dispositivo. No obstante, el resultado de urocultivo debe valorarse con cautela.

Nunca debe obtenerse una muestra de orina a partir de la bolsa colectora; tampoco, se debe desconectar
la sonda de la bolsa para la recogida de la muestra, ya que la apertura del sistema aumenta el riesgo de
infeccion.

La punta de la sonda no es una muestra adecuada para diagnostico de ITU y no debe procesarse.
7.1.4. Obtencién de muestras de orina en niflos mediante bolsas colectoras

En niflos pequenos sin control de esfinteres, es practico el empleo de bolsas colectoras que se aplican con
un adhesivo después de lavar el area perineal y genital. Sin embargo, es muy frecuente la contaminacion y
aun aplicandolas correctamente solo se obtienen resultados valorables en el 50-60% de los casos. Cuando
la miccidn no se produce en una hora es necesario repetir el lavado y colocar una nueva bolsa. Una vez
recogida la orina, la bolsa cerrada debe introducirse en un contenedor estéril de boca ancha y cierre a rosca.
También, se puede verter el contenido de la bolsa a un contenedor estéril, evitando que la orina entre en
contacto con la zona de la bolsa que ha estado adherida a la piel.

Para muchos autores, los resultados del cultivo de muestras obtenidas con esta técnica soélo tienen valor
para descartar ITU cuando el cultivo resulta negativo. Los cultivos positivos son de dificil interpretacion (va-
lor predictivo positivo de tan solo 15%) y deben confirmarse con una nueva muestra obtenida por sondaje
vesical o puncion suprapubica.

7.1.5. Obtencion de muestra de orina por puncién suprapubica

La puncion-aspiracion suprapubica permite obtener orina directamente de la vejiga a través de la pared vesical
y es la técnica de eleccion en pacientes en los que no es posible obtener orina libre de contaminantes. Resulta
especialmente util y facil de realizar en nifios y suele realizarse bajo control ecografico. Estas muestras estan
exentas de contaminacioén y cualquier hallazgo microbioldgico debe considerarse significativo; generalmente,
cuando hay una ITU se encuentran recuentos bacterianos de 210°® UFC/mL. En ocasiones, la orina aspirada
puede contaminarse por reflujo con microorganismos de la microbiota uretral y pueden encontrarse recuentos
bajos de bacterias en ausencia de ITU. Es la unica muestra valida para el cultivo de bacterias anaerobias en
el caso de sospecha clinica.

7.1.6. Obtencién de muestras de orina de nefrostomia
La nefrostomia permite el drenaje de orina directamente del rindn al exterior a través de un catéter introdu-

cido en la pelvis renal que drena a una bolsa colectora. Si la orina se recoge durante el acto quirurgico de la
nefrostomia, se trata de una orina libre de contaminacién y cualquier resultado debe considerarse significativo.
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En pacientes que tienen ya una nefrostomia, cuando existe sospecha de infeccién, debe cambiarse el catéter
y obtener la muestra de orina por aspiracién desde el nuevo catéter.

En ocasiones no se sustituye el catéter y la orina se obtiene por aspiracion, después de retirar la bolsa y
desinfectar la zona del estoma; en este caso, los resultados obtenidos del procesamiento de la muestra son
de muy dudoso valor.

7.1.7 Obtencién de muestra para el diagnoéstico de prostatitis cronica

El diagndstico de la prostatitis cronica es dificil y el porcentaje de casos confirmados por cultivo es mucho
mas bajo que en la prostatitis aguda. El método tradicional de Meares-Stamey permite el diagndstico micro-
bioldgico realizando cultivos cuantitativos comparativos de diferentes fracciones de la orina y de la secrecion
prostatica o semen, con el fin de establecer si la infeccion esta localizada en la vejiga o en la préstata. La
prueba requiere la obtencion de 4 muestras (Figura 1):

- Muestra 1, "orina uretral", se recogen 5-10 mL de la primera parte de la miccion, que traduce los microor-
ganismos presentes en la uretra distal;

- Muestra 2, "orina vesical", en otro contenedor se recogen 5-10 mL de orina de miccién media, que refleja
los microorganismos presentes en la vejiga;

- Muestra 3, secrecion prostatica, la muestra se obtiene tras la realizacion de un masaje prostatico por via
transrectal, donde los microorganismos presentes seran de origen prostatico;

- Muestra 4, "orina post-masaje", se recogen 5-10 mL de orina después de realizar el masaje prostatico.

Figura 1. Técnica de Meares-Stamey para obtencion de muestras para diagnéstico de prostatitis cronica.

1. Orina “uretral” 2. Orina “vesical 3. Secrecion prostatica 4. Orina post-masaje
(primer chorro) (chorro medio) tras el masaje (primer chorro)

5-10 mL 5-10 mL 2-10 mL

Siembra Siembra Siembra Siembra
cuantitativa con cuantitativa con cuantitativa con cuantitativa con
asade 10 pL asade 10 pL asade 10 pL asade 10 pL
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La muestra de secrecion prostatica puede sustituirse por una muestra de semen obtenido por el propio pacien-
te. El cultivo de semen como muestra aislada carece de valor diagndstico y s6lo debe procesarse si va acom-
panado de las distintas fracciones de orina.

El método simplificado de Nickel consiste en obtener dos muestras de orina, una orina pre-masaje y otra des-
pués de un masaje prostatico. Este método demuestra resultados concordantes con el de Meares-Stamey y
puede ser una alternativa valida cuando no se puede obtener secrecion prostatica.

Todas las muestras deben recogerse en contenedores estériles sin conservante y deben enviarse al laboratorio
en el menor tiempo posible. Ademas de cultivo cuantitativo debe realizarse deteccion de C. trachomatis y M.
genitalium. Debe indicarse en cada uno de los contenedores claramente a que fraccion de orina pertenece cada
muestra.

Se considera que existe una prostatitis cuando el recuento de bacterias es diez veces superior en la secrecion
prostatica, semen u orina post-masaje que en la muestra de orina uretral o vesical (Figura 1). Asimismo, cuando
se realiza recuento de leucocitos, en las distintas fracciones, se encuentran valores mas elevados en la muestra
post-masaje o de semen.

La deteccion de C. trachomatis y M. genitalium debe realizarse preferiblemente en la orina uretral y orina post-
masaje. El diagnodstico de prostatitis s6lo puede confirmarse si estos patdogenos se detectan unicamente en la
orina post-masaje. Cuando se detectan en las dos muestras, puede tratarse de una uretritis 0 una prostatitis y
para realizar el diagnéstico de localizacion hay que valorar, junto con los resultados microbiolégicos, los datos
clinicos, analiticos y el resultado del tacto rectal y las técnicas de imagen.

7.2. VOLUMEN MINIMO DE LA MUESTRA SEGUN EL ESTUDIO SOLICITADO
Enla Tabla 2 se presentan los volimenes de orina requeridos para las determinaciones mas frecuentemente
solicitadas, asi como las condiciones de transporte y conservacion. Si ademas del cultivo se realiza el exa-

men de sedimento urinario centrifugado, el volumen minimo recomendado es de 10 mL.

Tabla 2. Volumen de orina requerido segun determinacion

Determinacion Volumen orina Comentario

Urocultivo 5-10 mL Contenedor con conservante para el transporte. Se puede usar contenedor
sin conservante si el transporte se demora < 2h. La muestra 6ptima es la
primera orina de la mafiana. Se puede conservar refrigerada (2-8°C) < 24h
antes de su procesamiento.

Cultivo de 20-40 mL (x3) Contenedor sin conservante. Obtener 3 muestras en 3 dias consecutivos (20-
micobacterias 40 mL de orina por muestra). La muestra 6ptima es la primera orina de la
mafana. Se puede conservar refrigerada (2-8°C) < 24h antes de su
procesamiento.

Anaerobios 5-10 mL Soélo en orina de puncién suprapubica. Contenedor especifico para
anaerobios.
Deteccién de antigenos 5-10 mL Antigenos de Legionella y neumococo. Contenedor estérii con o sin

conservante. Se puede conservar a temperatura ambiente <24h o refrigerada
(2-8°C) hasta 14 dias. Alternativamente las muestras se pueden congelar (-

20°C).
Parasitos 100 mL Recoger la muestra de orina después de mediodia (entre las 12h y las 15h) o
) o ) recoger orina de 24h. Es recomendable realizar ejercicio previo a la recogida
(esquistosomiasis) Orina 24h de muestra para aumentar la eliminacion de huevos. Contenedor estéril sin

conservante o contenedor orina 24h.

Virus (CMV, BK, | 5-10 mL Indicado en recién nacidos (CMV), trasplantados (BK), cistitis hemorragica
adenovirus, etc.) niflos (adenovirus), o como muestra adicional para el diagnéstico por biologia
molecular de infecciones viricas sistémicas. Contenedor estéril sin
conservante o con medio de transporte de virus. La muestra se conserva
refrigerada (2-8°C) antes de su procesamiento.

Deteccion de leptospiras | 5-10 mL Solo es valida la orina recién emitida para observaciéon en campo oscuro.
Contenedor sin conservante. Las leptospiras son sensibles a la acidez de la
orina, por lo tanto, el cultivo debe realizarse durante las primeras 2 horas
después de su recogida.
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7.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION

Una vez obtenida la muestra de orina, el transporte al laboratorio debe realizarse en el plazo de tiempo
mas breve posible ya que, tras 2 horas a temperatura ambiente, la multiplicacion de microorganismos en la
muestra puede dar lugar a resultados microbioldgicos erroneos. Si el transporte o procesamiento no pueden
realizarse inmediatamente es necesario refrigerar las muestras entre 2-8°C, esta temperatura permite la
conservacion de las muestras durante unas 24 horas.

El método de recogida mas utilizado para evitar el sobrecrecimiento bacteriano en la muestra es el empleo
de contenedores que contienen antisépticos débiles como el acido borico-formiato de sodio, que es el mas
empleado. Existen unos sistemas de recogida de orina comercializados que incluyen un contenedor estéril
de boca ancha donde se recoge la muestra y en los que la tapa del contenedor lleva un dispositivo que per-
mite llenar un tubo de vacio con el conservante. Aunque el volumen adecuado son 5-10 ml, deben recogerse
al menos 3 mL de orina para evitar el efecto inhibidor del conservante. Aparte del efecto bacteriostatico, el
acido bdrico puede prevenir la destruccidn de leucocitos durante el transporte y conservacion de la muestra
de orina, aunque hay estudios con resultados que no lo confirman. Los contenedores con conservante no
son validos para cultivo de micobacterias ni para la deteccién de virus o parasitos.

Aunque la mayoria de los laboratorios clinicos utilizan contenedores con acido bérico como conservante, su
empleo es un tema controvertido. Numerosos autores han evaluado el efecto inhibitorio del acido bérico sobre
los uropatdogenos mas frecuentes y la mayoria de los estudios no encuentra diferencias significativas en los
resultados obtenidos en el cultivo de muestras conservadas con acido borico, procesadas inmediatamente
tras su obtencién o refrigeradas a 4°C durante 24 h. Sin embargo, un reciente metaanalisis concluye que el
nivel de evidencia de muchos de los estudios publicados es bajo y de sus resultados no puede derivarse una
recomendacion a favor o en contra del uso de acido bérico como conservante de muestras de orina.

8 . PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL LABORATORIO

El estudio microbiolégico de la orina debe incluir, junto con el urocultivo, la deteccion de leucocituria que pro-
porciona informacion complementaria muy valiosa para interpretar correctamente los resultados del cultivo.
Se han desarrollado diferentes técnicas rapidas que permiten, mediante la deteccion de leucocituria y/o bac-
teriuria, realizar un diagndstico presuntivo de ITU antes de disponer de los resultados del cultivo. Ademas,
estas técnicas pueden utilizarse como cribado para seleccionar las orinas positivas para cultivo.

8.1 TECNICAS PARA DETECCION DE LEUCOCITURIA Y/O BACTERIURIA
8.1.1 Tira reactiva

La tira de orina se puede realizar individualmente, con lectura manual, semiautomatizada o completamente
automatizada. Los principales parametros que tienen interés para el diagndstico de la infeccién son los si-
guientes:

1. Nitritos. Muchos microorganismos causantes de ITU, principalmente Enterobacterales, son capaces de
metabolizar los nitratos a nitritos. La presencia de nitritos en la orina es muy especifica de presencia de
infeccion urinaria (especificidad de 85-98%), aunque su sensibilidad es, por diversas razones, limitada (45-
60%). Una es que hay microorganismos que no poseen esta propiedad (Enterococcus spp.), y hay otros que,
aunque reducen los nitratos a nitritos, también metabolizan los nitritos a gas (P. aeruginosa), por lo que estos
ultimos no se suelen detectar. Por otra parte, el tratamiento antibidtico puede inhibir el metabolismo de las
bacterias y, por consiguiente, su capacidad enzimatica. Entre otras causas de falsos negativos se puede citar:
las orinas que hayan sido retenidas durante poco tiempo en la vejiga (menos de 4 h), con lo que los microor-
ganismos no han tenido tiempo de expresar su metabolismo, o recuentos bacterianos bajos (<10* UFC/mL),
la orina diluida, la degradacion de nitritos en las muestras que se almacenan a temperatura ambiente durante
mas de 4 h, o la presencia de altos niveles del acido ascérbico. Como causas de falsos positivos se encuen-
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tran: tiras incorrectamente almacenadas (la exposicion al aire prolongada), medicamentos que colorean la
orina (fenazopiridina), o muestras mal conservadas antes de la realizacion de la prueba (multiplicacion de
microorganismos contaminantes).

2. Esterasa leucocitaria. Es un enzima presente en los granulocitos y sirve como un marcador subrogado
de recuento de leucocitos. La tira contiene éster de indoxil, que se lisa en presencia de la esterasa leucoci-
taria, después reacciona con una sal de diazonio y resulta en un compuesto de color violeta. La ventaja es
la capacidad de detectar en la orina tanto esterasas provenientes de leucocitos intactos como esterasas
libres presentes después de la lisis celular. Por ello pueden observarse resultados discordantes entre los
recuentos de leucocitos observados en el sedimento tras la centrifugacion y recuentos estimados por la
tira reactiva. Los principales inconvenientes son los resultados falsos positivos y negativos. Entre las cau-
sas de resultados falsos positivos se puede citar las tiras no conservadas correctamente, contaminacién
por flujo vaginal, tratamiento con imipenem, meropenem o acido clavulanico. Causas de falsos negativos
son: muestras mal homogeneizadas o no atemperadas antes del analisis, proteinuria de mas de 500 mg/
dL, glucosuria de mas de 2.000 mg/dL, altos niveles del acido ascorbico (tiras reactivas de algunas mar-
cas comerciales), tratamiento con cefalexina, nitrofurantoina, gentamicina o tetraciclinas. Las bacterias,
Trichomonas spp. y hematies no afectan la reaccion de manera significativa. Hay que tener en cuenta que
la estabilidad del enzima en las muestras de orina es de 1-4 h a temperatura ambiente. La sensibilidad de
la prueba de esterasa leucocitaria es baja (48-86%) igual que la especificidad, que varia entre el 17% vy el
93% en distintos estudios.

3. Deteccion de hemoglobina. En realidad, la prueba detecta hematies, hemoglobina (hematies lisados) y
mioglobina. Se basa en la propiedad de la hemoglobina y de la mioglobina de catalizar la reaccién oxidativa
de la tetrametilbencidina en presencia de 2,5-dimetilhexano-2,5-dimetilperéxido para dar lugar a un color
verde azulado que, combinado con el amarillo de la propia tira, se convierte en color verde. La deteccion de
hemoglobina sirve de marcador subrogado de hematuria, cuya presencia debe tomarse en consideracion
en determinadas infecciones (infecciones causadas por Proteus spp. que se asocian con la formacion de
calculos renales). Las principales causas de resultados falsos positivos son: tiras almacenadas de mane-
ra inadecuada y contaminacién menstrual. El exceso de nitritos puede causar los resultados falsamente
negativos. Existen otras diversas patologias que pueden ocasionar hematuria en ausencia de infeccion.

Aunque el pH elevado de la orina puede indicar una infeccidén por microorganismos que degradan la urea,
como Proteus spp. o Corynebacterium urealyticum, es un parametro que presenta muy baja especificidad
debido a que se altera por muchas otras causas, incluida la dieta.

8.1.2 Examen microscoépico
8.1.2.1 Examen de orina sin tefir

Se puede examinar la orina sin centrifugar en camaras de Fuchs-Rosenthal o Neubauer (no desechables)
o Kova (desechable). En muchos laboratorios se prefiere el examen en orina centrifugada, por ser mas co-
modo, aunque el proceso de centrifugacion puede alterar ligeramente algunos elementos morfolégicos y es
mas dificil de estandarizar. La preparacion de la muestra para el examen de sedimento sin tefir y la expre-
sién de los resultados se describen en el PNT-UR-01 de este procedimiento. Durante el examen se evaluan
y se cuantifican (por campo, por uL o por mm?) los siguientes elementos:

1. Células de epitelio escamoso. Se distinguen por su aspecto de gran tamafo (mas de 8 veces el de un
leucocito). En las muestras provenientes de mujeres y recogidas por miccion, su abundancia puede indicar
contaminacién de la muestra. En general, las orinas con muchas de estas células no son adecuadas para
el estudio microbioldgico y se debe solicitar una nueva muestra. No obstante, este tipo de células también
pueden provenir del trigono vesical, en el que se haya producido una metaplasia escamosa, especialmente
en mujeres con cervico-trigonitis 0 en pacientes con otras alteraciones (neoplasias, uretritis en varén, son-
daje permanente).
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2. Hematies. Se define la microhematuria como la presencia de mas de 3 hematies por campo de 400 au-
mentos. Los hematies en la orina pueden provenir de una enfermedad renal o de una patologia uroldgica,
entre ellas, la infeccion urinaria. En el segundo caso, su aspecto es el mismo que el de los hematies de la
sangre.

3. Leucocitos. Los recuentos de leucocitos que se correlacionan con la ITU varian segun estudios. El méto-
do de referencia para la cuantificacion de la piuria es la medida de la tasa de excrecion leucocitaria que re-
quiere la orina de 24 h. El recuento de 10 leucocitos/mm? en las camaras de cuentaglébulos ha demostrado
buena correlacidn con bacteriuria significativa (=100.000 UFC/mL). En cuanto a la orina centrifugada, faltan
estudios que correlacionan los recuentos de leucocitos con resultados de cultivos cuantitativos y distintas
presentaciones de ITU, pero suelen ser los recuentos a partir de 5-10 leucocitos/HPF (high power field).
La presencia de cilindros leucocitarios y, especialmente, bacterianos o mixtos es indicativa de pielonefritis.

8.1.2.2 Tincién de Gram

La tincion de Gram de orina sin centrifugar, aparte de la informacion sobre la presencia de las células de
descamacion y leucocitos, tiene ventaja de detectar distintos morfotipos de microorganismos. Es una téc-
nica que puede ser usada como cribado para seleccidn de orinas positivas, si se requiere la aplicacién de
las técnicas rapidas de diagndstico. La observacion de aproximadamente una bacteria por campo de 1000x
corresponde a los recuentos de 210° UFC/mL. Aunque es una técnica relativamente laboriosa y debido al
gran numero de orinas que se reciben no puede ser aplicada a todas las muestras en muchos laboratorios,
aplicandose a los casos seleccionados, permite un diagndstico orientativo de microorganismo causante de
ITU y puede ayudar a dirigir el tratamiento empirico, sobre todo en urosepsis y en nifios de corta edad. Se-
gun algunos estudios, en los nifios menores de 6 meses la deteccion de microorganismos junto con piuria
puede tener un valor predictivo positivo de 85% para el diagndstico de ITU. En algunos casos la tincion de
Gram ayuda a detectar presencia de microorganismos exigentes que requieren medios o condiciones de
incubacién especiales. La observacion de microorganismos intraleucocitarios es indicativa de la infeccion.

8.1.3 Sistemas automaticos

La gran cantidad de muestras de orina que llegan a los laboratorios ha creado la necesidad de automati-
zacion de su analisis. El objetivo es doble: por una parte, proporcionar unos parametros adicionales para
una evaluacion mas completa de la muestra y, en segundo lugar, para identificar las orinas presuntamente
negativas para no cultivarlas.

8.1.3.1 Sistemas automaticos de microscopia de orina

Recientemente se han desarrollado diversos sistemas que, gracias a programas informaticos de reconoci-
miento de imagenes, son capaces de distinguir la mayoria de los elementos formes de la orina. Desde el
punto de vista microbioldgico, lo que interesa de estos sistemas es su capacidad de distinguir los principales
elementos descritos anteriormente: células de descamacion epitelial del epitelio pavimentoso estratificado,
leucocitos, hematies, bacterias, levaduras, cilindros bacterianos y/o leucocitarios.

Los sistemas sediMAX (Menarini Diagnostics), COBAS (Roche) o Atellica (Siemens) funcionan de manera
parecida, aunque pueden variar ligeramente las caracteristicas técnicas y de rendimiento. Como ejemplo,
el equipo de COBAS pipetea 170 pL de muestra, después de homogeneizarla, la deposita en una cubeta
prismatica apaisada. Una ligera centrifugacion (260 x g durante 10 segundos) permite desplazar los elemen-
tos formes en el mismo plano, para obtener unas buenas fotografias. Se obtienen 20 y el sistema analiza
las 15 mejores. Puede trabajar a un ritmo de 116 orinas a la hora. Las formas detectadas son: leucocitos,
hematies, bacterias, células escamosas, células no escamosas, cilindros patolégicos, cilindros no patol6-
gicos, levaduras, moco, cristales y esperma. Las imagenes se revisan por el operador, que tiene la posibi-
lidad de corregir facilmente las particulas erroneamente clasificadas y las no detectadas. El equipo puede
conectarse a un sistema automatico de tiras reactivas, previo al analisis por microscopia automatizada.
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El sistema IRIS (Iris Diagnostics) puede analizar entre 40 y 101 muestras a la hora, dependiendo del mo-
delo. El sistema de reconocimiento de imagen permite clasificar las particulas en 12 tipos y 27 subtipos.
La orina no centrifugada pasa en forma de flujo laminar y un sistema de video capta 500 imagenes de las
particulas presentes. Un sistema de inteligencia artificial clasifica las particulas en funcién de su forma,
tamafo, textura y contraste en hematies, leucocitos, acumulos de leucocitos, células escamosas, células
no escamosas, cilindros hialinos, cilindros no hialinos, bacterias, cristales, levaduras, esperma, moco y
artefactos. El operador puede reclasificar las particulas.

8.1.3.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite obtener informacion sobre las poblaciones celulares
presentes en la muestra y que permite las mediciones cuantitativas (por microlitro). Esta técnica es capaz
de analizar 130.000 particulas de la muestra de orina sin centrifugar en 5 segundos. El sistema aplica dos
fluorocromos, uno que tifie las membranas y proteinas y el otro los acidos nucleicos. Se aplica una luz
laser que pasa a través de cada particula, y los rayos de luz transmitida y dispersada son analizados, de
manera que, para cada elemento, el sistema analiza la intensidad, la cantidad, la frecuencia de la luz, asi
como la luz polarizada. El sistema asociado dibuja unas graficas (escatergramas) con las que se pueden
identificar las diferentes particulas. El sistema esta validado para informar leucocitos y sus agregados,
hematies totales y lisados, bacterias, levaduras, cilindros (hialinos y patoldgicos), células escamosas, cé-
lulas transicionales, células tubulares renales, cristales, esperma y moco. Ademas, tiene parametros de
investigacion. El citdmetro UF1000 de Sysmex puede analizar 105 muestras por hora. La ultima version del
equipo de Sysmex incorpora de manera opcional un sistema de reconocimiento de imagenes (modulo UD).
El programa de analisis de datos las clasifica en diferentes tipos, que pueden ser revisados por el operador.

8.1.4 Evaluacion de las técnicas empleadas para el cribado de orinas

Antes de decidir qué método usar para el cribado de orinas, hay que contestar la pregunta de cual es el
objetivo para cribar las muestras. Los dos objetivos principales suelen ser el disminuir la carga de trabajo
del personal técnico y facultativo y ahorrar los costes. Actualmente para cribar las orinas se pueden usar 3
estrategias:

1. Cribado por microscopia manual o automatizada y tira reactiva. 2. Cribado por citometria de flujo, y
3. Cribado con cultivo en medio liquido (sistemas de HBL y Alfred). La ultima estrategia se explicara en el
apartado 8.3 de este procedimiento.

A. Cribado por leucocituria. El principal parametro que se usa es la leucocituria, a veces en combinacion
con otros parametros (sobre todo, nitritos). El punto principal que apoya esta estrategia es que hay estudios
que correlacionan la leucocituria (210 leucocitos/mm?3 o 5-10/campo) con bacteriuria significativa (=100.000
UFC/mL). Pero esta estrategia tiene una serie de limitaciones importantes:

- La presencia de leucocitos no siempre indica la infeccién, por lo tanto, es un indicador indirecto de ITU.

- Hay que tener en cuenta que leucocituria puede o no acompanar BA. Este hecho tendria repercusién para
los casos en que esta indicado detectar BA, pero también puede llevar los tratamientos innecesarios de
BA acompafiada por leucocituria.

- Se ha demostrado que incluso con las condiciones correctas de transporte y conservacion de muestra
cada hora de retraso en el procesamiento de la orina supone unas pérdidas en los recuentos de leucocitos.
Ademas, la centrifugacion de la muestra para obtener el sedimento también puede contribuir a la destruc-
cion de una parte de células, sobre todo si no se respeta el tiempo y las revoluciones recomendados (ver
el PNT-UR-01 de este procedimiento).
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- La correlacion entre los recuentos de leucocitos y bacterias se han hecho sobre todo con las bacteriurias
de mas de 100.000 UFC/mL, por lo tanto, no se sabe la sensibilidad de esta técnica de cribado en el caso
de recuentos menores. Es un punto importante, ya que la mayoria de las muestras a los que se aplican las
técnicas de cribado suelen ser ITU comunitarias y de estas la gran proporcion son las muestras de mujeres
con cistitis, que como sabemos pueden tener los recuentos tan bajos como 100 UFC/mL.

- Hay condiciones especiales, como pacientes con agranulocitosis, donde este criterio no se puede usar.

- En el caso del sedimento centrifugado, al ser una técnica poco estandarizada, los recuentos de leucocitos
que se obtienen en orina tras centrifugacion pueden variar significativamente.

La tincion de Gram puede solucionar alguna de las limitaciones de la técnica anterior, permitiendo visualizar
las bacterias presentes en la orina, detectar muestras potencialmente contaminadas (Lactobacillus spp.,
“clue-cells”, varios morfotipos de bacterias). Pero este método tampoco esta exento de limitaciones: requie-
re tiempo, necesita una experiencia por parte de la persona que valora la tincion y solo detecta microorga-
nismos cuando estan presentes en recuentos 2104-10% UFC/mL.

B. Cribado por bacteriuria con/sin leucocituria mediante la citometria de flujo. Para el cribado se usa el
recuento de bacterias/pL con o sin el recuento de leucocitos/uL. Esta técnica tiene la principal ventaja
de usar el parametro directo de deteccidn de microorganismos y ademas cuantificar su presencia en la
muestra. Ademas, en las orinas con recuentos altos y cultivo negativo la citometria ayuda a detectar los
microorganismos exigentes que requieren medios no selectivos o especiales, o tiempos de incubacion
mas prolongados. Una posible estrategia en el procesamiento de estas muestras es realizar identificacion
directa mediante MALDI-TOF. Las principales limitaciones de la citometria son las siguientes:

- Cada centro debe establecer los puntos de corte propios para cada poblacién de pacientes en funcion
fundamentalmente del género, la edad del paciente y el tipo de ITU.

- La mayoria de los estudios de cribado por citometria buscan un punto de corte para detectar recuentos
de 210.000 UFC/mL. Faltan datos para las muestras con recuentos de <10.000 UFC/mL.

- Los citdmetros suelen tener avisos sobre presencia de morfologia bacilar o cocoide, o, con el nuevo
programa informatico, sobre presencia de Gram-positivos y Gram-negativos. Suelen tener una buena
correlacion con el cultivo para los bacilos Gram-negativos. En cuanto a la deteccion de microorganismos
Gram-positivos, algunos trabajos apuntan a que podria ser de utilidad solamente en orinas con recuentos
de mas de 1.000.000 UFC/mL.

- La deteccion de levaduras no siempre es fiable por la superposicion de escatergramas de éstas ultimas
con hematies, especialmente con los hematies dismorficos.

Hay que remarcar que los puntos de corte para el cribado dependeran no solo de las caracteristicas de
pacientes, sino de la sensibilidad que se busca y de la tasa de falsos negativos que se considera aceptable.

En la Tabla 3 se citan algunos estudios en los que se han determinado los puntos de corte de bacterias y
leucocitos para seleccién de muestras positivas.
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Tabla 3. Puntos de corte encontrados en distintos estudios para reducir la siembra de muestras de orina.

Mujeres (%);
muestras

Punto(s) de corte

estras positividad del |~ J€ recuento de
hospitalarias cultivo bacterias y

(%) leucocitos

NiUmero
Estudio de
muestras

Criterio(s) de Sensibilidad (%);
reduccion de

siembra (%)

Pierretti et al. o . o 4 65 bacterias/uL y 100 o/ . An0
2010 703 70%; 18,2% 210* UFC/mL leucocitos/uL 98%; 43%
Global: 405
bacterias/ul y 16
leucos/pl
Finnish national Varones adultos: 40 o . o
guidelines bacterias/ul'y 17 3(75 g"/(gzﬁtc))?'r:)t’)rié)l"s L
Jolkonnen et 1.094 64 7% (dependiendo de leucocitos/pl 72’10/° ’
al. 2010 : e tipo de paciente y Mujeres adultas: 630 | oo, (omu'er)' 60 5%
recogida de la bacterias/uly 10 970/" (niﬁJos)', 20 ’30/"
muestra) leucocitos/pl ° o (70
Nifios (<16 afios): 40
bacterias/uly 17
leucocitos/pl
26 bacterias/uL con el
- criterio 1 o
1. No crecimiento ) 95%; 20% (criterio 1)
ggﬁre” etal 1577 62%: 56,8% | 2.210° UFC/mL 2%22?2”33’ uLconel | 950, 289 (criterio 2)
3. 2105 UFC/mL 230 bacterias/uL con 95%; 52% (criterio 3)
el criterio 3
Martin 1. 210* UFC/mL
Gutiérrez et al. 346 43%; 0% homeres >200 bacterias/L 99,1%; 60,2%
’ 2. 210° UFC/mL H 170 0%
2015 -
mujeres
ifiigo M et al. o 4 0 210? UFC/mL con ¢l | 460 bacterias/ul y 40 o/ . E7 no
2016 1.934 60.8%; 51,2% inica de ITU leucocitos/l 98,1%; 57.2%
5
;' (Z:L(;IquJJIi:g/mL 200 bacterias/pl con el | 96,9%; 49% (criterio
X ; criterio 1 1)
Geerts et al. 7329 56%: 40% ;i%ugrf:ili’il\?:ge 200 bacterias/ul con el | 93,5%; 34% (criterio 2
2016* ' ’ valoré como positivo criterio 2 (mujer) mujer)
se realizo 400 bacterias/ul con el | 86,4%; 71% (criterio 2
gntibiograma criterio 2 (varones) hombre)
No hay un punto de
Eur_op ean corte fijo, sino que se
Guidelines .
Monsen et al dependiendo de ha usado LDA (and
' 1.312 68,3%; 79,4% (. pendien: lisis discriminante 95%; 42%
2017 tipo de paciente y .
. lineal) para la
recogida de la S
muestra) combinacion de
bacterias y leucocitos

*En este estudio se ha buscado un punto de corte que corresponde al valor predictivo negativo de 295%

En resumen, no hay ningun sistema infalible que sea capaz de tener una sensibilidad y especificidad del
100%. La citometria de flujo parece el método mas adecuado, pero faltan estudios que se centren en las
muestras obtenidas por métodos distintos a la miccion espontanea (sondaje, sonda permanente, nefrosto-
mias, puncion suprapubica), en nifios menores de 5 afos, en las muestras con recuentos bajos, etc. Este
tipo de muestras no se deben someter al cribado.

8.2 UROCULTIVO

8.2.1 Medios de cultivo

El cultivo sigue siendo el patron de oro del diagndstico microbiolégico de ITU. Permite aislar los microorga-
nismos causantes y realizar el estudio de sensibilidad para dirigir el tratamiento. No existe una norma gene-

ral sobre el medio de cultivo que hay que usar para cultivar la orina. Los medios y sus combinaciones mas
frecuentemente utilizados son los siguientes: CLED solo, CLED y agar sangre, MacConkey y agar sangre,
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un medio cromogénico solo o junto con agar sangre. A la hora de escoger los medios de cultivo a usar,
hay que tener en cuenta las limitaciones de cada uno. Asi, el medio de agar sangre permite la recupera-
cidn no solo de los patdégenos habituales (Enterobacterales, P. aeruginosa, enterococos, estafilococos, S.
agalactiae y levaduras), sino también los microorganismos mas exigentes que no crecerian o crecerian
con dificultad en los medios selectivos y diferenciales, tales como C. urealyticum, A. schaalii, Aerococcus
spp., algunos estreptococos, etc. Por otra parte, este medio no permite diferenciar bien entre distintos
morfotipos de bacilos Gram-negativos. El agar MacConkey permite realizar la diferenciacién entre los ba-
cilos fermentadores y no fermentadores de lactosa. El medio CLED (Cysteine lactose electrolyte deficient)
permite recuperar los microorganismos mas frecuentes que causan infeccidn urinaria. En este medio la
capacidad invasora de la mayoria de las cepas de P. mirabilis se anula, lo que facilita la recuperaciéon de
microorganismos en los cultivos polimicrobianos. Se recuperan bien todas las Enterobacterales, los bacilos
Gram-negativos no fermentadores, asi como enterococos, estafilococos y la mayoria de las cepas de S.
agalactiae, pero los microorganismos mas exigentes no suelen crecer en este medio. Los medios cromo-
génicos especificos para infecciones urinarias son selectivos y diferenciales y, gracias a algunas reaccio-
nes bioquimicas, permiten una mejor diferenciacion de las colonias. La mayoria incorporan sustratos que
permiten visualizar las reacciones de la B-galactosidasa (positiva en E. coli pero también en otras muchas
enterobacterias) o de la B-glucuronidasa (positiva en 85-96% de E. coli, en 44-58% de Shigella, 20-29% de
Salmonella 'y en Yersinia spp.), f-glucosidasa (positiva en los géneros de Klebsiella, Enterobacter, Serratia
y en enterococos) y triptéfano-desaminasa (positiva en los géneros de Proteus, Morganella'y Providencia).
La probabilidad de que una colonia de un bacilo Gram-negativo color rosado en un medio cromogénico que
utilice B-glucuronidasa como marcador sea de la especie E. coli supera el 99%. En los medios que usan
B-galactosidasa en lugar de B-glucuronidasa es necesario aplicar la prueba del indol (positiva en la mayoria
de las cepas de E. coli) para obtener una probabilidad parecida.

Hay que tener en cuenta que en los casos seleccionados puede ser necesario usar algun medio de cultivo
especial para asegurar la recuperacion de uropatdogenos determinados, por ejemplo, el agar sangre con
base Schaedler para recuperar anaerobios en orina recogida por puncion suprapubica en pacientes con
sospecha clinica, o agar chocolate en los nifios menores de cinco afios para aislar Haemophilus influenzae.
En casos muy especiales, si se sospecha ITU por microorganismos Gram-positivos puede emplearse adi-
cionalmente el medio CNA (agar sangre con colistina y acido nalidixico).

En ciertas circunstancias se han usado los laminocultivos. Se trata de diferentes medios de cultivo (dos o
tres, en general CLED, MacConkey y algun otro) incorporados a una lamina de plastico pegada al tapon de
rosca de un recipiente de unos 30 mL. Se vierte la orina en el recipiente, se sumerge el medio en él y se
desecha la orina. Tiene la ventaja de ser un método que permite una siembra que puede ser realizada por
el personal no cualificado fuera del laboratorio, pero tiene una serie de desventajas, tales como los recuen-
tos inexactos, dificultad para diferenciar cultivos mixtos, incorrecta inoculacion del medio que conlleva los
resultados no interpretables.

8.2.2 Siembra

La siembra de orina se realiza de manera cuantitativa y para ello se usan asas calibradas de 1 pL o de 10
pL. Si se siembran 10 pyL una colonia aislada corresponde al recuento de 100 UFC/mL, mientras que si se
usa el asa de 1 pL una colonia corresponde al recuento de 1.000 UFC/mL.

Es importante realizar la técnica de siembra de manera correcta y homogénea para disminuir la variabilidad
en el volumen de muestra que se inocula. Primero se agita la muestra, para homogeneizarla. Seguidamente,
se introduce el asa de forma vertical en la muestra de orina y se retira. En estas condiciones, la cantidad que
queda en el asa es la que corresponde a la calibracién. La siembra cuantitativa consiste en realizar una estria
a través del centro del agar y luego extender el inéculo en angulos rectos respecto a la estria primaria. A con-
tinuacion, la placa se gira 90° y el inéculo se extiende hasta cubrir toda la superficie. Otro tipo de siembra que
se usa ampliamente en microbiologia es la siembra por agotamiento, que no permite la cuantificacion exacta,
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pero tiene la ventaja de poder discernir con precision la abundancia relativa de cada tipo de colonia, muy util
en infecciones mixtas o en muestras contaminadas. Desde el punto de vista practico se puede combinar las
dos técnicas de siembra, usando la mitad de la placa para el cultivo cuantitativo y la otra mitad para agotar y
aislar las colonias que se van a usar para identificacion y el estudio de sensibilidad antibidtica. Sea cual sea
la técnica de siembra, es importante que permita realizar la cuantificacién del inéculo de microorganismos
causantes de ITU. No es aceptable la siembra de mas de una muestra de orina por placa.

8.2.3 Condiciones de incubacion

La mayoria de las infecciones urinarias estan producidas por microorganismos que crecen en 18 horas. Sin
embargo, en ciertos grupos de pacientes, con patologia uroldgica y renal de base, o en los pacientes con el
urocultivo convencional negativo y que no mejoran de los sintomas urinarios tras el tratamiento antibiotico, el
cultivo puede precisar una incubacion mas prolongada (hasta 48 horas).

Las placas de agar sangre y agar chocolate se incubaran a 35-37° en atmoésfera rica en CO,,. El medio CLED,
los medios cromogénicos y agar MacConkey se incuban a 35-37° en aerobiosis.

En casos seleccionados, tal y como se ha mencionado antes, seran necesarias otras atmosferas de incuba-
cion.

8.2.4 Lectura e interpretacion de los resultados cuantitativos

Los resultados del cultivo de orina son necesarios para el manejo clinico correcto de los pacientes. En la
mayoria de los casos, las ITUs no complicadas se resuelven a los pocos dias con el tratamiento empirico.
Pero un porcentaje apreciable de casos no responden al tratamiento empirico elegido.

Diversas guias y autores han propuesto criterios para definir bacteriuria significativa, indicativa de ITU, en
diferentes grupos de poblacion. Sin embargo, la interpretacion de los resultados del urocultivo no siempre
es facil. Los criterios originales propuestos por Kass se han ido modificando durante los anos, ya que las
evidencias acumuladas han demostrado que el numero de bacterias en cultivo que traducen una ITU es
variable y depende del sexo, la edad del paciente, la técnica de recogida de la muestra y del propio mi-
croorganismo aislado. Asi, actualmente, inéculos tan bajos como 100 UFC/mL se consideran significativos
si proceden de muestras obtenidas adecuadamente y se acompafian de sintomas especificos y piuria.

Pero la situacion se complica aun mas si tenemos en cuenta los siguientes factores: la orina obtenida por
miccion espontanea se contamina con facilidad con microbiota urogenital en el proceso de recogida; las
sondas urinarias se colonizan rapidamente y se forman biopeliculas; algunos cultivos de orina que se re-
ciben en el laboratorio no estan indicados clinicamente; la frecuencia de bacteriurias asintomaticas es alta
en ciertas poblaciones; la informacidn clinica que ayudaria al microbiélogo a valorar con criterio los resul-
tados no esta disponible en muchos casos; los parametros adicionales, como piuria, no tienen sensibilidad
y especificidad del 100% y también dependen de las técnicas empleadas para su deteccion. Ademas, los
protocolos que se emplean en cada laboratorio para el urocultivo determinan el limite de deteccion de uro-
patégenos (siembra de 1 uL o de 10 yL, uso de medios no selectivos, incubacién de 24h vs. 48h).

En la Tabla 4 se resumen las recomendaciones en cuanto a la interpretacion de urocultivo, haciendo hin-
capié en que estas recomendaciones se deben valorar en funcién de la informacion clinica disponible, que
ningun criterio es absoluto y que todas las muestras pueden merecer una atencion especial, que modifique
los criterios generales de interpretacion que hayan sido adaptados.
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Tabla 4. Criterios de interpretacion de resultados de urocultivos.

Tipo de

muestra y

Resultado
significativo

Parametros
adicionales que

Resultado
probablemente

Informe/comentarios
para el resultado

paciente valorar no significativo significativo
. . Mlcroblo_ta Sap réfita Cultivo positivo
OPS, cistoscopia, Cualquier recuento Piuria (contaminacion por (identificacion a nivel de
puncion renal a reflujo durante la ) S
Ry especie y antibiograma)
aspiracion)
Cultivo
Piuria, cilindros polimicrobiano
leucocitarios, tincion | Microbiota saproéfita Cultivo positivo
OME, mujer =100 UFC/mL* de Gram con Presencia de (identificacion a nivel de
microorganismos abundantes células especie y antibiograma)
intraleucocitarios escamosas
Piuria, cilindros 1 4 00 UFC/mL . »
leucocitarios, tincion Cultivo Cultivo positivo
OME, varén = 1.000 UFC/mL de Gram con L . (identificacion a nivel de
. . polimicrobiano . o
microorganismos - p e especie y antibiograma)
. P Microbiota saprofita
intraleucocitarios
Microbiota saprofita
(contaminacion Cultivo positivo
osvVv =100 UFC/mL Piuria durante el (identificacion a nivel de
procedimiento) especie y antibiograma)
Ausencia de piuria
Cultivo positivo
(identificacion a nivel de
Cultivo Ezziﬂﬁizoasntlblograma).
Sonda =1.000 UFC/mL polimicrobiano en e .
permanente Puede haber varios | Piuria paciente %?Ic;?qnlw(;rr? ?g;%sd csu?tivo
microorganismos asintomatico mixto” y se recomienda
Ausencia de piuria recoger una nueva
muestra tras el recambio
de sonda.
= 100.000 UFC/mL
OME, para rzn:grr%%ug;\igzgsg ! Puede presentarse EL(I)t?ngO UFC/mL g:gx%g:;gixc; nivel de
diagnodstico de BA | para mujer con o sin piuria olimicrobiano especie y antibiograma)
1 urocultivo para P P Y 9
hombre

OME, orina de miccién espontanea; OSV, orina obtenida por sondaje vesical; OPS, puncién suprapubica; BA, bacteriuria asintomatica.

*Solo se pueden valorar recuentos bajos si se siembran 10 pL y si se dispone de informacién clinica (mujer joven con sintomas de
cistitis).

Los cultivos con dos microorganismos deben ser valorados junto con datos clinicos (ITU complicada o no
complicada), técnica de obtencién de muestra, identidad de los aislados (uropatégeno o saprofito), presencia
de piuria, etc. Los cultivos de tres 0 mas microorganismos por norma general no son valorables y representan
una contaminacion/colonizacion. En casos concretos estos cultivos pueden ser valorados (por ejemplo, los
pacientes con stent urinario), pero soélo si se dispone de los datos clinicos que lo justifican y tras interpretar los
resultados junto con el médico solicitante. Las muestras de nefrostomia y ureterostomia se pueden considerar
parecidas a la sonda permanente a efectos de interpretacion de urocultivo, si se recogen sin recambiar el caté-
ter. Estos resultados son de dificil interpretacién por las elevadas tasas de colonizacion de los dispositivos. Por
esta razon, se recomienda retirar el catéter y realizar la recogida de muestra tras la colocacion del nuevo caté-
ter en el caso de sospecha de ITU. En ningun caso se puede recoger la muestra para el cultivo de la bolsa co-
lectora. En el caso de urostomias, no se recomienda la recogida de muestras a través de estoma del conducto
ileal, ya que éste suele estar colonizado con microbiota y los resultados de cultivo son de dificil interpretacion.

8.3 SISTEMAS AUTOMATIZADOS DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE ORINA

Las principales plataformas de automatizacion tienen el disefio modular y escalable, empezando por los
modulos de siembra. Algunas de las caracteristicas principales de tres sembradores automaticos (InoqulA
de BD Kiestra, WASP de Copan y PREVI Isola de BioMerieux) estan descritos en el procedimiento de la
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de la SEIMC 1b. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Micro-
biologia. Actualmente en Espafia se comercializan InoqulA, WASP y Autoplak (NTE-SENER). PREVI Isola
de BioMerieux esta descatalogado, mientras que sobre el sistema PreLUD de 12A Diagnostics no hay datos
suficientes. En la Tabla 5 se indican las principales caracteristicas de los tres sistemas de inoculacion mas

evaluados.

Tabla 5. Principales caracteristicas de los tres sistemas de siembra automatica disponibles en el mercado.

Caracteristicas

Medidas

Autoplak

1,85 m ancho x 2 m alto x

InoqulA

4 manchox 1 maltox 0,92 m

WASP

2manchox2maltox1,1m

0,92 m fondo fondo
Taponado y destaponado . . .
automatico Si Si Si
Agitacion Si Si Si
Centrifugacion No No Si

Siembra

Asa calibrada de 1 yLo 10
uL (siembra cuantitativa),
asas de 20 pyLy 30 pL (no
calibradas para siembra
semicuantitativa)

Toma de muestra con una
pipeta calibrada, volumen
minimo 10 pL, extension sobre
la placa con una bola magnética

Asa calibrada de 1 pL, 10 yL o
30 uL

Toma de la muestra

El instrumento se calibra
para cada tipo de tubo para
que el asa penetre a una
profundidad determinada

La pipeta penetra a la
profundidad de 15 mm de la
superficie gracias a un sensor
que detecta el nivel de liquido en
la muestra

El asa penetra a una
profundidad fija que depende
del tipo de contenedor de
muestras

Permite distintos

patrones de siembra Si Si Si
Filtro HEPA Si Si Si
Placa cerrada durante la N Si (excepto el modo .
. o] . o Si
siembra semiautomatico)
Inoculacién con puntas
desechables. Para la extension
Esterilizacion entre . - de la muestra se utilizan bolas . ”
muestras Incineracion magnéticas que se recogen Incineracion
después de su uso y se
esterilizan en autoclave
Numero de muestras
que se puede cargar ala | Hasta 120 Hasta 270 Hasta 72
vez
Numero de tipos de
medios de cultivo que se 1 12 9
puede usar
simultaneamente
Capacidad total de
placas cargadas en el 480 720 350
sembrador
Numero de placas que
. 1 5 1
se siembran a la vez
Inoculaciones por hora Hasta 140/h Hasta 235/h Hasta 180/h
32
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Los estudios que comparan los sistemas automaticos con procesamiento manual de orinas coinciden en
que los primeros aumentan la reproducibilidad y también permiten mejor aislamiento de las colonias de
microorganismos, lo que evita los reaislamientos y por lo tanto demoras en el tiempo de identificacion y
estudio de sensibilidad. Algunos estudios han demostrado mayores tasas de recuperacion de microorga-
nismos mas exigentes, tales como Alloscardovia omnicolens, G. vaginalis, Actinomyces spp., Aerococcus
spp. o A. schaalii.

En cuanto a los tiempos de procesamiento de muestras y obtencién de resultados, el impacto de la auto-
matizacion dependera en gran medida de los flujos de trabajo en cada laboratorio. Aunque casi todos los
estudios demuestran un aumento importante de productividad entre el periodo pre y post-implementacion
de plataformas automatizadas, la reduccion del tiempo hasta el resultado final para las muestras de orina se
consigue principalmente gracias a los cultivos negativos que no necesitan una revision por parte de microbio-
logo, sin un impacto significativo en los tiempos hasta la identificacion y el resultado de antibiograma de cul-
tivos positivos, si la lectura de las placas se realiza en el mismo horario que sin tener sistemas automaticos.
Todos los estudios coinciden en que la maxima eficiencia de las plataformas de automatizacion se consigue
si se trabaja en el modo 7/24, lo que permitiria una lectura y posterior procesamiento de las muestras en el
momento de la toma de la primera imagen de la placa de cultivo tras el tiempo de incubacién establecido
(14-18 horas).

Otro tipo de sistemas automatizados disponibles son los instrumentos HB&L, Alfred 60AST y Sidecar de Ali-
fax. HB&L es un sistema semiautomatico para el cultivo y la deteccion rapida de crecimiento bacteriano en
las muestras de orina y otras muestras bioldgicas, asi como para el estudio de sensibilidad a los antibioticos.
El sistema HB&L permite detectar crecimiento de microorganismos basandose en el analisis de dispersion
de luz y proporcionando las curvas de crecimiento, asi como el recuento estimado del inéculo en UFC/mL. El
cribado de muestras de orina requiere una incubacion de 3 horas (para detectar recuentos de 210.000 UFC/
mL) o de 4 horas (para detectar recuentos de =800 - 1.000 UFC/mL), después de que, si no se detecta el
crecimiento, las muestras se consideran negativas y pueden ser descartadas. Si se detecta el crecimiento en
los viales de HB&L, las muestras originales, que se deben conservar refrigeradas, se deben sembrar de ma-
nera cuantitativa manualmente. Para las muestras positivas el analisis de turbidez en la escala de McFarland
permite detectar automaticamente cuando el cultivo alcanza el in6culo que corresponde a 0,5 McFarland
para proceder al estudio de sensibilidad, previa tincion de Gram y/o identificacién mediante MALDI-TOF. El
sistema dispone de viales con el medio de cultivo especial para las muestras de orina y de liquidos biol6gi-
cos, asi como un panel amplio de antibiéticos para el estudio de sensibilidad. Siendo el sistema semiautoma-
tico, se necesita una intervencioén del usuario para inocular las muestras, preparar los viales con antibiéticos
e inocularlos con las muestras positivas que han alcanzado la turbidez de 0,5 McFarland. A diferencia de
HB&L, Alfred 60AST es un sistema completamente automatico que permite inocular, incubar y monitorizar
el crecimiento de microorganismos en los viales. Permite una dispensacion automatica de las muestras y
reactivos y tiene un area refrigerada para los antibiéticos y viales que alcanzaron 0,5 McFarland. La siembra
cuantitativa de muestras originales se realiza manualmente. Sidecar incluye un sembrador automatico con
la capacidad para 240 placas y 12 tipos diferentes de medios de cultivo, asi como un incubador de 37°C con
la capacidad para 240 placas. Este sistema inocula las muestras originales con un asa que se esteriliza por
calor entre las siembras. Permite configurar distintos patrones de siembra y tiene un filtro HEPA. Combinado
con Alfred 60AST y/o HB&L, Sidecar permite automatizar el procesamiento de las muestras de orina, incluido
el cribado por crecimiento de muestras negativas, acortando de esta manera el tiempo de respuesta. Una
ventaja es la posibilidad de tener una identificacién y un resultado preliminar de sensibilidad antibiética el
mismo dia de obtencion de la muestra.

8.4 METODOS DE IDENTIFICACION DE PATOGENOS URINARIOS
8.4.1 A partir de cultivo

Una vez obtenido el crecimiento en los medios de cultivo correspondientes, se aplican las técnicas de
identificacion que se pueden dividir en dos grupos principales: métodos basados en las pruebas bioquimi-

cas y basados en la proteémica.
)
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1. Las técnicas basadas en las pruebas bioquimicas incluyen basicamente los sistemas comerciales au-
tomatizados, tales como MicroScan Walkaway (Beckman Coulter), Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic
Systems) o Vitek (bioMérieux), entre otros. Los paneles que combinan la parte de galeria metabdlica y la
parte que contiene los antimicrobianos en distintas concentraciones permiten obtener tanto la identificacion
como la sensibilidad de los microorganismos. MicroScan agrega automaticamente los reactivos necesarios,
incuba, lee e interpreta los resultados sin necesidad de intervencion del operador, aunque los paneles per-
miten también la lectura visual, a diferencia de los sistemas Vitek y Phoenix que son sistemas cerrados. Las
galerias multipruebas manuales, tales como API (bioMérieux) o MicrolD (Remel), tienen un uso mas limitado
desde la introduccion de la espectrometria de masas al laboratorio de Microbiologia.

2. El procedimiento para la identificacion de microorganismos mediante espectrémetro de masas tipo MALDI-
TOF a partir de colonia esta descrito en el Procedimiento de la SEIMC 65. “Aplicaciones de la espectrometria
de masas MALDI-TOF en Microbiologia Clinica” (2019), en el PNT-MT-01 “Identificacion de microorganis-
mos en cultivo mediante espectrometria de masas MALDI-TOF”. Para la identificacion fiable de la mayoria
de patdgenos urinarios es suficiente el proceso de identificacion directa, que incluye extender una pequefa
cantidad de una colonia de microorganismo sobre un pocillo de la placa de MALDI-TOF y cubrir con 1 pL
de la matriz, o con una extraccion intarget, afiadiendo 1 pL de acido formico al 70% a la muestra extendida
sobre el pocillo. No obstante, en algunos casos es necesario realizar el procedimiento de extraccién de
proteinas, sobre todo, si se trata de levaduras. El impacto del tipo de medio de cultivo en la identificacién
mediante MALDI-TOF es minimo. En los estudios comparativos se ha demostrado que las tasas de identifi-
cacion correcta de patdégenos urinarios son las mismas para los medios cromogénicos, CLED y los medios
no selectivos. No obstante, el score suele ser ligeramente mas bajo para los medios cromogénicos.

8.4.2 A partir de muestra directa
MALDI-TOF

Las muestras directas deben cumplir una serie de requisitos para poder aplicar la identificacion directa
mediante MALDI-TOF:

1. Suficiente volumen de la muestra, 2. Suficiente inéculo de microorganismo, 3. No ser excesivamente
purulentas o viscosas, 4. Poblacion monomicrobiana.

La muestra de orina es una de las pocas muestras que suele cumplir la mayoria de las condiciones. No obs-
tante, la orina es una de las muestras mas comunes en el laboratorio de Microbiologia Clinica. Por este motivo,
son necesarias las técnicas de cribado previo a la aplicacion de MALDI-TOF. Los principales métodos que se
han usado para este objetivo son la tincion de Gram y la citometria de flujo. La tincion de Gram tiene la ventaja
de estar disponible en cualquier laboratorio. Es un método facil de realizar, muy econdmico y permite no sélo
detectar la presencia de bacterias, sino también discriminar entre las infecciones mono y polimicrobianas, asi
como descartar orinas contaminadas. Entre las desventajas de la tincion de Gram se puede mencionar que
requiere mas tiempo, es subjetiva y depende de la experiencia del observador. Por su parte la citometria de
flujo proporciona el recuento de las bacterias por uL, requiere tan solo un minuto para procesar una muestra y
ofrece los parametros cuantitativos adicionales de interés, tales como recuento de leucocitos, hematies o de
células epiteliales. Como desventajas se puede citar su precio, su poca fiabilidad en la deteccion de levaduras
y que es una técnica menos exacta en cuanto a la discriminacion entre las infecciones mono y polimicrobianas.
Es necesario establecer un punto de corte de recuento bacteriano a partir del cual se aplicara la identificacion
directa mediante MALDI-TOF.

En la Tabla 6 se indican los puntos de corte de citometria de flujo para aplicar protocolos de identificacion
directa y estudios de sensibilidad. En la Figura 2 se describe el protocolo de identificacion directa mediante
MALDI-TOF.
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Tabla 6. Puntos de corte de recuento bacteriano por citometria de flujo usados en algunos estudios de ma-
nera prospectiva para aplicar los protocolos de identificaciéon directa y/o deteccién de resistencias y estudios

de sensibilidad.

Volumen de

Recuento de
bacterias en

% de identificacion

directa valida en Estudios adicionales

Estudio - . " op: realizados con el pellet
orina citometria de muestras positivas .
. . bacteriano
flujo por cultivo
Zboromyrska et al. 25 x 108 o Antibiograma por disco-
2016 10 mL bacterias/mL 86,4% placa
>1.5x 105 Deteccion de
Oviario et al. 2017 10 mL t_)aé:terias/mL 91% carbapenemasas mediante
MALDI-TOF

10 mL para

identificacion >5 x 106
Li et al. 2019 directa Eacterias/mL 86,4% Antibiograma con VITEK 2

10 mL para

antibiograma

Una vez detectadas las orinas presuntamente positivas, se procede a la preparaciéon de la muestra para el
analisis mediante MALDI-TOF (véase el PNT-UR-04 de este procedimiento).

Figura 2. Protocolo de identificacion directa mediante MALDI-TOF (adaptado del articulo de Zboromyrska

et al.)

Citometria de flujo

=5.000 bacterias/pL

<5.000

bacterias/uL.

Cultivo

S—

Identificacion directa
mediante MALDI-TOF

|

Centrifugacion a 850 x g 5 min
para separar células

Centrifugacion de supernadante
a 15.500 x g 2 min para obtener
el pellet bacteriano

Lavar el peller dos veces
con agua estéril

|

1 pl del pellet se usa para
MALDI-TOF
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Debido al elevado numero de orinas positivas, asi como el tiempo que se requiere para el analisis directo
mediante MALDI-TOF, actualmente la identificacion directa en la mayoria de los laboratorios se aplicaria a
las muestras de pacientes en cuyo caso el diagndstico rapido supone un beneficio clinico importante, como
pueden ser los pacientes con sospecha de sepsis de origen urinario, pacientes graves con pielonefritis, pa-
cientes hospitalizados con sospecha de ITU por bacterias multirresistentes, etc.

Una vez obtenida la identificacion mediante MALDI-TOF, el mismo pellet recuperado se puede usar para
adelantar el estudio de resistencias mediante procedimientos convencionales (la difusion con discos, las
tiras de gradiente, sistemas automaticos) o mediante las técnicas rapidas (colorimétricas, moleculares,
MALDI-TOF, inmunocromatografia, etc.).

En el caso de no obtener una identificacion directa fiable a partir del pellet o si éste es insuficiente para reali-
zar la identificacion y posteriores estudios, se puede realizar un subcultivo de corta incubacion (3-5 h) en un
medio no selectivo (agar sangre), sembrando un par de gotas de orina (aproximadamente 100-200 pL cada
gota) sin extender. Este método es sobre todo rentable para las muestras con recuentos bacterianos altos
(=100.000 UFC/mL en el cultivo cuantitativo) y bacilos Gram-negativos, especialmente Enterobacterales. El
protocolo de subcultivo de corta incubacion pueden ser una alternativa asumible para los laboratorios que
no disponen de tiempo de personal técnico suficiente para realizar la preparacion de muestras para identi-
ficacion directa.

En resumen, la identificacion directa mediante MALDI-TOF no sélo tiene la ventaja de acortar el tiempo de
diagnostico microbioldgico, sino que también puede servir para detectar bacterias que no crecen en cultivo
(bacterias que requieren medios de cultivo o condiciones de incubacion especiales, bacterias no viables
por el efecto de tratamiento antibiotico, etc.) o de crecimiento lento. No obstante, hay que tener en cuenta
que MALDI-TOF necesita un numero elevado de microorganismos para una identificacion fiable, en general
superior a 105 UFC/mL, mientras que el cultivo permite recuperar los microorganismos a partir de 100 UFC/
mL si se siembra con el asa de 10 pL. Otra limitacion son los cultivos con dos microorganismos relevantes.
En este caso la identificacion puede no ser fiable o identificarse el microorganismo predominante. Por otro
lado, las orinas contaminadas con altos recuentos de bacterias también pueden dar una identificacion valida
si uno de los microorganismos presenta recuentos mas elevados. La valoracion conjunta de otros parame-
tros proporcionados por el citdmetro, como, por ejemplo, la presencia de abundantes células escamosas
o el recuento de leucocitos, puede ayudar a detectar las orinas potencialmente contaminadas y tomar los
resultados de identificacion directa con mas cautela.

Hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH)

La técnica de hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH) detecta secuencias de acidos nucleicos
mediante unas sondas marcadas con un fluorocromo y permite la posterior detecciéon de fluorescencia me-
diante visualizacion al microscopio. Para la identificacion de bacterias se usan las sondas especificas del
ARN ribosomal (ARNTr). Las sondas pueden ser de oligonucleétidos (oligo-FISH o ADN-FISH) o sondas de
acido nucleico peptidico (PNA-FISH). El uso como diana del ARNr 16S ha permitido disefiar unas sondas
especificas para ciertas especies de mayor interés clinico. La abundancia de ARNr en las células permite
detectar microorganismos directamente sin necesidad de amplificacion previa de acidos nucleicos. Aunque
esta técnica se ha desarrollado para la identificacion de microorganismos en los hemocultivos positivos,
hay algunos trabajos en los que se ha aplicado en otros tipos de muestras, incluida la orina. Las principales
limitaciones son el numero limitado de patégenos que se pueden detectar, el tiempo hasta el resultado de
2-4 horas, el limite de deteccién que suele ser 210* UFC/mL y la necesidad de microscopio de fluorescencia.

Técnicas basadas en la amplificacion de acidos nucleicos y secuenciaciéon del genoma.
Aunque los métodos moleculares se usaron ampliamente para la deteccion de microorganismos en las mues-

tras clinicas, en el diagnostico de ITU su implementacion se ve afectada por varios problemas: una alta va-
riedad de patdgenos implicados, necesidad de resultado cuantitativo, presencia de micobiota comensal, etc.
Ademas, hay que contar con la necesidad de equipamiento especial y costes elevados en comparacion con el
urocultivo. Algunos trabajos han evaluado ensayos disefiados para otros tipos de muestra, como por ejemplo
SeptiFast (Roche Diagnostics GmbH), para el diagndstico de ITU obteniendo los resultados de sensibilidad
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aceptables para la deteccion de los patégenos mas frecuentes e incluidos en el kit, aunque con la limitacion
importante de no poder cuantificar los microorganismos. En otros estudios se han disefiado PCR o qPCR
para la deteccion de uropatdgenos determinados, como E. coli. En estos casos las técnicas moleculares
han mostrado una mayor sensibilidad que el urocultivo entre los pacientes sintomaticos, sin detectar mayor
numero de orinas positivas en el grupo control.

En los ultimos afios los estudios de microbiota del tracto urinario han despertado un gran interés por la apli-
cacion de las técnicas moleculares en el campo de la ITU. Recientemente McDonald et al. han publicado
un estudio comparativo entre el urocultivo con estudio de la sensibilidad convencional y la ADN NGS (next-
generation sequencing). En este estudio los pacientes con cistitis aguda se dividieron en dos grupos. El
primer grupo se tratd segun los resultados de urocultivo convencional y el segundo grupo segun los resul-
tados de la NGS. Hay que resaltar que el cultivo fue positivo en 13 de 44 pacientes sintomaticos, mientras
que en el grupo de la NGS fue positivo en todos los pacientes. Se observo una mejora clinica mas signifi-
cativa en el grupo tratado de acuerdo con los resultados de la NGS. Entre otros hallazgos importantes de
la NGS cabe destacar la deteccion de bacterias anaerobias en 20 de 44 pacientes y la presencia de micro-
biota polimicrobiana en 34 de 44 pacientes sintomaticos. A pesar del beneficio demostrado en el grupo de
pacientes sintomaticos, hay que resaltar que la NGS detectd microorganismos en 21 de 22 muestras en
el grupo control, lo que de nuevo plantea las preguntas sobre la interpretacion de los resultados de estas
técnicas moleculares. En 2019 Sathiananthamoorthy et al. publicaron un estudio donde se utilizo la técnica
de secuenciacion del gen 16S ARNr en comparacion con el urocultivo convencional para el diagndstico
de pacientes con sintomas urinarios recurrentes. Los autores observaron que las enterobacterias eran un
grupo de microorganismos asociados con presencia de sintomatologia, mientras que los estreptococos
se encontraban con mayor frecuencia en el grupo control. Igual que en el anterior trabajo, este estudio ha
demostrado que el urocultivo es menos sensible en la deteccion de uropatdégenos reconocidos como las
enterobacterias, y vuelve a poner de manifiesto el significado de infecciones polimicrobianas. Un hallazgo
importante es que los autores observaron diferencias en la representacion de distintos grupos taxonémicos
en las muestras directas y procesadas tras centrifugacion, probablemente debido a la presencia de bacte-
rias adheridas a las células o incluso intracelulares. Es un dato importante a tener en cuenta para el disefio
de los futuros estudios. En este trabajo se utilizo la plataforma MiSeq, que segun los propios autores no
les ha permitido llegar a la diferenciacion fiable a nivel de especie. La plataforma MinlON resuelve esta
limitacion, ya que permite reconstruir >90% del gen 16S ARNr. Ademas, en el trabajo de Sdhmidt et al. los
autores demostraron que utilizando la plataforma MinlON son capaces de obtener el resultado de la identi-
ficacion y la deteccion de marcadores de resistencia en tan solo 4 horas, aunque con ciertas limitaciones,
tales como la necesidad de una cantidad importante de ADN bacteriano para el analisis y la incapacidad
para detectar ciertos marcadores de resistencia, sobre todo las mutaciones cromosémicas.

8.5 ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE PATOGENOS URINARIOS
8.5.1 Métodos convencionales

Las técnicas convencionales de estudio de sensibilidad que mas se utilizan son método de difusion con dis-
co (Kirby-Bauer) y los sistemas automaticos de microdilucion. Los protocolos de preparacion de la muestra
estan descritos en el Procedimiento SEIMC n° 11 “Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos” (2000) y en el PNT-UR-02 del Procedimiento SEIMC n° 14a “Diagndstico microbiolégico de
las infecciones del tracto urinario” 2010. El método de difusién con disco solo proporciona la categoria clinica
de sensible, intermedio y resistente, mientras que los paneles de microdilucién permiten obtener las concen-
traciones minimas inhibitorias (CMIs) para cada antibiotico estudiado. La lectura de discos puede ser manual
o automatizada, utilizando los lectores y sofware especificos de interpretacion. Un ejemplo es el sistema SIRs-
can 2000 (i2a, intelligence artificielle applications), que permite hacer lectura visual de las imagenes de antibio-
grama por disco-placa, asi como utilizar el sistema experto personalizable para la interpretacion de resultados.
Asimismo, las plataformas de automatizacion total o parcial descritos previamente también estan desarrollan-
do un programa informatico de lectura e interpretacion digital de los halos de disco-placa. Una de las ventajas
del método de disco-placa es que se puede elegir los antibidticos que se quieren incluir en cada estudio. Los
discos deben colocarse de manera que permitan la deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia.
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En el caso de los paneles de microdilucién, los resultados se leen y se interpretan automaticamente. Las
casas comerciales suelen tener un panel especifico para patégenos urinarios que incluyen a los antibio-
ticos y diluciones recomendados para el tratamiento de la infeccidn urinaria. Las condiciones de inéculo,
tiempo de incubacidn, interpretacion de los resultados son estandarizadas y dependen del panel comercial.
Atendiendo a las necesidades de disponer de mayor numero de antimicrobianos activos frente a las ce-
pas multirresistentes, algunos de los paneles comercializados han incluido recientemente los antibioticos
de mas reciente comercializacion, tales como ceftolozano/tazobactam, ceftazidima/avibactam, ceftarolina,
ceftobiprole, etc.

Los resultados del antibiograma se interpretan de acuerdo con los puntos de corte proporcionados por los
organismos competentes, tales como el EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) Clinical breakpoints (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) en Europa o el CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) M100 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing
en EE.UU. Estos documentos se revisan constantemente y por lo tanto siempre se debe usar la ultima
version vigente. Actualmente la mayoria de los laboratorios de Espafia trabajan con los puntos de corte de
EUCAST, que son de libre acceso a través de la pagina web anteriormente indicada. Los proveedores de
los sistemas automaticos de antibiograma también deben adaptar sus paneles a los cambios de puntos
de corte, aunque es evidente que es un proceso mucho mas lento, ya que requiere cambios a nivel de
produccion. Por eso, otra ventaja del método de difusion con disco es su flexibilidad y rapida adaptacion a
los cambios: permite una introduccion inmediata de los cambios en la interpretacion de puntos de corte y
también permite incluir de forma rapida nuevos antibidticos indicados para cierto tipo de infeccion o ciertas
especies de microorganismos. La principal desventaja es el tiempo que se requiere para su realizacion,
asi como para la lectura de los resultados, aunque las soluciones que permiten automatizar la preparacion
de inodculo, inoculacién de placas de cultivo, colocacion de discos, incubacién y toma de imagenes al cabo
de un tiempo establecido, asi como la lectura digital asistida por programas informaticos de interpretacion
(programas expertos), pueden solventar este problema en un futuro préximo.

Tanto en el caso de estudio de sensibilidad por el método de difusidon con disco, como con los paneles de
microdilucion, a veces es necesaria una confirmacion fenotipica del mecanismo de resistencia subyacen-
te. Los principales métodos de la deteccion fenotipica de resistencias estan descritos en el Procedimiento
SEIMC n°38. “Deteccién fenotipica de mecanismos de resistencia en gramnegativos” (2011) y el Procedi-
miento SEIMC n°39. “Deteccidn fenotipica de mecanismos de resistencia en grampositivos” (2011).

8.5.2 Técnicas rapidas de deteccion de resistencias a partir de cultivo o muestra directa
8.5.2.1 MALDI-TOF

El protocolo de deteccion de resistencias mediante MALDI-TOF a partir de cultivo esta descrito en el PNT-
MT-01 del Procedimiento SEIMC n°65. “Aplicaciones de la espectrometria de masas MALDI-TOF en Micro-
biologia Clinica” (2019) y puede ser aplicado a las colonias o al sedimento bacteriano obtenido a partir de
la muestra directa de orina, utilizando el mismo protocolo para la obtencion del pellet que el utilizado para
la identificacion directa descrito en el PNT-UR-04 de este procedimiento. Para la deteccién de BLEE se
usa una cefalosporina de tercera generacion, ceftriaxona o cefotaxima, con y sin inhibidor de 3-lactamasa
(acido clavulanico o tazobactam) para permitir la deteccion de enzimas de clase A, mientras que para la
deteccion de carbapenemasas se usa un carbapenem. La bacteria se resuspende en una solucion con el
antibidtico y se incuba entre 30 min y 2 horas. Después se comparan los espectros de antibidtico antes y
después de la incubacion. La técnica de deteccion de carbapenemasas a partir de la muestra directa de
orina demostré una excelente sensibilidad y especificidad en un estudio realizado por Oviano et al. En la
Figura 3 se pueden observar ejemplos de resultados del ensayo de deteccidén de BLEE realizados a partir
de colonias (CLED) y muestra directa.

Figura 3. Ejemplos de espectros de hidrélisis de cefotaxima (CTX) con y sin presencia del acido clavulanico
(AC) en el ensayo de deteccion de BLEE mediante MALDI-TOF tras la incubacion de 2 h. A. Ejemplo de
resultado para una cepa sensible: la técnica realizada a partir de colonias crecidas en la placa de CLED,
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tanto en el tubo sin AC como en el tubo con AC se detecta el pico de CTX intacto. B. Cepa productora de
BLEE: a partir de colonias crecidas en la placa de CLED, en el tubo sin AC se detecta el pico del producto
de hidrdlisis de CTX, mientras que en el tubo con AC sigue detectandose el pico de CTX intacto. C. Cepa
productora de B-lactamasa tipo AmpC: a partir de colonias crecidas en la placa de CLED, en ambos tubos
se detecta hidrdlisis de CTX, no se detecta la inhibicion en el tubo con AC. D. Cepa productora de BLEE: la
técnica realizada a partir de pellet bacteriano recuperado de la muestra directa, en el tubo sin AC se detecta
el pico del producto de hidrolisis de CTX, mientras que en el tubo con AC sigue detectandose el pico de CTX

intacto.
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8.5.2.2 Pruebas colorimétricas

En los ultimos anos los métodos colorimétricos de deteccion de resistencia se han usado ampliamente en
los laboratorios de Microbiologia. En 2012 Nordmann y Poirel describieron un ensayo que permite de ma-
nera rapida detectar presencia de carbapenemasas a partir de colonias aisladas en los medios de cultivo:
Carba NP test. Posteriormente los mismos autores describieron una prueba semejante para la deteccion
de BLEE: ESBL NDP test. La deteccion se basa en el cambio de pH que se produce en el caso de hidroli-
sis del antibidtico diana en presencia de una B-lactamasa, que se detecta mediante un indicador de color.
Las técnicas de Carba NP y ESBL NDP usan como indicador el rojo fenol que cambia de rojo a amarillo, si
baja el pH. El protocolo inicial de Carba NP requeria una lisis de 30 min y se realizaba utilizando placas de
96 pocillos, pero con el tiempo el protocolo se ha ido simplificando. El protocolo modificado de la técnica
Carba NP esta resumido en la Figura 4. La ventaja de la prueba Carba NP es que se la puede implementar
en cada laboratorio, ya que el protocolo de preparacién y mantenimiento de reactivos, asi como la interpre-
tacion de resultados estan descritos en la literatura de manera detallada.

Figura 4. Protocolo modificado de la técnica Carba NP para la deteccién de carbapenemasas.

Solucion A (rojo fenol)

=100 u sin imipenem
: Sulucién. A.(mj-::- fenol)
@ con imipenem
> 100 pl (6 mg/mL)

Asade 1l
Tubos con 100 pl de
tampon de lisis

Incubar hasta 2h como maximo a 37° C (con agitacién, opcional)

Actualmente estas pruebas existen en el formato comercial, por ejemplo, -CARBA (Bio-Rad) o RAPIDEC
CARBA NP (bioMérieux). EI método casero ha demostrado ser igual de sensible y especifico que las
técnicas comerciales, siendo 10 veces mas barato. La prueba de carba NP ha sido ampliamente evalua-
da y actualmente se recomienda su uso para la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterales y P,
aeruginosa, donde la sensibilidad y especificidad suelen ser de 70-100% y 90-100%, respectivamente.
Los aislados con carbapenemasa tipo OXA-48-like demuestran una sensibilidad algo inferior. En cambio,
la sensibilidad en cepas de Acinetobacter spp. suele ser baja (de tan solo 18% en algunos estudios), por
lo que no se recomienda su uso en esta especie. El sistema Carba NP test |l se ha disefiado para poder
no solo detectar la presencia de una carbapenemasa sino ademas diferenciar entre las clases A, By D de
Ambler mediante la utilizacion de inhibidores, tales como tazobactam para la clase Ay EDTA para metalo-
B-lactamasas. La producciéon de la carbapenemasa de clase D se deduce por la ausencia de inhibicidon
por ambos inhibidores. En cuanto a la deteccion de BLEE, el sistema ESBL NDP test ha demostrado una
sensibilidad y especificidad cercanas al 100%, sobre todo para la deteccion de BLEE del grupo CTX-M.
Esta técnica ha sido evaluada también utilizandola directamente en muestras de orina, demostrando una
sensibilidad del 98% y una especificidad del 99,8%. El protocolo descrito en el articulo de Dortet et al. esta

ilustrado en la Figura 5.
9
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Figura 5. Protocolo de la técnica ESBL NDP aplicada a las muestras directas de orina (segun la descrip-
cion del articulo de Dortet et al.)
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(6 mg/mL) 13,000 x g 2 min
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C. Solucion de rojo tampén de lisis

fenol con cefotaxima
(6 mg/mL) Incubar a 37°C 15 min

Existe una técnica comercial, B-Lacta test, que esta disefiada para detectar no solo BLEE, sino también
otro tipo de B-lactamasas, tales como cefamicinasas plasmidicas o hiperproduccion de B-lactamasas cro-
mosomicas de tipo AmpC. Esta técnica fue evaluada en un estudio con el pellet recuperado de 200 orinas,
mostrando una sensibilidad de 94% y una especificidad de 100% para la deteccién de BLEE.

Existe una modificacion de la técnica que utiliza otro tipo de indicador de cambio de pH, el azul de bromoti-
mol, la prueba de Blue-CARBA. Su analogo comercial es el RAPID CARB Blue kit (Rosco). La descripcion
de estas técnicas se ilustra en la Figura 6.

Figura 6. Ejemplo de los ensayos de Blue-CARBA 'y Carba NP con resultado positivo.

El protocolo para realizar la prueba de Carba NP a partir de colonias de bacilos Gram-negativos aislados en
cultivo o directamente en muestra de orina (el pellet) esta descrito en el PNT-UR-05 de este procedimiento.
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8.5.2.3 Inmunocromatografia

Los ensayos de inmunocromatografia se basan en la deteccion de la reaccion antigeno-anticuerpo sobre
el papel de nitrocelulosa. Estos ensayos presentan varias ventajas en comparacion con otras técnicas ra-
pidas de deteccion de resistencias: 1) presentan alta sensibilidad y especificidad, 2) son faciles de usar y
no requieren de equipamiento ni material adicional aparte de los reactivos del kit, 3) son de facil lectura e
interpretacion, 4) los resultados estan disponibles en 15 min, 5) en el mercado existen ensayos que detec-
tan simultdneamente varios mecanismos de resistencia, 6) suelen ser mas econdémicos que las técnicas
moleculares. Comercialmente estan disponibles varias pruebas para la deteccidon de carbapenemasas y
BLEE. Estos ensayos estan validados para trabajar a partir de colonias de microorganismos crecidos en
diferentes medios de cultivo, aunque hay estudios que apuntan que se pueden utilizar a partir de un hemo-
cultivo positivo. En cuanto a la deteccion de B-lactamasas directamente a partir de muestras de orina, hay
pocos datos disponibles hasta la fecha. Recientemente se ha evaluado el ensayo de NG-Test CTX-M gru-
po 1y MULTI directamente a partir de muestras de orina, aplicando el mismo protocolo de la preparacién
de muestra descrito en el apartado anterior para la identificacion directa mediante MALDI-TOF (Figura 7).
Aunque cuando se evalud esta técnica no hubo resultados falsos positivos, si que se detectaron resulta-
dos falsos negativos en comparacion con la deteccion fenotipica convencional, probablemente debido a la
presencia de otros tipos de p-lactamasa no incluidos en el ensayo. En resumen, las técnicas basadas en la
inmunocromatografia pueden ser muy utiles para la deteccién de BLEE y carbapenemasas directamente
en la muestra, si se toman en cuenta las limitaciones de cada una de ellas y si se tiene en cuenta la epide-
miologia local en cuanto a los tipos de 3-lactamasas circulantes.

Figura 7. Flujo de trabajo para la deteccién de BLEE del grupo CTX-M mediante una prueba inmunocroma-

tografica aplicada directamente a la muestra de orina (adaptado del poster de Cuesta et al. presentado en
el XXIIl Congreso de la SEIMC XXIlII, con el permiso de los autores)
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8.5.2.4 Métodos moleculares

Las técnicas moleculares de deteccion de resistencias se usan ampliamente en Microbiologia. Abarcan
desde los métodos caseros de PCR a tiempo final hasta la NGS. La ventaja es que permiten detectar los
genes de resistencia en poco tiempo en comparacion con las 18 horas necesarias para la mayoria de las
técnicas convencionales de los estudios de sensibilidad. Las principales desventajas de técnicas mole-
culares es que no incluyen ni detectan todos los mecanismos de resistencia y que son mas caras. Por lo
tanto, su aplicacién dependera de la repercusion clinica y/o epidemiolédgica que tiene el hecho de detec-
tar ciertos mecanismos de resistencia de manera rapida. Son aplicables tanto a partir de colonias como
directamente en la muestra clinica. Asi, una vez se obtiene la identificacién del microorganismo causante
de infeccion mediante MALDI-TOF, se pueden aplicar al pellet bacteriano las pruebas de deteccion de
resistencia disponibles en cada laboratorio en funcion de la especie identificada y del mecanismo de re-
sistencia a descartar. Algunas de estas técnicas han sido evaluadas a partir de las muestras de orina. Asi,
Hini¢ et al. evaluaron la técnica de LAMP (Eazyplex® SuperBug CRE) que permite detectar las carbape-
nemasas de los tipos KPC, VIM, NDM, OXA-48, OXA-181 y CTX-M grupo 1y 9 a partir de muestras de
orina con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 97,9% para la deteccion de BLEE. Schmidt
et al. han utilizado el sistema Multiplex Tandem (MT) PCR para detectar 16 genes de resistencia, inclui-
dos los de resistencia a trimetoprim, aminoglucésidos, quinolonas y B-lactamicos, demostrando la misma
sensibilidad y especificidad tanto a partir de colonias como a partir del pellet obtenido directamente de la
muestra de orina. Hay que tener en cuenta que al realizar estas pruebas directamente sobre la muestra
puede haber inhibiciones por la presencia de distintas sustancias que interfieren en la reaccién. Ademas,
siendo una muestra no estéril es posible detectar genes de resistencia que presentan microorganismos
contaminantes. Aun asi, tras el proceso de concentracion y lavado del pellet descrito para la identificacion
directa, el proceso de deteccion de resistencia es similar al de realizar esta prueba con colonias crecidas
en el cultivo en el caso de infecciones monomicrobianas. A pesar de que las técnicas moleculares son am-
pliamente usadas para detectar resistencia a antimicrobianos, faltan estudios para demostrar su utilidad
a la hora de dirigir el tratamiento de la ITU.

9. INFORMACION DE RESULTADOS
9.1 INFORMACION DE RESULTADOS DE MICROSCOPIA Y DE CITOMETRIA DE FLUJO

La expresion de los resultados de orina centrifugada habitualmente se realiza como rangos por campo
microscopico (por ejemplo, 10-20 leucocitos por campo). Para los leucocitos, hematies y células epitelia-
les los resultados se expresan por campo microscopico de 40x (HPF, High Power Field). Aunque es una
practica habitual, es mas recomendable expresar los resultados por unidad de volumen (por microlitro o
por litro). La formula que permite la conversién de células por campo en células por unidad de volumen
esta descrita en el PNT-UR-01 de este procedimiento. Para las células escamosas se acepta reportar los
resultados como “escasas”, “algunas” o “abundantes”, aunque es la manera mucho mas subjetiva. En el
caso de recuentos en camara cuentaglobulos los resultados se expresan como el numero de células por

mm3.
Los resultados de citometria de flujo se informan por unidad de volumen, que suele ser por microlitro.

9.2 INFORMACION DE RESULTADOS DEL CULTIVO

1. Los cultivos con crecimiento significativo de uno o dos microorganismos se informaran como “Cultivo
positivo” y se proporcionara la identificacion a nivel de especie y los resultados de antibiograma, asi como
el recuento en UFC/mL de cada microorganismo.

2. Los cultivos sin crecimiento se informan como “Cultivo negativo” indicando entre paréntesis el limite de
deteccidon que dependera del volumen de orina utilizado para la siembra: “Cultivo negativo (<102 o <102
UFC/mL)”. Si se observa crecimiento en recuentos mas bajos de los que se consideran significativos de
uno o varios microorganismos, el resultado se puede informar como “Crecimiento no significativo”.
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3. Los cultivos mixtos, en los que no se trabaja ningun microorganismo se informan como “Se aisla flora
mixta. Probable contaminacion de la muestra. Recomendamos enviar una nueva muestra, siguiendo las
pautas de recogida, si existe indicacién clinica”. En el caso de detectar la presencia de varios microorga-
nismos propios del tracto urogenital el resultado se puede informar como “Se aisla microbiota saprofita
urogenital. Probable contaminacion”.

9.3. INFORMACION DE RESULTADOS DE ESTUDIO DE SENSIBILIDAD

Tal y como se ha explicado en el apartado 8.5.1, los resultados del antibiograma se interpretan de acuerdo
con los puntos de corte proporcionados por los organismos competentes, tales como EUCAST o CLSI, el
primero de uso obligatorio segun el Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibidticos (PRAM) de la
Agencia Espafola del Medicamento (AMPS). Recientemente EUCAST ha redefinido las categorias clini-
cas de S, | y R, manteniendo las abreviaturas. La abreviatura S significa que un microorganismo se consi-
dera Sensible, cuando hay alta probabilidad de éxito terapéutico con el régimen de dosificacion estandar
del antimicrobiano estudiado. La abreviatura | significa que un microorganismo se considera Sensible,
cuando se incrementa la exposicion por ajuste de régimen de dosificacion o por su concentracion en el
lugar de infeccién. La abreviatura R significa que un microorganismo es Resistente porque hay una alta
probabilidad de fracaso terapéutico incluso cuando hay incremento de la exposicion.

El informe final de sensibilidad antibidtica es importante no solo para elegir el antibiético mas apropia-
do para el tratamiento de la ITU, sino también tiene repercusiéon en los Programas de Optimizacion de
uso de Antimicrobianos (PROA) tanto de los hospitales como de atencion extrahospitalaria y puede
prevenir la aparicion de resistencias. Para ello el informe debe seguir las siguientes recomendaciones:

1) tener en cuenta las resistencias intrinsecas que no se deben informar, 2) incluir antibiéticos de rele-
vancia clinica de cada grupo (por ejemplo, betalactamicos, aminoglucésidos, quinolonas, etc.), 3) infor-
mar antibiéticos de manera selectiva y secuencial. Este ultimo punto es el mas dificil de implementar y
requiere adaptaciones en los programas de sensibilidad. Los estudios han demostrado que, aunque la
mayoria de los profesionales estan de acuerdo con los beneficios de informe selectivo de antimicrobianos,
en Europa este procedimiento esta implementado de manera parcial y heterogénea. En parte es debido a
que EUCAST, a diferencia de CLSI, no ha elaborado por el momento recomendaciones especificas sobre
el tema, indicando que estas se realicen por los comités nacionales de cada pais, en Espafa el Comité
Espafiol del Antibiograma (COESANT). En el documento M100 del CLSI se pueden encontrar tablas don-
de se agrupan los antimicrobianos en los grupos A, B, C y U, segun su inclusién o no en el informe inicial
de sensibilidad. La eleccion de antibidticos a informar depende no solo del espectro (preferencia para los
antibioticos de espectro mas estrecho activos frente a la cepa estudiada) y del grupo de microorganismos
(Enterobacterales, estafilococos, enterococos, etc.), sino también de las caracteristicas del paciente y de
la infeccion en cuestion: foco de infeccion, edad, embarazo. La necesidad de disponer de datos clinicos
relevantes para hacer un informe selectivo adecuado es otro problema con el que se encuentra el micro-
bidlogo clinico. Por esta razén, es crucial tener una buena comunicacion entre los clinicos y los micro-
bidlogos y también tener las herramientas informaticas que permitan disponer de informacién necesaria
para elaborar un informe util y relevante. El informe de sensibilidad debe incluir los antimicrobianos que
se usan para el tratamiento empirico en la institucidn y que deben estar descritos en las guias locales de
tratamiento empirico que pueden variar entre distintas instituciones. Entre otras recomendaciones gene-
rales se puede citar:

1) incluir siempre antibioticos no betalactamicos en caso de que el paciente sea alérgico a los mismos
(por ejemplo, para ITU por E. faecalis ademas de ampicilina informar quinolonas si es ITU no complicada
y nitrofurantoina); 2) incluir antibioticos que se puedan dar por via oral.

En cuanto a la infeccidn urinaria, el informe debe incluir antibidéticos como nitrofurantoina, fosfomicina o

norfloxacino para los grupos de microorganismos con punto de corte establecido y no se deben informar
los macrdlidos y clindamicina en cocos Gram-positivos.
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1 O . PAPEL DE LA ORINA PARA EL DIAGNOSTICO DE OTRO TIPO DE INFECCIONES
10.1 DETECCION DE ANTIGENOS DE Streptococcus pneumoniae y Legionella pneumophila

La muestra de orina es util para el diagnostico de infecciones producidas por Streptococcus pneumoniae
y Legionella pneumophila serogrupo 1 mediante técnicas rapidas de deteccion de antigenos (antigenuria).
El fundamento de estas técnicas se basa en que las bacterias poseen antigenos solubles que se eliminan
por la orina, donde se concentran mas que en otros fluidos. La deteccidon se realiza mediante métodos
inmunoldgicos basados en la unidn del antigeno-anticuerpo.

En el caso de deteccion del antigeno de neumococo hay que tener en cuenta que éste se detecta a partir
del cuarto dia desde el inicio de la clinica, puede seguir detectandose varias semanas e incluso meses tras
la infeccidn, puede presentar reacciones cruzadas con estreptococos del grupo mitis. Ademas, no es una
prueba util en las edades tempranas debido a las elevadas tasas de colonizacién de las vias respiratorias
altas por S. pneumoniae.

En el caso de deteccion del antigeno de L. pneumophila hay que tener en consideraciéon que el antigeno
empieza a detectarse a partir del tercer dia desde el inicio de la clinica, puede persistir durante meses
después de la infeccion, y por lo tanto es muy importante que la prueba se solicite en el contexto epidemio-
I6gico correspondiente 0 en casos de neumonias atipicas o graves. La mayoria de las técnicas comercia-
lizadas solo detectan el antigeno urinario de L. pneumophila serogrupo 1. Ello implica que las neumonias
causadas por otros serogrupos o por otras especies de Legionella no seran diagnosticadas mediante el
test de antigenuria. Finalmente, es importante sefialar que siempre que sea posible hay que recoger la
muestra de vias respiratorias bajas para el cultivo.

La muestra de orina se debe recoger en un contenedor de orina estandar, en cualquier momento del dia
y se puede almacenar a temperatura ambiente hasta 24 horas o refrigerada a 2-8°C hasta dos semanas.
Las técnicas empleadas para la deteccion de antigenuria son la inmunocromatografia, el inmunoensayo
enzimatico y el inmunoensayo fluorescente.

10.1.1 Inmunocromatografia

Las técnicas basadas en inmunocromatografia (ICT) tienen la ventaja de ser faciles de realizar y de pro-
porcionar los resultados de manera rapida (15 minutos), lo que les hace una excelente herramienta como
técnicas point-of-care. Hay muchos ensayos disponibles en el mercado: BinaxNOW®, Uni-Gold™, IMMU-
VIEW®, entre otros. Una de las técnicas mejor evaluadas, BinaxNOW, tiene una sensibilidad de 50-80% en
el caso de neumonia neumocdcica sin bacteriemia y del 75-85%, si cursa con bacteriemia, mientras que la
especificidad es del >95%. En cuanto al antigeno de L. pneumophila, todas las técnicas de ICT detectan
el antigeno del serogrupo 1. BinaxNOW presenta una sensibilidad de 70-90%, mejorando sustancialmen-
te la sensibilidad si se concentran las muestras de orina. La especificidad es del >97%. La lectura de los
ensayos de ICT es visual. Para disminuir el riesgo de errores de interpretacion visual y proporcionar los re-
sultados mas objetivos, las casas comerciales ofrecen unos instrumentos de lectura de los ensayos, tales
como Alere™ Reader o SKANFLEXI X500. Los ensayos de deteccidon de antigeno de neumococo estan
validados también para su utilizacién en muestras de LCR.

10.1.2 ELISA

En la actualidad existen varias técnicas de enzimoinmunoanalisis comercializadas, siendo Binax®, Biotest® y
Bartels® las mas utilizadas para la deteccion de antigeno de L. pneumophila. La especificidad es del 95-100%
y la sensibilidad empleando orina concentrada es similar en los tres ensayos (80-90%, cuando se obtiene
precozmente (primera semana de la enfermedad), después disminuye progresivamente). La sensibilidad de
Bartels realizada directamente en muestra de orina es del 60-75%. Es capaz de detectar serogrupos diferentes
al 1 pero sin una sensibilidad ni especificidad determinada. Los resultados se obtienen en 90 minutos.
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10.1.3 Inmunoensayo fluorescente

El inmunoensayo fluorescente (IF) aporta mayor sensibilidad para la detecciéon de antigenos, eliminando
ademas el posible sesgo atribuible a la lectura visual del resultado. Hay dos técnicas disponibles: SOFIA
(Quidel) y STANDARD F (SD Biosensor). En ambos casos, la IF presenta una alta especificidad para S.
pneumoniae y para L. pneumophila. STANDARD F permite detectar el antigeno de serotipos diferentes al 1
de L. pneumophila. Para realizar las pruebas de IF, se deposita la orina en el pocillo de muestra del casete
de prueba. El casete de prueba se coloca dentro del instrumento correspondiente durante un tiempo defi-
nido automaticamente o se incuba previamente en la mesa del laboratorio antes de cargarlo para la lectura
una vez transcurrido el tiempo de incubacién. A continuacion, el equipo presenta los resultados analiticos
(positivo, negativo o no valido) en la pantalla. Las pruebas de STANDARD F, ademas de la interpretacion del
resultado, proporcionan un valor numérico (COI, Cut Off Index). Las técnicas de IF presentan una ventaja
de poder conectar los aparatos al LIS, asegurando de esta manera la trazabilidad y minimizando el error
humano de introduccion manual de resultados. El tiempo hasta el resultado es de 5-15 minutos. Ambas
técnicas también estan validadas para la deteccion del antigeno de S. pneumoniae en muestras de LCR.

10.2 LEPTOSPIROSIS

Segun la OMS cada afo se registran mas de 500.000 casos de leptospirosis en el mundo con cifras de
mortalidad que alcanzan el 10%. Afecta sobre todo las areas tropicales y subtropicales, y ademas de casos
esporadicos y brotes durante catastrofes naturales, puede considerarse como de riesgo ocupacional para
una amplia variedad de actividades laborales y deportivas. El contagio se produce por contacto directo con
orina, sangre o tejidos de animales infectados, por contacto con agua o material contaminado. El periodo
de incubacién varia entre 7 y 26 dias. Durante la primera semana se pueden encontrar bacterias en la
sangre y en el LCR. En la segunda semana de la infeccion se puede detectar la respuesta inmunoldgica de
IgM e IgG. Al mismo tiempo las bacterias dejan de detectarse en la sangre y empiezan a excretarse en la
orina. Por lo tanto, a partir de la segunda semana y habitualmente hasta un mes después del inicio de los
sintomas, la orina se puede utilizar para el diagndstico de la leptospirosis. Las leptospiras pueden obser-
varse por microscopia en campo oscuro tras un proceso de concentracion por centrifugacion diferencial. La
concentracion minima necesaria para la visualizacion de leptospiras directamente en muestras de sangre,
orina o LCR es de 10.000 bacterias/mL. La sensibilidad de la observacion directa es muy baja y los falsos
positivos y negativos son frecuentes. Se recomienda realizar el cultivo de orina a partir del 10° dia. Las
leptospiras son sensibles a la acidez de orina, por lo tanto, el cultivo debe realizarse durante las 2 primeras
horas tras su recogida. Se puede sembrar tanto la orina directamente como tras el proceso de centrifuga-
cion diferencial (30 min a 1.600 x g o 1 min a 10.000 x g). El proceso de neutralizaciéon con bicarbonato
sédico previa inoculaciéon del medio de cultivo aumenta la viabilidad de las leptospiras. El medio de cultivo
mas ampliamente usado es Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH). La temperatura éptima es
de 28-30°C y la incubacion se suele prolongar hasta 4 meses con controles semanales por microscopia en
campo oscuro. Ademas del cultivo, las técnicas moleculares también se pueden utilizar para el diagndstico
a partir de muestras de orina.

10.3 ESQUISTOSOMIASIS

La esquistosomiasis urinaria esta producida por Schistosoma haematobium, un parasito que se adquiere
cuando las cercarias presentes en el agua atraviesan la piel. Los parasitos adultos viven en los plexos
perivesicales y los huevos se eliminan con la orina, pero también pueden quedarse atrapados en los teji-
dos, provocando una inflamacién. S. haematobium esta presente en Africa, Oriente Medio y en Cércega.
El sintoma mas comun es la hematuria. La infeccion crénica no tratada puede causar fibrosis a nivel de
uréteres y la vejiga. Una complicacion tardia es el cancer de vejiga. Para el diagnéstico de esquistoso-
miasis urinaria hay que recoger 100 mL de orina u orina de 24 horas. Se recomienda recoger la muestra
entre las 10 y las 15 horas del dia después de realizar ejercicio para aumentar la eliminacion de huevos.
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Hay dos procedimientos principales: por centrifugacion y por filtracion. En el primer caso, la orina se centri-
fuga a 2.000 x g durante 2 min y el sedimento se observa en microscopio en busca de huevos. El procedi-
miento alternativo es usar un dispositivo con un filtro con el poro de 12 a 20 pL. En este caso toda la orina
recogida se pasa por el filtro usando una jeringa. A continuacion, el filtro se coloca en un portaobjetos, se
cubre con un cubreobjetos y se observa al microscopio. Se puede afiadir una gota de lugol al sedimento
o al filtro antes de colocarlo en microscopio. El principal problema son las bajas tasas de excrecion de
huevos en orina.

10.4 INFECCIONES VIRICAS

Muchas infecciones viricas se pueden diagnosticar mediante pruebas, basicamente moleculares, aplica-
das a la muestra de orina. En los ultimos afos la propagacién de ciertas infecciones llamadas emergentes,
tales como Dengue, Chikungunya, Zika, Ebola, Virus West Nile, etc., han puesto de manifiesto la nece-
sidad de realizar pruebas rapidas y no invasivas para su diagnéstico, tanto para facilitar la recogida de
muestras, como para minimizar los riesgos para el personal sanitario. En ciertos casos la eliminacién de
virus en muestras de orina es mas prolongada en comparacion con la sangre, lo que permite obtener un
diagnostico etiologico a pesar de que el periodo de viremia haya finalizado. Por otro lado, la combinacion
de varios tipos de muestras, como pueden ser plasma/suero y orina permite aumentar la sensibilidad
diagnostica. La orina constituye una muestra alternativa para el diagndstico de ciertas infecciones en la
poblacidon pediatrica, sobre todo cuando la recogida de muestras invasivas es complicada o simplemente
no se puede realizar, por ejemplo, en los paises con recursos sanitarios limitados. Aunque los virus se pue-
den aislar de orina mediante el cultivo en lineas celulares, en las ultimas décadas las técnicas de biologia
molecular han sustituido el cultivo celular en la mayoria de los laboratorios clinicos, ofreciendo resultados
mas rapidamente y mejorando de manera sustancial la sensibilidad diagnodstica.

Arbovirosis (Zika, Dengue, Virus West Nile)

Las arbovirosis son infecciones transmitidas por artrépodos. Aunque la mayoria de las infecciones cursan
de forma asintomatica, en algunos casos producen cuadros graves, tales como alteraciones neuroldgicas
en los neonatos de madres infectadas por Zika, fiebre hemorragica por el virus Dengue o una enfermedad
neuro-invasiva producida por el virus West Nile. La mayoria de estas infecciones se diagnostican mediante
pruebas serolégicas. La PCR puede detectar el virus solo durante el periodo de viremia (habitualmente du-
rante la primera semana después del inicio de la fiebre). En cambio, se ha demostrado que en las muestras
de orina el virus se puede detectar hasta 20 dias después del inicio de los sintomas, aumentando de esta
manera la posibilidad de un diagndstico etiolégico.

Sarampion

El sarampion es una enfermedad aguda, altamente contagiosa, causada por un virus del género Morbi-
llivirus. Se caracteriza por fiebre, coriza, conjuntivitis, manchas de Koplik en la mucosa oral y exantema
maculopapular generalizado. La infeccion puede complicarse con otitis media, neumonia, encefalitis e
incluso puede causar la muerte. Se transmite directamente de persona a persona por via aérea, a través
de aerosoles, y también por contacto indirecto con las secreciones del enfermo. A pesar de que es una
enfermedad prevenible mediante vacunacion, en los ultimos afios se han producido unos brotes importan-
tes. La muestra de orina es la muestra que, juntamente con el exudado faringeo, se recomienda para el
diagnoéstico mediante las técnicas moleculares. Se recomienda recoger las muestras antes del 8° dia del
inicio de exantema.

Parotiditis

El virus de parotiditis pertenece al género de Rubulavirus. La infeccion se transmite por gotas y por contacto
y afecta mayoritariamente a la poblacion pediatrica de entre 5y 14 afios. Tan solo 30-40% de infectados de-
sarrollan un cuadro tipico caracterizado por la tumefaccion de la glandula parotidea, habitualmente bilateral.
Las posibles complicaciones incluyen meningoencefalitis, sobre todo estan en riesgo las personas adultas,
orquitis y epididimitis, que pueden causar la infertilidad, dacrioadenitis, pérdida de audicion, miocarditis,
tiroiditis, etc. Ademas de las pruebas seroldgicas, el diagndstico microbioldgico se basa en la deteccion de
acidos nucleicos mediante técnicas moleculares. Las muestras recomendadas son saliva y orina.
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Adenovirus

Las infecciones por adenovirus afectan tanto la poblacion pediatrica como adulta. Se han descrito mas de
50 serotipos de virus, la mitad de ellos pueden causar enfermedad. Las manifestaciones clinicas depende-
ran del estado inmunoldgico del paciente, edad, asi como del tropismo del virus causante por ciertos 6rga-
nos y sistemas. Aunque la infeccion respiratoria es la forma de presentacion mas frecuente, el virus puede
afectar al tracto digestivo, el ojo o el tracto genitourinario, habitualmente en forma de cistitis hemorragica.
En los pacientes inmunodeprimidos los adenovirus pueden causar las infecciones mas prolongadas y de
mayor gravedad, incluidas las formas diseminadas. La orina es la muestra de eleccion en las infecciones
del tracto genitourinario o cuando hay sospecha de infeccién diseminada en pacientes inmunodeprimidos.

Citomegalovirus

Citomegalovirus (CMV) pertenece a la familia de Herpesviridae. La infeccion por CMV en un paciente in-
munocompetente suele ser asintomatica, cursar con un cuadro leve e inespecifico o producir un sindrome
mononucledsico. Después de la infeccion el virus persiste de forma latente en el organismo del huésped.
La infeccion por CMV adquiere una relevancia clinica en dos situaciones:

1) infeccidn congénita y 2) infeccion en pacientes inmunodeprimidos. En el caso de sospecha de infeccion
congeénita la deteccién de CMV se realiza en la muestra de orina del recién nacido durante los primeros 21
dias de vida. Debido a la baja sensibilidad de diagndstico seroldgico y la lentitud del cultivo viral, el método
mas adecuado es la deteccion de ADN viral mediante PCR. Los pacientes inmunodeprimidos estan en ries-
go de desarrollar una infeccion diseminada grave, especialmente en los casos de pacientes trasplantados,
en los que la infeccidon puede producirse tanto por transmision por el donante como por la reactivacion del
virus propio del paciente. Aunque en las formas diseminadas se puede detectar el virus en las muestras
de orina, la muestra mas adecuada es la sangre, donde tiene importancia no solo detectar el virus sino
cuantificar la carga viral.

Virus BK

El virus BK pertenece a la familia Polyomaviridae. La primoinfeccién suele ocurrir en la infancia, después
de que el virus se queda latente en las células de tracto urinario. En los pacientes inmunodeprimidos, so-
bre todo en trasplantados renales, el virus puede volver a replicarse, causando una nefropatia asociada a
poliomavirus BK e incluso una pérdida de injerto. En los pacientes con trasplante de médula ésea el virus
BK puede producir una cistitis hemorragica. La citologia de orina revela la presencia de las células decoy,
que pueden estar presentes tanto en la infeccién por el virus BK como por el virus JC. La deteccion de ADN
viral mediante PCR en orina y sangre permite diferenciar entre las dos infecciones y cuantificar la carga
viral. Una simple presencia de virus en la orina y sangre indican la replicacion del virus, pero no confirman
la presencia de la nefropatia. El diagndstico definitivo de nefropatia se realiza mediante una biopsia renal.
La monitorizacion de recuento de células decoy en orina junto con la determinacion de carga viral en orina
y sangre permiten actuar de manera precoz y prevenir el dafio renal. La carga viral en orina de =107 copias/
mL y en sangre de 210 copias/mL indican una nefropatia probable por el virus BK con una sensibilidad y
un valor predictivo negativo del 100%, y una especificidad de 92% y 96%, respectivamente.

1 1 . CALIDAD EN LOS ESTUDIOS DE ORINA

Los estudios de orina igual que cualquier otro procedimiento diagndstico realizado en el laboratorio de
Microbiologia deben seguir unas recomendaciones de calidad que se recogen en la normativa de calidad
ISO vigente durante las fases preanalitica, analitica y postanalitica. Cada laboratorio debe tener el Manual
de Calidad, donde se refleja la Politica de Calidad establecida en cada centro.

El laboratorio es responsable de la correcta recogida de la muestra y su transporte al laboratorio. Para ello
se debe disponer del manual de recogida y transporte de muestras elaborado por el laboratorio y facilitado
a todo el personal implicado en el proceso de extraccion de muestras. La correcta recogida de la muestra
de orina es crucial para el diagnostico de calidad por el alto riesgo de contaminacién con microbiota sa-
profita urogenital. Las muestras se deben recoger en los recipientes adecuados, estériles, con tapa que
asegure el cierre hermético que previene los derrames durante el transporte de las muestras. La calidad
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de los envases debe ser asegurada por el fabricante. En el momento de la recepcién de la muestra en el
laboratorio de Microbiologia hay que asegurarse de que las muestras estan correctamente etiquetadas,
que el contenedor es adecuado al tipo de muestra recogida, que el tipo y la cantidad de muestra son co-
rrectos para las pruebas solicitadas, y que se han cumplido las condiciones de transporte necesarias para
el procesamiento posterior.

El control de calidad durante el proceso analitico de las muestras de orina incluye, en primer lugar, su co-
rrecta inoculacion. La inoculacion manual tiene una importante variabilidad del indculo segun el angulo de
toma de muestra con asa calibrada. Los sistemas de inoculacién automatica permiten evitar la variabilidad
inter e intra-operador en cuanto al indculo y tipo de siembra. Se debe asegurar la calidad de los medios
de cultivo, tanto comerciales como preparados en el laboratorio. La calidad del proceso analitico también
incluye asegurar el correcto funcionamiento de equipos, como las estufas, sembradores automaticos, cito-
metros de flujo, aparatos automaticos o semiautomaticos de tira reactiva, instrumentos para la realizacion
de antibiograma, etc. Todo el proceso analitico tiene que estar documentado en los correspondientes Pro-
cedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) de cada laboratorio. Los PNTs deben estar disponibles para
todo el personal implicado en el procesamiento de la muestra.

En la fase postanalitica es necesario que los resultados entregados sean precisos y significativos, lo que
permite una correcta interpretacién de estos y el manejo clinico adecuado de los pacientes. Todas las
incidencias, tanto en la fase preanalitica, como en la analitica y postanalitica, deben ser debidamente re-
gistradas. Finalmente, los laboratorios deben establecer una serie de controles internos para garantizar el
correcto procesamiento de la muestra en cada momento, asi como participar en los controles de calidad
externos. La frecuencia de los controles internos dependera de flujo y carga de trabajo de cada labora-
torio. Las diferentes sociedades cientificas, asi como algunas casas comerciales, disponen de controles
de calidad externos que se envian periddicamente a los centros participantes para ser contestados en un
plazo establecido. Tanto controles internos como externos ayudan a controlar la calidad de los resultados
emitidos, asi como detectar las deficiencias a corregir.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir los métodos utilizados para realizar el diagnéstico microbiologico de la infeccién urinaria. Este pro-
cedimiento es aplicable a todos los laboratorios de Microbiologia Clinica que realicen diagnéstico microbio-
I6gico de la infeccidn urinaria.

2. FUNDAMENTO

Las muestras de orina son las mas numerosas de los laboratorios de microbiologia. El objetivo del analisis
microbiolodgico de la orina consiste en diagnosticar infecciones del tracto urinario (ITU) mediante una serie de
procedimientos. Aunque el urocultivo sigue siendo el patron de oro para el diagnéstico de ITU, otros analisis,
tales como la tira reactiva o el analisis de sedimento urinario aportan una informacion adicional y ademas se
pueden utilizar para el cribado de muestras de orina. La correcta interpretacidén de los resultados del cultivo
requiere disponer de la informacién sobre la sintomatologia del paciente, su edad y género, asi como la téc-
nica de recogida de la muestra.

En algunos laboratorios, que reciben un gran numero de muestras de orina, se realizan técnicas de cribado
para disminuir la carga de trabajo. Estas técnicas incluyen la microscopia manual y automatizada y la citometria
de flujo. Los principales parametros que se usan para el cribado son la presencia de leucocitos y de bacterias.

En este documento se describe el procedimiento de preparacion de la muestra para el analisis microscépico
de orina, examen mediante citometria de flujo y el procesamiento de la muestra para urocultivo. Las técnicas
de estudio de sensibilidad a los antimicrobianos de patégenos urinarios no difieren de los que se aplican a
microorganismos aislados de otros focos y estan descritos en el Procedimiento SEIMC 11. “Métodos basicos
para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos” (2000) y sus PNTs correspondientes, asi como en el
PNT-UR-02 del anterior Procedimiento SEIMC 14a. “Diagndstico microbiolégico de las infecciones del tracto
urinario”, 2011.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edito-
res). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.

2. Manuales de los equipos de citometria de flujo.

4. MUESTRAS

Muestras de orina obtenidas por uno de los siguientes métodos:
- Orina de miccién espontanea

- Sonda permanente, nefrostomia, ureterostomia

- Orina obtenida por sondaje vesical

- Puncién suprapubica

- Bolsas colectoras adhesivas infantiles

- Otras (cistoscopia, puncién renal, etc.)
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Estas muestras se recogeran segun las técnicas descritas en el apartado 7.1 “Obtencion de muestras” de
este procedimiento. El volumen de la muestra y las condiciones de transporte y conservacion estan des-
critos en los apartados 7.2 y 7.3 de este procedimiento, asi como en el documento SEIMC 1b. “Recogida,
transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia”, 2017. De modo ge-
neral, las muestras deben enviarse al laboratorio lo antes posible, en un plazo maximo de dos horas desde
su obtencion. En el caso de que el procesamiento no pueda llevarse a cabo de forma inmediata, la muestra
se conservara a 2-8°C hasta su procesamiento y nunca mas de 24 horas tras la obtencion.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

5.1. TIRAS DE ORINA

No se requieren reactivos

5.2. EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

No se requieren reactivos

5.3. EXAMEN MICROSCOPICO DE LA MUESTRA TENIDA

Reactivos para la tincion de Gram

- Cristal violeta

- Solucién de lugol

- Alcohol-acetona

- Fucsina o safranina. La contracoloracion con fucsina tifie mas intensamente que la safranina y permite
distinguir mejor los elementos celulares (leucocitos, hematies y células de descamacion epitelial), pero
produce mas precipitados y es mas toxica.

5.4. CITOMETRIA DE FLUJO

UF Cellsheath

UF Cellpack CR

UF Cellpack SF

UF Fluorocell CR

UF Fluorocell SF

Agua destilada

UF control H y UF control L

5.5 CULTIVO

Medios de cultivo (Agar sangre, Agar MacConkey, Agar CLED, medios cromogénicos)
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6. APARATOS Y MATERIAL
6.1. TIRAS DE ORINA

- Tiras reactivas comercializadas. Las tiras se conservaran de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
» Analizador automatico o semiautomatico (espectrofotometro de reflectancia).

6.2. EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

» Microscopio de campo claro y contraste de fases con aumentos de 100x y 400x (objetivos de 10x y 40x
con oculares de 10x). Para la mejor visualizacion de los hematies y de los cilindros (cilindros leucocitarios
y bacterianos en pielonefritis) se recomienda usar el contraste de fases.

* Tubos estériles para 7-12 mL de plastico de fondo conico o redondo. Se recomienda el uso de tubos afo-
rados con marcas del volumen.

* Pipetas Pasteur

* Centrifuga

* Portaobjetos

* Cubreobjetos

« Camara de Neubauer o de Fuchs-Rosenthal

6.3. EXAMEN MICROSCOPICO DE LA MUESTRA TENIDA

» Microscopio de campo claro con aumentos 100x, 400x e inmersién 1000x (objetivos de 10x, 40x y 100x
con oculares 10x)

 Aparato para la tincion automatizada (opcional)

* Portaobjetos

6.4. CITOMETRIA DE FLUJO
UF-100, UF-500 o UF-1000 de Sysmex
6.5. CULTIVO

* Estufa de aire de 35-37°C

* Estufa de CO,de 35-37°C o material para obtener condiciones de CO, (contenedores o paquetes herméti-
cos, sistema de generacion de CO, (sobres o aparatos))

* Asas estériles de 10 yLy/o 1 uL

7. PROCEDIMIENTO

7.1.PROCEDIMIENTO PARA LA LECTURA DE LAS TIRAS DE ORINA

 Se introduce la tira en la muestra de orina hasta mojarla completamente durante un segundo.
» Se desprecia el exceso de orina.

+ Se espera el tiempo de reaccion segun las instrucciones del fabricante.

» Se lee y se compara con los colores patrén suministrados por el fabricante.

+ Si se utiliza un espectrofotometro, la lectura es automatica.
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7.2. PROCEDIMIENTO PARA EL EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

Se puede examinar la orina sin centrifugar en camaras de Fuchs-Rosenthal o Neubauer (no desechables)
o Kova u otras de plastico (desechables).

En muchos laboratorios se realiza el examen de orina centrifugada, aunque el proceso de centrifugacion
puede alterar ligeramente algunos elementos formes y es mas dificil de estandarizar. Para ello, la orina se
agita para conseguir una correcta homogeneizacién, se toma una cantidad conocida, entre 7 y 12 mL, que
se vierte en un tubo. Es conveniente que el tubo esté graduado, para poder enrasar el volumen inicial co-
rrecto, y también el volumen final.

En cada laboratorio se debe estandarizar el procedimiento para que todas sus mediciones sean compara-
bles. Se busca concentrar la orina 10-20 veces.

Se centrifugan 7-12 mL de orina a 400 x g durante 3-5 minutos.

El factor de dilucién puede ser de 1/10 o 1/20, lo que corresponderia a 1 0 0,5 mL, si se parte de 10 mL. Se
recomienda extraer el sobrenadante con pipeta, y resuspender en el volumen determinado.

7.3. PROCEDIMIENTO PARA EL EXAMEN MICROSCOPICO DE LA MUESTRA TENIDA

Se recomienda realizar en orina sin centrifugar. Se disponen 10 pyL de orina homogeneizada en un por-
taobjetos, se deja secar, se tifie con la tincion de Gram y se examina a 1000x con objetivo de inmersion.
Se estima que la presencia de uno o0 mas microorganismos por campo de 1000x se correlaciona con los
recuentos de 10° UFC/mL.

7.4. PROCEDIMIENTO PARA LA CITOMETRIA DE FLUJO

» Asegurarse de que el citometro tiene todos los reactivos necesarios para realizacion del analisis. Sustituir
los reactivos en caso necesario, siguiendo el procedimiento descrito en el manual del equipo.

» Pasar los controles de calidad interno, UF control H y UF control L. Es necesario hacerlo una vez al dia
antes de usar el citobmetro.

* En caso de realizar el analisis automatico de la muestra, se coloca el tubo de orina en un rack y se in-
troduce el rack en la zona destinada para ello del citometro. Las muestras que llevan el cédigo de barras
seran identificadas automaticamente y se les asignara la posicion en el rack utilizado. Alternativamente, se
pueden identificar las muestras de forma manual, indicando el numero de la muestra y la posicion en el rack
correspondiente.

* En caso de realizar el analisis manual, poner 1 mL de orina en un tubo de 1,5 mL, introducir el nimero de
muestra y realizar el analisis.

7.5. PROCEDIMIENTO PARA EL CULTIVO

La siembra de la orina se realiza de manera cuantitativa y para ello se usan asas calibradas de 1 yL o de 10
ML. Si se siembran 10 pL, una colonia aislada en cultivo corresponde al recuento de 100 UFC/mL, mientras
que si se utiliza el asa de 1 pyL una colonia crecida en medio de cultivo corresponde a un recuento de 1.000
UFC/mL.

Es importante realizar la técnica de siembra de manera correcta y homogénea para disminuir la variabilidad
en el volumen de muestra que se inocula. Primero se agita la muestra, para homogeneizarla. Seguidamen-
te, se introduce el asa de forma vertical en la muestra de orina y se retira. En estas condiciones, la cantidad
que queda en el asa es la que corresponde a la calibracién. La siembra cuantitativa consiste en tocar con el
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asa cargada de orina la placa de medio de cultivo y realizar una estria a través del centro del agar y luego
extender el indculo en angulos rectos respecto a la estria primaria. A continuacion, la placa se gira 90° y
el in6culo se extiende hasta cubrir toda la superficie. Otro tipo de siembra que se usa ampliamente en los
laboratorios de Microbiologia es la siembra por agotamiento, que no permite la cuantificacién exacta, pero
tiene la ventaja de poder discernir con precision la abundancia relativa de cada tipo de colonia, lo que resul-
ta muy util en infecciones mixtas o en muestras contaminadas. Desde el punto de vista practico se pueden
combinar las dos técnicas de siembra, usando la mitad de la placa para el cultivo cuantitativo y la otra mitad
para agotar y aislar las colonias que se van a utilizar para identificacion y el estudio de sensibilidad antibio-
tica. Sea cual sea la técnica de siembra, es importante que permita realizar la cuantificacion del indculo de
microorganismos causantes de ITU. No es aceptable la siembra de mas de una muestra de orina por placa.
Dependiendo de las caracteristicas de cada institucion, se pueden utilizar diferentes combinaciones de los
medios de cultivo indicados, aunque siempre se debe utilizar un medio rico no selectivo.

La mayoria de las infecciones urinarias estan producidas por microorganismos que crecen en 18 horas. Sin
embargo, en ciertos grupos de pacientes, con patologia uroldgica y renal de base o en los pacientes con el
urocultivo convencional negativo y que no mejoran de los sintomas urinarios tras el tratamiento antibidtico,
el cultivo puede precisar una incubacion mas prolongada (hasta 48 horas).

Las placas de agar sangre y agar chocolate se incubaran a 35-37° en atmdsfera rica en CO2. El medio
CLED, los medios cromogénicos y el agar MacConkey se incuban a 35-37° en aerobiosis.

En casos seleccionados, tal y como se ha mencionado antes, seran necesarias otras atmosferas de incu-
bacion.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1 TIRA REACTIVA

Los resultados de la tira reactiva incluyen muchos parametros. Para el diagnéstico de la infeccion sobre
todo tienen importancia los siguientes: nitritos (positivos/negativos), esterasa leucocitaria (se informa como
leucocitos/uL), sangre (hematies/pL).

8.2 EXAMEN MICROSCOPICO

A. Los principales parametros que informar en el caso de ITU son: leucocitos, hematies y células escamo-
sas. También es posible observar los cilindros leucocitarios o bacterianos o mixtos en el caso de pielone-
fritis.

Todas las guias internacionales recomiendan expresar los resultados en forma de células por pL. Sin em-
bargo, en muchos laboratorios y libros de texto se continlia usando el promedio o el rango de particulas
por campo. Se entiende que LPF (Low Power Field) se corresponde al objetivo de 10x y ocular 10x (100
aumentos) y el HPF (High Power Field) al objetivo de 40x y ocular de 10x (400 aumentos). Los hematies,
los leucocitos y las células epiteliales se cuantifican por campo de 400x (HPF). Los cilindros se cuantifican
por campo de 100x (objetivo de 10x, LPF).

Para convertir el nUmero de células/HPF en el numero de células/uL, se procede como se indica a conti-

nuacion. Primero se debe calcular el volumen del liquido observado por campo microscopico (volumen del
campo). Para ello se calcula el campo de vision, que es el diametro ocular (mm) dividido por aumentos del
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objetivo. Por ejemplo, para el objetivo de 40x y el ocular de 20 mm, el campo de visién es de 0,5. La pro-
fundidad del campo entre portaobjetos y cubreobjetos es de 0,04 mm. La féormula para calcular el volumen
del campo (uL) es la siguiente:

el campo de visién

2 ?

Volumen del campo (uL) = 0,04 mm X 1t X (

Con esta formula se puede confeccionar una hoja de calculo, en la que se pueden introducir las caracteris-
ticas de cada microscopio del laboratorio, el factor de concentracion de la orina (generalmente 1/20) y asi
poder informar los resultados de manera uniforme, en forma de células por uL. Por ejemplo, si concentra-
mos 10 mL de orina hasta 0,5 mL (1/20) y usamos el objetivo de 40x y el ocular de 20 mm, el volumen del
campo, aplicando la formula, es 0,04 x 1 x (0,5/2)2 = 0,0078 uL. Entonces, si la orina esta concentrada a
1/20, un campo a 40x corresponde a 0,0078 x 20 = 0,156 yL de orina original. Si observamos 5 leucocitos
por campo, estos corresponden a 5/ 0,156 = 32 leucocitos por L.

A pesar de que el examen del sedimento centrifugado puede detectar la presencia de microbiota bacteria-
na, el hecho de informar la presencia de bacterias sin poder proporcionar ningun dato mas (microbiota mix-
ta o no, microbiota Gram-positiva o Gram-negativa, recuento aproximado, etc.) s6lo puede crear confusion.
Para informar la presencia de microorganismos hay que realizar la tincion de Gram.

En el caso de que los recuentos se realicen en una camara utilizada para recuento de leucocitos, los resul-
tados se expresan como el numero de células por mm?.

B. En la tincion de Gram se informara la presencia de microorganismos y su morfologia, por ejemplo “No
se observan microorganismos” o “Se observan bacilos Gram negativos”. Este estudio puede solicitarse
expresamente en casos concretos, por ejemplo, ante la sospecha de sepsis de origen urinario. Se debe in-
formar al clinico solicitante sobre las limitaciones de la técnica (solo detecta microorganismos cuando estan
presentes en recuentos =2104-10° UFC/mL).

C. Citometria de flujo. Proporciona el recuento de particulas y células detectadas por uL. En caso de que
la citometria de flujo se utilice para el cribado de orinas, cada centro debe establecer sus propios puntos
de corte segun la poblacién atendida. Tal y como se indica en el apartado 8.1.4 “Evaluacion de las técnicas
empleadas para el cribado de orinas” de este procedimiento, el punto de corte puede variar segun las ca-
racteristicas del paciente, criterios de urocultivo positivo, sensibilidad y valor predictivo negativo buscados,
etc. Tanto si la técnica se usa para el cribado, como si no, se informaran los recuentos de leucocitos/uL,
hematies/uL, células epiteliales/uL y bacterias/pL. Otros parametros, como los cilindros leucocitarios o le-
vaduras, necesitan una revision previa por imagen (si se dispone del médulo de imagen, UD de Sysmex) o
al microscopio antes de informarlos.

En el caso de usar la citometria de flujo como método de cribado, las muestras con los recuentos de bac-
terias y/o leucocitos inferiores al punto de corte establecido se informaran como: “Cultivo no indicado por
ausencia de bacteriuria significativa”.
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8.3 CULTIVO

En la Tabla 1 se resumen las recomendaciones en cuanto a la interpretacion del urocultivo, haciendo hin-
capié en que estas recomendaciones se deben valorar en funcion de la informacion clinica disponible, que
ningun criterio es absoluto y que todas las muestras pueden merecer una atencion especial y que, en este
caso, se pueden modificar los criterios generales de interpretacion que hayan sido adaptados.

Tabla 1. Criterios de interpretacion de resultados de urocultivos.

Tipo de muestra

y paciente

Resultado
significativo

Parametros
adicionales a

Resultado
probablemente no

Informe/comentarios para el
resultado significativo

OPS, cistoscopia,
puncién renal

Cualquier
recuento

valorar

Piuria

significativo

Microbiota sapréfita
(contaminacion por reflujo
durante la aspiracion)

Cultivo positivo (ID a nivel de
especie y antibiograma)

Piuria, cilindros
leucocitarios,
tincion de Gram

Cultivo polimicrobiano
Microbiota sapréfita

Cultivo positivo (ID a nivel de

varios
microorganismos

OME, mujer > 100 UFC/mL* ] ; e
con Presencia de abundantes | especie y antibiograma)
microorganismos células escamosas
intraleucocitarios
Piuria, cilindros
leucocitarios
S ’ <1.000 UFC/mL . - .
OME, varon 2 1.000 UFC/mL gggon de Gram Cultivo polimicrobiano g;lt\é?epozlgggigDraamn;\)/el de
’ . Microbiota saprofita P y 9
microorganismos
intraleucocitarios
Flora saprdfita
oo (contaminacion durante el | Cultivo positivo (ID a nivel de
osv 2100 UFC/mL Piuria procedimiento) especie y antibiograma)
Ausencia de piuria
Cultivo positivo (ID a nivel de
> 1.000 UFC/mL ) - . especie y antibiograma).
Sonda permanente | Puede haber - CUIt.'VO po||r:n|crob|a.\n0 en Los cultivos polimicrobianos, se
Piuria paciente asintomatico !

Ausencia de piuria

informan como “cultivo mixto” y se
recomienda recoger una nueva
muestra tras el recambio de sonda.

OME, para
diagnostico de BA

> 100.000
UFC/mL

2 urocultivos con
el mismo
patégeno para
mujeres

1 urocultivo para
hombres

Puede presentarse
con o sin piuria

<100.000 UFC/mL
Cultivo polimicrobiano

Cultivo positivo (ID a nivel de
especie y antibiograma)

m/o, microorganismo; OME, orina de miccidén espontanea; OSV, orina obtenida por sondaje vesical; OPS, puncién suprapu-
bica; BA, bacteriuria asintomatica; ID, identificacidon a nivel de especie
*Sélo se pueden valorar recuentos bajos si se siembran 10 pL y si se dispone de informacion clinica (mujer joven con sinto-

mas de cistitis).
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1. Los cultivos con crecimiento significativo de uno o dos microorganismos se informaran como “Cultivo
positivo” y se proporcionara la identificacion a nivel de especie y los resultados de antibiograma, asi como
el recuento en UFC/mL de cada microorganismo.

2. Los cultivos sin crecimiento se informan como “Cultivo negativo” indicando entre paréntesis el limite de
deteccion que dependera del volumen de orina utilizado para la siembra: “Cultivo negativo (<10 o <10?
UFC/mL)”. Si se observa crecimiento en recuentos mas bajos de los que se consideran significativos de uno
0 varios microorganismos, el resultado se puede informar como “Crecimiento no significativo”.

3. Los cultivos mixtos, en los que no se trabaja ninguin microorganismo se informan como “Se aisla flora
mixta. Probable contaminacion de la muestra. Recomendamos enviar una nueva muestra, siguiendo las
pautas de recogida, si existe indicacion clinica”. En el caso de detectar la presencia de varios microorga-
nismos propios del tracto urogenital el resultado se puede informar como “Se aisla microbiota saprdfita
urogenital. Probable contaminacion”.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento puede llevarse a cabo por personal técnico o facultativo del laboratorio. Para ello dicho
personal debe tener conocimientos sobre la base tedrica del ensayo y estar entrenado para realizar el
procedimiento. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el facultativo
especialista responsable.

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

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 elaborado por el laboratorio de
Microbiologia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En el caso de usar las técnicas de cribado, hay que tener en cuenta las sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de los puntos de corte establecidos, asi como las limitaciones de cada técnica en concreto.

Tal y como se ha expresado anteriormente en el texto, la interpretacién de los resultados de urocultivo es
complicada y ningun criterio es absoluto. Las recomendaciones recogidas en este documento deben ser
consideradas junto con los datos clinicos disponibles de cada paciente.

12. BIBLIOGRAFIA

1. European Confederation of Laboratory Medicine. European urinalysis guidelines. Scand J Clin Lab In-
vest Suppl. 2000; 231:1-86.

human immunodeficiency virus. World Health Organization (WHO), Geneva, Switzerland, 2013: 107-129.
2.Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA. Manual of Clinical Microbiology. 9th ed.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito del presente documento es definir los métodos utilizados para realizar el diagnéstico microbio-
I6gico de la prostatitis bacteriana cronica, asi como definir los criterios de interpretacion de los cultivos y de
las técnicas moleculares. Este procedimiento es aplicable a todos los laboratorios de microbiologia clinica
que realicen diagndstico microbioldgico de la prostatitis bacteriana cronica o envien muestras a laboratorios
de referencia.

2. FUNDAMENTO

La prostatitis bacteriana cronica es una entidad frecuente en varones. El diagndstico microbioldgico es
complejo dada la inaccesibilidad de la préstata y la frecuente contaminacion de la secrecion prostatica con
la microbiota uretral. El porcentaje de casos confirmados por cultivo es mucho mas bajo que en la prostatitis
aguda.

La recogida de muestras requiere seguir métodos establecidos para poder alcanzar el diagndstico de loca-
lizacion de la infeccion. El procesamiento correcto y una valoracién adecuada de los resultados son esen-
ciales para conseguir el diagnéstico y el éxito terapéutico.

El método de Meares-Stamey, descrito en 1968, permite establecer si la infeccion esta localizada en la
vejiga o en la prostata. Se basa en realizar cultivos cuantitativos de diferentes fracciones de la orina y de
la secrecion prostatica o semen.

Para el cultivo cuantitativo es imprescindible utilizar los métodos y medios adecuados que permitan la
deteccion de los principales agentes etioldgicos implicados en la prostatitis cronica, fundamentalmente,
Escherichia coli y otras Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa y enterococos.

El diagndstico de la prostatitis cronica también requiere la demostracion de inflamacién prostatica, para lo
que es necesario realizar recuentos de leucocitos en las distintas muestras obtenidas y compararlos.

No esta del todo claro el papel de Chlamydia trachomatis y Mycoplasma genitalium como agentes causales
de prostatitis cronica. Sin embargo, como parte del diagndstico microbioldgico, se recomienda incluir técni-
cas de amplificacion de acidos nucleicos, especialmente PCR en tiempo real, que permitan su deteccion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero M
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edito-
res). Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.

2. Meseguer Peinado MA, Acosta Boga B, Codina Grau MG, Matas Andreu L. Diagndstico microbioldgico de
las infecciones por Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. 2011. 40. Meseguer Peinado MA (coordinadora).
Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2011.

3. Galan Montemayor JC, Lepe Jiménez JA, Otero Guerra L, Serra Pladevall J, Vazquez Valdés F. Diag-
nostico microbioldgico de las infecciones de transmision sexual y otras infecciones genitales. 2019. 24a.
Vazquez Valdés F (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton
Moreno R (editores). Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).
2019

4. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Leon J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos
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en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enfer-
medades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014.

4. MUESTRAS

Las muestras de orina a recoger deben ser las primeras de la mafana, o bien, después de 3 a 5 horas
desde la ultima miccién. Para evitar la contaminacion, el paciente debe obtener las muestras de orina re-
trayendo la piel del prepucio.

La prueba requiere la obtencidén de 4 muestras:

Muestra 1, "orina uretral", se recogen 5-10 mL de la primera parte de la miccién en un contenedor estéril,
identificado con el numero 1.

Muestra 2, "orina vesical", en otro contenedor se recogen 5-10 mL de orina de miccion media. El contene-
dor debe identificarse con el nimero 2.

Muestra 3, secrecion prostatica, la muestra debe obtenerla un especialista tras la realizacion de un masaje
prostatico por via transrectal. La muestra se recogera en un contenedor estéril identificado como "secrecion
prostatica". La muestra de secrecion prostatica puede sustituirse por una muestra de semen obtenido por el
propio paciente. En este caso, el contenedor de la muestra debe rotularse como "semen".

Muestra 4, "orina post-masaje", se recogen 5-10 mL de orina después de realizar el masaje prostatico en
un contenedor identificado con el numero 4.

Si se realiza la técnica simplificada de Nickel, es suficiente con obtener 2 muestras de orina:

Muestra 1, “orina pre-masaje prostatico”: en un contenedor estéril de boca ancha identificado como 1, se
recogen los primeros 5-10 ml de orina emitida espontaneamente.

Muestra 2, “orina post-masaje prostatico”: tras un masaje prostatico realizado por via transrectal por un
especialista, se recogen los primeros 5-10 ml de orina emitida espontaneamente. La orina se recoge en un
contenedor estéril que debe identificarse con el numero 2.

Las muestras de orina, semen y secrecidn prostatica se recogeran en contenedores estériles sin conser-
vantes.

4.1. TRANSPORTE Y CONSERVACION

Una vez obtenidas las diferentes muestras deben enviarse al laboratorio lo antes posible, en un plazo
maximo de dos horas desde su obtencion. Las muestras se procesaran inmediatamente tras su llegada
al laboratorio. Aunque no es deseable, en el caso de que el procesamiento no pueda llevarse a cabo de
forma inmediata, la muestra se conservara a 2-8°C hasta su procesamiento y nunca mas de 24 horas tras
la obtencidn.

4.2. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

El manejo de la muestra a su llegada al laboratorio implica el cumplimiento de los criterios de calidad de la
muestra, indicados en el Procedimiento de Microbiologia Clinica SEIMC 1b: “Recogida, transporte y proce-
samiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia”. Ante este tipo de muestras clinicas,
“irrepetibles”, en caso de no cumplirse los criterios de calidad establecidos por el laboratorio, se consultara
siempre con el clinico responsable de la solicitud, para solventar cualquier duda o problema preanalitico. Si
finalmente se indica el procesamiento de la muestra, se hara constar la incidencia producida en el informe
de resultados.
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5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

* Medios de cultivo que permitan el crecimiento de los uropatdégenos.

» Sistemas comerciales generadores de atmoésfera especifica (5-7% CO2).

* Reactivos para realizar técnicas de amplificacion de acidos nucleicos para la deteccién de C. trachomatis
y M. genitalium.

6. APARATOS Y MATERIAL

» Camara de Neubauer.

* Centrifuga de sobremesa.

« Microscopio optico.

+ Estufa de aerobiosis 35-37°C.

+ Jarras de incubacion o estufa de CO.,,

* Asas de 10 L.

« Portaobjetos y cubreobjetos.

« Cabina de bioseguridad tipo Il.

« Sistemacomercial pararealizacionde técnicas moleculares paradeteccionde C. frachomatisy M. genitalium.

7. PROCEDIMIENTO
7.1. EXAMEN MICROSCOPICO

Debe realizarse un examen microscopico para cuantificar el niumero de leucocitos presentes en cada una
de las muestras. El recuento se realiza de cada una de las muestras sin centrifugar en una camara de re-
cuento, o bien, pueden observarse los leucocitos en las muestras de orina tras centrifugacion determinando
en el sedimento el niumero de leucocitos por campo (400x), asi como en una gota de la secrecion prostatica
o semen. Sin embargo, el recuento de leucocitos en orina centrifugada es poco reproducible y siempre que
sea posible, debe determinarse el nUmero de leucocitos por mm?3, que es mucho mas fiable.

7.2. CULTIVO

El procesamiento de las muestras se realizara en una cabina de bioseguridad tipo II.
Cada una de las muestras se siembra en los siguientes medios:

- Agar sangre

- Agar MacConkey o un medio cromogénico para uropatdogenos
Cada muestra se siembra con un asa calibrada de 10 pL en los medios de cultivo indicados extendiéndola
por toda la superficie de la placa para poder realizar un recuento de colonias. De este modo, el limite de
deteccion es de 102 UFC/mL. El medio de agar sangre se incuba a 35°-37°C en atmdsfera con un 5% de
CO, vy la lectura se realiza a las 24 y 48 horas. El agar MacConkey y el medio cromogeénico se incuban a
35°-37°C en aerobiosis y se leen tras 24 horas de incubacion.
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7.3. LECTURA DE LOS CULTIVOS E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Si se observa crecimiento, realizar las pruebas de identificacion y de sensibilidad a los antibidticos segun
las normas estandarizadas (EUCAST, CLSI). Los agentes causales mas frecuentes de prostatitis cronica
son E. coliy otras Enterobacterales, P. aeruginosa y enterococos. Es muy dudoso el valor de estreptococos
y estafilococos como agentes causales de prostatitis y cuando se encuentran en los cultivos, generalmente
representan una contaminacion.

7.4. TECNICAS MOLECULARES

Para la deteccion de M. genitalium 'y C. trachomatis, se emplean generalmente sistemas comerciales que
utilizan técnicas de amplificacion de acidos nucleicos, sobre todo PCR multiple en tiempo real. Las mues-
tras adecuadas son la primera fraccion de la orina (orina uretral) y la orina post-masaje. La deteccion M.
genitaliumy C. trachomatis en muestras de semen y secrecion prostatica es complicada por las caracteris-
ticas de estas muestras y son frecuentes los problemas por extraccion deficiente de acidos nucleicos y por
inhibicion de la PCR.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados se expresan en términos cuantitativos.

Los resultados del recuento de leucocitos se expresaran como “nimero de leucocitos por mm?®” o “ndimero
de leucocitos por campo”.

Se considera que existe inflamacion de la glandula prostatica cuando se observan leucocitos en la secre-
cion prostatica, orina post-masaje o semen y el recuento es superior al encontrado en la orina uretral y en
la orina de miccion media.

Los resultados del cultivo se expresaran en todas las muestras como: “se aislan: numero de UFC/mL”.

Se considera que existe una prostatitis cuando el recuento de bacterias es diez veces superior en la secre-
cion prostatica, semen u orina post-masaje que en la muestra de orina uretral o vesical.

Un recuento de bacterias en la orina de miccion media, superior al obtenido en la secrecion prostatica o en
la orina post-masaje traduce una cistitis. También los recuentos elevados, similares en todas las muestras,
posiblemente traducen una cistitis, aunque no puede descartarse una prostatitis concomitante. Un recuento
elevado de bacterias en la primera muestra sin crecimiento significativo en el resto de las muestras repre-
senta una colonizacién de uretra distal. Pueden presentarse muchas combinaciones posibles y, en ocasio-
nes, es dificil la interpretacion de los resultados.

Los resultados de las técnicas moleculares para deteccion de C. trachomatis y M. genitalium deben expre-
sarse como:

Detectado: para un resultado reactivo de la prueba.

No detectado: para un resultado no reactivo de la prueba.

Inhibicién: cuando la presencia de inhibidores en la muestra impide la amplificacion.

Cuando se detecta alguno de estos patégenos Unicamente en la orina post-masaje puede hacerse un diag-
nostico de prostatitis; cuando se detectan en la orina uretral y orina post-masaje, puede tratarse de una
uretritis o una prostatitis y para realizar el diagnoéstico de localizacion es necesario valorar conjuntamente
los resultados microbioldgicos, los datos clinicos y analiticos, el tacto rectal y las técnicas de imagen.
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9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de la muestra es responsabilidad de los clinicos y servicios solicitantes. La infor-
macion sobre las normas de recogida, transporte y conservacion de las muestras es responsabilidad del
laboratorio de Microbiologia.

La responsabilidad de los técnicos y facultativos deben estar descritas en el manual general de organiza-
cioén 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 Res-
ponsable 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 logra-
dos en la clasificacion de las prostatitis y en los métodos diagndsticos, la valoracién de los resultados no
siempre es clara y debe ser realizada por un microbiélogo experto en el tema.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Tanto el método de Meares y Stamey como el de Nickel tienen una baja sensibilidad para diagnosticar la
prostatitis cronica bacteriana. Sélo en aproximadamente un 14% de las prostatitis cronicas bacterianas se
demuestra la etiologia.

Cuando en las muestras previas al masaje se obtiene un crecimiento bacteriano significativo no es posible
distinguir una cistitis simple de una cistitis asociada a prostatitis cronica.

El papel de C. trachomatis y M. genitalium, como agentes causales de prostatitis cronica no esta del todo
claro. Como se ha sefialado previamente, el diagnostico de prostatitis sélo puede establecerse cuando
estos patdgenos se detectan unicamente en la orina post-masaje; sin embargo, cuando se detectan en la
muestra uretral y post-masaje, puede tratarse de una uretritis 0 una prostatitis y el diagndstico de locali-
zacion solo puede establecerse valorando conjuntamente los datos clinicos, analiticos, tacto rectal y las
técnicas de imagen.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

En este procedimiento se describe el protocolo de identificacién directa de microorganismos a partir de las
muestras de orina mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Este procedimiento es aplicable a todos
los laboratorios de Microbiologia Clinica que dispongan de un aparato de espectrometria de masas.

2. FUNDAMENTO

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las infecciones mas comunes tanto en la atencion primaria
como en el ambiente hospitalario. La pielonefritis y la sepsis urinaria son infecciones graves que requieren
un manejo rapido y apropiado de los pacientes. El diagnodstico rapido ayuda no solo a identificar el foco de
la infeccion, sino también a identificar los patégenos causantes y de esta manera dirigir el tratamiento. A
diferencia de las bacteriemias, donde la densidad de microorganismos en sangre suele ser muy baja y por
lo tanto el diagndstico rapido aplicado a la muestra directa actualmente se basa en las técnicas de biolo-
gia molecular, las ITU con frecuencia presentan recuentos altos de microorganismos en las muestras de
orina, lo que permite aplicar técnicas rapidas de identificacion directamente en la muestra de orina, como
la espectrometria de masas (MALDI-TOF). La principal limitacion de la identificacion a partir de la muestra
de orina es la necesidad de una preparacion previa de la muestra, cuyo objetivo es separar las células
humanas presentes en la misma, asi como eliminar otras sustancias que pueden interferir en el analisis.
Una ventaja es que se suele tener un volumen suficiente de orina para recuperar la cantidad necesaria
de microorganismo. Teniendo en cuenta el elevado niumero de muestras de orina que se reciben en los
laboratorios de Microbiologia, es necesario aplicar algun método de cribado para identificar las muestras
potencialmente positivas. Una de las técnicas mas usadas para el cribado de las muestras es la citometria
de flujo, que no solo detecta la presencia de microorganismos, sino que también los cuantifica, facilitando
la decision de si la muestra es adecuada para la aplicacion del protocolo de identificacion directa.

En este documento se presenta el protocolo de identificacidn directa a partir de la muestra de orina median-
te MALDI-TOF, usando como método de cribado la citometria de flujo, en particular el citometro UF1000.
Cada laboratorio puede establecer sus propios puntos de corte de recuento de bacterias por microlitro a
partir del cual se aplicara el procedimiento, teniendo en cuenta que cuanto mayor es el recuento, mayor
probabilidad habra de identificacidn valida. Aunque los escatergramas del citdmetro pueden servir de ayuda
para identificar las muestras potencialmente mixtas (morfologias de cocos y bacilos (software anterior del
citometro UF1000), o de Gram-negativos y Gram-positivos (software actual del UF1000), un paso opcional
puede ser realizar una tincion de Gram previo al procesamiento de la muestra para detectar las muestras
con varias morfologias. De esa manera se podra evitar procesar las muestras potencialmente contamina-
das, identificar el microorganismo predominante de muestras polimicrobianas u obtener identificaciones no
fiables por superposicion de los espectros. Alternativamente, la tincion de Gram se puede aplicar al pellet
recuperado, cuando no se obtiene una identificacion valida a pesar de los recuentos bacterianos altos por
citometria, para observar si se trata de muestras con varios morfotipos en la tincion. El pellet obtenido para
la identificacion directa también se puede utilizar para aplicar métodos rapidos de deteccidn de resistencias
y estudios de sensibilidad convencionales. Los laboratorios que no disponen del citdmetro de flujo pueden
usar la tincion de Gram como método de cribado para los casos concretos cuando esta justificado realizar
las técnicas rapidas (por ejemplo, en sospecha de sepsis de origen urinario). En este caso, la presencia
de al menos una bacteria por campo de 1000x de una gota de orina sin centrifugar se correlaciona con los
recuentos de 10° UFC/mL.

Este procedimiento se centra basicamente en la identificacidon de bacterias. Las levaduras no se detectan
de manera fiable por citometria de flujo, son patégenos mucho menos frecuentes en ITU grave y su re-
cuperacion a partir de la muestra es complicado, principalmente en cuanto a la separacién de las células
humanas, lo que puede requerir una preparacion diferente de la muestra que incluye una lisis de las células
humanas, previa a la centrifugacion.

Y
67 eimc




DOCUMENTO TECNICO

PNT-UR-04
Servicio / Unidad de Microbiologia Identificacion de microorganismos a partir de la
) muestra directa de orina mediante espectrometria de
Hospital.......ccoooeviiiiiic masas (MALDI-TOF) Edicién N° 01 Pagina 3 de 6

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de uso de MALDI Biotyper (Bruker).
- Manual de uso de los aparatos de citometria de flujo.

4. MUESTRAS

Para la identificacion directa son apropiadas las muestras de orina con volumen suficiente (generalmente
de = 10 mL, aunque se pueden obtener identificaciones validas con menores volimenes de muestra con
recuentos bacterianos muy altos), no especialmente espesas y con recuentos bacterianos altos obtenidos
previo analisis mediante citometria de flujo (por ejemplo, el punto de corte usado en varios estudios es de
= 5.000 bacterias/uL).

Se rechazaran las muestras derramadas, las muestras que no han cumplido con las condiciones de trans-
porte o conservacion adecuados, recogidas en contenedores no estériles 0 muestras mal identificadas.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
5.1 REACTIVOS PARA REALIZAR LA CITOMETRIA DE FLUJO CON UF1000

- UF Cellsheath

- UF Cellpack CR

- UF Cellpack SF

- UF Fluorocell CR

- UF Fluorocell SF

- Agua destilada

- UF control H y UF control L

5.2 REACTIVOS PARA LA IDENTIFICACION CON MALDI-TOF

- Agua calidad HPLC.

- Etanol absoluto grado HPLC.

- Acido férmico al 70%.

- Acetonitrilo.

- Bacterial Test Standard (BTS)

- Matriz organica de HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico).

Los reactivos necesarios para la preparacion de la matriz, la calibracion del aparato y la limpieza de la placa
se encuentran detallados en el PNT-MT-01 del Procedimiento SEIMC n° 65. “Aplicaciones de la espectro-
metria de masas MALDI-TOF en Microbiologia Clinica”, 2019.
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6. APARATOS Y MATERIAL

» Citometro de flujo (UF1000, Sysmex).

* Tubos de recogida de orina estériles de 10 mL compatibles con el citbmetro.
* Tubos de plastico estériles de 15 mL (si las muestras llegan al laboratorio en los contenedores de boca
ancha y se pasan por el citdmetro de manera manual).

* Tubos de microcentrifuga 1,5 mL tipo eppendorf o similares.

* Gradillas.

* Micropipetas.

* Puntas de pipeta estériles con filtro.

* Agitador vortex.

* Centrifuga y microcentrifuga.

» Contenedores de residuos.

» Cabina de seguridad biolégica.

7. PROCEDIMIENTO
7.1 CRIBADO CON EL CITOMETRO DE FLUJO

*  Asegurarse de que el citdmetro tiene todos los reactivos necesarios para realizacion del analisis.
Sustituir los reactivos en el caso de necesidad, siguiendo el procedimiento descrito en el manual del
equipo UF1000.

. Pasar los controles de calidad interno, UF control H y UF control L. Es necesario hacerlo una vez
al dia antes de usar el citometro.

. En el caso de realizar el analisis automatico de la muestra, se coloca el tubo de orina en un rack
e introducir el rack en la zona destinada para ello del citdmetro. Las muestras que llevan el codigo de
barras se identificaran automaticamente y se les asignara la posicion en el rack utilizado. Alternativa-
mente, se pueden identificar las muestras de forma manual, indicando el nimero de la muestra y la
posicion en el rack correspondiente.

. En caso de realizar el analisis manual, transmitir 1 mL de orina a un tubo de 1,5 mL, introducir el
numero de muestra y realizar el analisis.

+  Una vez finalizado el analisis, el citdmetro facilitara una serie de parametros, de los cuales habra
que fijarse sobre todo en el recuento de bacterias/pL. Las orinas que cumplen con el punto de corte
establecido (en el presente procedimiento consideramos = 5.000 bacterias/uL) se procesaran mediante
MALDI-TOF.

7.2 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA IDENTIFICACION CON MALDI-TOF

»  Transferir 10 mL de orina en un tubo estéril y centrifugar a 850 x g 5 min.

*  Repartir el sobrenadante en 4 tubos estériles de 1,5 mL y desechar el sedimento (células huma-
nas).

*  Centrifugar los tubos a 15.500 x g durante 2 minutos y rechazar el sobrenadante.

*  Resuspender el pellet del primer tubo con 1 mL de agua estéril y pasar su contenido en el siguiente,
asi sucesivamente hasta tener toda la suspension en un unico tubo.

«  Volver a centrifugar el tubo a 15.500 x g durante 2 minutos y rechazar el sobrenadante.

*  Resuspender el pellet con 1 mL de agua estéril y volver a centrifugar. Rechazar el sobrenadante.
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. Recoger el pellet con asa de 1 uL o depositar 1 pL de la suspension de pellet sobre un pocillo de la
placa de MALDI-TOF. Procesar cada muestra por duplicado.

. Dejar secar la preparacion.

«  Cubrir cada preparacion con 1 uL de acido formico y dejar secar.

»  Anadir 1 yL de matriz HCCA 'y dejar secar.

. Introducir la placa en el aparato para su analisis.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados de MALDI-TOF obtenidos de la muestra directa de orina se interpretan segun los mismos
criterios que se aplican a la identificacion a partir de las colonias de microorganismos y que estan descritos
en el PNT-MT-01 del Procedimiento SEIMC n° 65. Brevemente, si se obtiene el score de = 2,3 la identifi-
cacion es fiable a nivel de especie, con un score entre 2,0 y 2,3 la identificacion es fiable a nivel de género
y probable a nivel de especie, el score entre 1,7 y 2,0 indica una identificacion probable a nivel de género,
mientras que los scores por debajo de 1,7 se consideran como la identificacion no fiable.

En muchos estudios se ha intentado bajar el score aceptable para la muestra directa debido a que éste
casi siempre es algo inferior al obtenido a partir de una colonia. Aun asi, es recomendable considerar solo
el score por encima de 1,7 para comunicar los resultados de identificacién preliminar, teniendo en cuenta
la repercusion que puede tener una identificacion erronea o poco fiable en el manejo de paciente.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento puede llevarse a cabo por personal técnico o facultativo del laboratorio. Para ello dicho
personal debe tener conocimientos sobre la base tedrica del ensayo y estar entrenado para realizar el
procedimiento. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el facultativo
especialista responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Si no se obtiene la identificacion valida a partir de la muestra directa, se puede aplicar el protocolo de ex-
traccion de proteinas descrito en el PNT-MT-01 del Procedimiento SEIMC n°® 65. Hay que tener en cuenta
que, si se pretende realizar mas estudios a partir del pellet, habra que centrifugar mas orina para tener el
pellet intacto. Alternativamente, si no se obtiene una identificacion fiable a partir de la muestra directa, se
pueden realizar cultivos de corta incubacion (3-5 h) en un medio no selectivo (agar sangre), sembrando un
par de gotas de orina (aproximadamente 100-200 yL cada gota) sin extender. En este caso, una vez que
se obtiene el crecimiento, se procedera segun el protocolo de identificacion mediante MALDI-TOF a partir
de las colonias. Este procedimiento puede ser especialmente indicado cuando no se dispone de suficiente
volumen de la muestra para ser centrifugada o el pellet obtenido es muy escaso.

Se recomienda aplicar el protocolo a las muestras de pacientes en los cuales el diagnostico rapido aporta
un valor clinico evidente, como pacientes con clinica grave de pielonefritis y sepsis urinaria. Es recomen-
dable valorar otros parametros del sedimento urinario, tales como la presencia de abundantes células de
descamacion, que pueden indicar una probable contaminacion de la muestra y requieren interpretar los
resultados de identificacion directa con precaucion.

3 ]
70 ;e|mc



DOCUMENTO TECNICO

PNT-UR-04
Servicio / Unidad de Microbiologia Identificacion de microorganismos a partir de la
. muestra directa de orina mediante espectrometria de
Hospital.......oovvveveeeeii, masas (MALDI-TOF) Edicion N° 01 Péagina 6 de 6

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Son varias las limitaciones del protocolo descrito:
1. Las muestras deben cumplir ciertos criterios: volumen suficiente, no espesas, recuentos altos de mi-
croorganismos. Todas las muestras que no cumplen los requisitos deben seguir el procedimiento rutina-
rio de diagndstico o se pueden cultivar 3-5 h antes de ser procesadas mediante MALDI-TOF.
2. Posibilidad de obtener identificaciones no fiables debido a la presencia de restos celulares u otras
sustancias provenientes de la orina.
3. ldentificaciones no fiables en el caso de infecciones polimicrobianas.
4. Posibilidad de identificar los microrganismos en las muestras contaminadas, si alguno de ellos se
encuentra en recuento mayor en comparacion con los demas.
5. Protocolo probablemente no valido para las muestras con levaduras por dos razones: a) las levaduras
pocas veces alcanzan recuentos tan altos como las bacterias (= 5.000 por yL) y, por tanto, usando el
punto de corte propuesto, no se procesarian; b) el protocolo de centrifugacién diferencial descrito no es
apropiado para levaduras, ya que tienden a sedimentar junto con las células humanas durante la primera
centrifugacion.

12. BIBLIOGRAFIA
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

En este procedimiento se describen las técnicas caseras colorimétricas para la deteccién de la actividad
hidrolitica de carbapenemasas y BLEE (B-lactamasas de espectro extendido) en aislados de Enterobacte-
rales (carbapenemasas y BLEE) y Pseudomonas aeruginosa (carbapenemasas).

2. FUNDAMENTO

El aumento progresivo de bacterias productoras de BLEE y carbapenemasas que se ha observado durante
los ultimos afos, hace necesario disponer de herramientas rapidas de deteccion de resistencias. Los anti-
bidticos betalactamicos siguen siendo un pilar importante en el tratamiento tanto empirico como dirigido de
las infecciones causadas por bacilos Gram-negativos. Las técnicas de diagndstico rapido permiten no solo
ajustar cuanto antes el tratamiento y de este modo mejorar el prondstico de los pacientes, sino también
aplicar las medidas de control de infeccién nosocomial y prevenir la diseminacion de bacterias multirresis-
tentes.

Las técnicas colorimétricas de deteccion de B-lactamasas estan basadas en la deteccion de hidrélisis de un
antibiotico diana en presencia de una cepa productora de B-lactamasa, lo que provoca una disminucion del
pH y un cambio del color del medio de reaccidon gracias a la presencia de un indicador de pH. La eleccion
del antibidtico diana depende de tipo de enzima que se pretende detectar. Por ejemplo, imipenem se utiliza
para la deteccion de carbapenemasas, y cefotaxima para la deteccion de BLEE. El tiempo de incubacion
necesario para detectar la actividad de la enzima en cuestion varia entre 5 min y 2 h, dependiendo de tipo
de B-lactamasa y su nivel de expresion.

Tanto los métodos caseros como las técnicas comerciales suelen presentar buena sensibilidad y especifi-
cidad global, y por lo tanto la eleccién de una u otra va a depender de las condiciones de cada laboratorio.
En este protocolo se describen los métodos caseros de deteccion de BLEE y carbapenemasas mediante
las técnicas Carba NP y ESBL NDP.

La principal limitacién de estas técnicas es que el resultado depende del nivel de expresidén del enzima
y la sensibilidad puede ser algo mas baja para algunas B-lactamasas como, por ejemplo, las enzimas de
tipo OXA-48 like. En el caso de usar el protocolo casero es importante asegurar que todos los reactivos
se preparan y se almacenan de manera apropiada y no se utilizan mas alla de su tiempo util, que se debe
especificar en el protocolo.

Las técnicas colorimétricas para la deteccién de B-lactamasas han sido ampliamente evaluadas a partir de
colonias de bacterias crecidas en los medios de cultivo no selectivos, pero algunas de ellas, como ESBL
NDP o B-Lacta test para la deteccion de BLEE, también se han evaluado a partir de las muestras directas
de orina con resultados excelentes.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance standards for antimicrobial susceptibility
testing. CLSI standard M100; 29th edition, Wayne, PA. CLSI 2019 (o la version vigente)

4. MUESTRAS

Cepas de Enterobacterales y P. aeruginosa aisladas en medios de cultivo o el pellet bacteriano recupera-
do de la muestra directa de orina tras la identificacion directa mediante MALDI-TOF (PNT-UR-04 de este

procedimiento SEIMC).
9
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Los medios de cultivo recomendados son medios no selectivos como AS (agar sangre), TSA (agar Trypcasa
Soja), MH (agar Mueller-Hinton) y MHE (agar Mueller-Hinton E). No se recomienda usar medios que detec-
tan el cambio de pH debido a la fermentacion de sustratos (CLED, MacConkey, medios cromogénicos, etc.).

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
5.1. REACTIVOS

* Agua estéril (calidad HPLC)

+ Sustancia valorada de imipenem monohidrato o imipenem/cilastatina (frasco ampolla Tienam-MSD), ce-
fotaxima y tazobactam.

+ 20 mM Tris-HCI lysis buffer (B-PERII, Bacterial Protein Extraction Reagent)

* Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO, - 7H,0) en polvo

* Rojo fenol en polvo

* Solucion de 1 N NaOH o hidréxido de sodio en escamas/polvo

* Solucién de 10% HCI

5.2. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1) Preparacion de la solucién 10 mM de heptahidrato de sulfato de zinc (Zinc sulfate heptahydrate) (para
Carba NP test)

* Pesar 1,4 gde ZnSO, - 7H,0O

* Disolver el polvo en 500 mL de agua. Agitar

* Alternativamente se puede preparar 10 mL solucion stock de 100 mM. Para ello pesar 0,28 g de ZnSO,
- 7H,O y disolver en 10 mL de agua estéril. Para trabajar se realiza una dilucion 1:10 de la solucion stock
para obtener el volumen necesario de la solucion de ZnSO, - 7H,0O a concentracion 10 mM.

* Almacenar a temperatura ambiente. La fecha de caducidad de la solucién dependera de la fecha de cadu-
cidad del reactivo usado, pero nunca debe exceder 1 ano desde el momento de su preparacion.

2) Preparacion de la solucién 0,5% de rojo fenol (para Carba NP y ESBL NDP)

* Pesar 0,5 g de polvo de rojo fenol

* Disolver en 100 mL de agua estéril. Agitar.

* Imacenar a temperatura ambiente. Agitar antes de usar. La fecha de caducidad de la solucién dependera
de la fecha de caducidad del reactivo usado, pero nunca debe exceder 1 afio desde el momento de su
preparacion.

3) Preparacion de la solucion de 0,1 N de hidroxido sodico (para Carba NP y ESBL NDP)

* Preparar una solucion 1 N NaOH, si se dispone del reactivo en escamas, siguiendo las instrucciones indi-
cadas en el recipiente. A continuacion, afadir 20 mL de la solucion 1 N NaOH a 180 mL de agua estéril para
obtener una solucién 0,1 N NaOH.

* Alternativamente se pueden pesar 0,8 g de hidroxido de sodio y disolver en 200 mL de agua estéril para
obtener una solucion 0,1 N.

* Almacenar a temperatura ambiente. La fecha de caducidad de la solucién dependera de la fecha de cadu-
cidad del reactivo usado, pero nunca debe exceder 1 ano desde el momento de su preparacion.
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4) Preparacion de la solucion A (para Carba NP y ESBL NDP)

* En un recipiente estéril (por ejemplo, un recipiente de orina de boca ancha) mezclar 16,6 mL de agua
estéril con 2 mL de la solucién 0,5% de rojo fenol. Agitar.

* AfAadir a la solucion 180 uL de la solucion 10 mM de sulfato de zinc (solo es necesario para carba NP test).
Agitar.

* Ajustar a pH 7,8 + 0,1 con NaOH 0,1 N (si el pH es muy elevado ajustar usando HCI 10%).

* La solucion A se guarda a 4-8°C protegida de la luz un maximo de 2 semanas. El color de la solucién debe
permanecer rojo o rojo-anaranjado. Si el color cambia, volver a medir y ajustar el pH.

5) Preparacion de la solucion B (para Carba NP y ESBL NDP)

» Determinar qué cantidad de la solucién B se necesita, teniendo en cuenta que la concentracion final de
imipenem o cefotaxima debe ser de 6 mg/mL. Por ejemplo, para el ensayo Carba NP hay que disolver 6 mg
de imipenem (potencia 100%, o recalcular la cantidad de polvo a afiadir segun la potencia indicada en el
frasco) o 12 mg de imipenem/cilastatina en 1 mL de la solucion A. 1 mL de la solucion B sirve para preparar
10 tubos de reaccion (100 pL por tubo), es decir, para testar 7 cepas a la vez, teniendo en cuenta 1 tubo
para el control positivo, uno para el control negativo y un tubo de control sélo con reactivo sin inocular el
microorganismo. En el caso de ESBL NDP hay que preparar 2 tubos con la solucion B para cada cepa, para
controles positivo y negativo y control de reactivo.

* La solucién B se almacena a 4-8°C un maximo de tres dias.

* Alternativamente se pueden preparar tubos de 0,5 mL de microcentrifuga con 0,6 mg de imipenem o 1,2
mg de imipenem/cilastatina en el caso de Carba NP, o con 0,6 mg de cefotaxima en el caso de ESBL NDP
y guardar a -20°C. En el momento del ensayo se saca el numero de tubos necesario y se afiade a cada uno
100 pL de la solucion A. En el caso de utilizar este protocolo hay que asegurarse de que la balanza utilizada
para pesar el antibidtico debe ser de precision. Si no se dispone de una balanza de precisién que permita
pesar bajas cantidades de reactivo, se recomienda usar el protocolo anterior y pesar al menos 10 mg de
polvo de antibidtico para preparar la solucion B.

* En el caso del ESBL NDP test hay que preparar la solucién concentrada de tazobactam (40 mg/mL) y
guardar en la nevera un maximo de tres dias.

6. APARATOS Y MATERIAL

» Tubos de microcentrifuga 1,5 mL tipo eppendorf o similares
*Asas de 1 pL

* Micropipetas

* Puntas de micropipetas

* Vortex

* Microcentrifuga

» Bascula de precision

» Espatula

« Contenedores para preparar/almacenar los reactivos preparados (recipientes de orina estériles de boca
ancha o tubos Falcon de 50 mL)

* pH-metro

» Contenedores de residuos

» Cabina de seguridad bioldgica

* Nevera
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7. PROCEDIMIENTO

Para realizar el ensayo es necesario tener disponible un control positivo (cepa productora de carba-
penemasa y BLEE bien caracterizada a nivel molecular) y un control negativo (cepa no productora de
B-lactamasas, por ejemplo, Escherichia coli de la coleccién ATCC 25922). Los controles se procesan con
cada tanda de cepas a estudiar. Si se trabaja con colonias es recomendable usar los cultivos de 18-24 h
en medios no selectivos. En el caso de trabajar con el pellet recuperado de la muestra directa, ver la parte
de preparacion de muestra para la identificacion directa mediante MALDI-TOF en el PNT-UR-04 de este
procedimiento SEIMC.

* Para el ensayo Carba NP hay que rotular tubos de microcentrifuga: dos tubos (tubo Ay tubo B) para cada
cepa estudiada, para el control positivo, para el control negativo y para el control de reactivo sin microor-
ganismo. En el caso del ESBL NDP test hay que rotular tres tubos (A, B y C) para cada cepa y control.
* AfAadir 100 pL del tampdn de extraccion B-PERII a cada tubo.
* En el caso de_Carba NP:
- Inocular los tubos Ay B con un asa completa de 1 pL de cepa a estudiar. Hacer lo mismo para las
cepas usadas como control positivo y negativo. Dejar dos tubos de control de reactivos sin inocular.
Mezclar bien.
- Afiadir 100 uL la solucion A al tubo A.
- Anadir 100 uL la solucion B al tubo B.
* En el caso de ESBL NDP:
- Inocular los tubos A, B y C con un asa completa de 1 yL de cepa a estudiar. Hacer lo mismo para las
cepas usadas como control positivo y negativo. Dejar dos tubos de control de reactivos sin inocular.
Mezclar bien.
- Afiadir 10 uL de la solucién concentrada de tazobactam al tubo C.
- Anadir 100 uL la solucion A al tubo A.
- AdAadir 100 pL la solucion B a los tubos By C.
* Tapar los tubos y vortear 5-10 segundos.
* Incubar los tubos a 35-37°C un maximo de 2 horas para Carba NP y 15 minutos para el ESBL NDP. Se
recomienda inspeccionar los tubos cada 15 minutos en el caso de Carba NP test. El resultado se puede
interpretar e informar en cuanto se detecta la hidrdlisis.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

En primer lugar, se leeran los tubos de control positivo, negativo y de control de reactivos. Si se obtienen
resultados invalidos en los tubos control, los resultados del resto de las cepas testadas no pueden ser
interpretados y habra que repetir el ensayo. Los tubos de reactivo sin microorganismo deben permanecer
con su color original (rojo o rojo anaranjado), tanto el tubo A como el B. Los controles positivo y negativo,
asi como los resultados de los tubos con cepas a estudiar se interpretan tal y como se indica en la tabla
para los tubos Ay B de ambos ensayos. En el caso del ESBL NDP test, el tubo C permite la deteccion de
BLEE de la clase A: 1. Si el tubo B cambia de color (resultado positivo) y el color del tubo C es igual al del
tubo A (no hay cambio de color), la cepa es productora de BLEE de la clase A; 2. Si el tubo B cambia de
color (resultado positivo) y el color del tubo C es igual al del tubo B (cambia de color), la cepa es productora
de B-lactamasa tipo AmpC o de BLEE y AmpC (no hay inhibicién por tazobactam).
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Tubo A (con la solucién A) Tubo B (con la solucién B) Interpretacion
Rojo 'j; Naranja Qﬂ Positivo

v
Rojo ; Amarillo : Positivo

X! )

Rojo anaranjado &U Amarillo *\zr Positivo

{/
Rojo &E Rojo “j; Negativo
Rojo anaranjado \U Rojo anaranjado NU Negativo
Amarillo 0 naranja Indiferente Invélido

El resultado positivo de la prueba se informa como “Negativo”. El resultado positivo se informa como “Po-
sitivo” o “Cepa productora de carbapenemasa”, o “Cepa productora de BLEE”.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento puede llevarse a cabo por personal técnico o facultativo del laboratorio. Para ello dicho
personal debe tener conocimientos sobre la base tedrica del ensayo y estar entrenado para realizar el
procedimiento. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el facultativo
especialista responsable. El método casero debe ser validado en cada laboratorio previo su uso en la
rutina y es la responsabilidad del personal técnico y facultativo del area asegurar la correcta preparacion,
almacenamiento y uso de reactivos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Es importante asegurar que todos los reactivos se preparan y se almacenan de manera apropiada y no son
usados mas alla de su tiempo util especificado en el protocolo.

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

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

» EI método descrito solo detecta el mecanismo enzimatico de resistencia a los antibiéticos betalactamicos.
Otros mecanismos de resistencia, tales como bombas de expulsion, pérdida de permeabilidad, etc., no se
pueden detectar mediante este método.

* El método Carba NP tiene una sensibilidad de >90% para detectar carbapenemasas tipo KPC, NDM, VIM,
IMP y SME, segun los estudios publicados. La sensibilidad para detectar las carbapenemasas tipo OXA-48
like varia, segun estudios, de 20% a >90%. La especificidad de la técnica es de >90%. Para otro tipo de
carbapenemasas la sensibilidad y especificidad pueden variar. El ensayo de ESBL NDP tiene una sensibi-
lidad y especificidad de >90% para la deteccion de BLEE de tipo CTX-M, actualmente la mas prevalente.
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Para otro tipo de BLEE la sensibilidad y especificidad pueden variar.

* Las pruebas Carba NP y ESBL NDP en ningun caso sustituyen a los procedimientos convencionales
de deteccion de resistencias y estudio de sensibilidad. El resultado positivo confirma la presencia de car-
bapenemasa o BLEE, mientras que el resultado negativo puede requerir mas estudios para descartar la
resistencia.

* La actividad hidrolitica de cada tipo de carbapenemasa puede ser distinta y por lo tanto se necesitara un
tiempo de incubacion diferente hasta el resultado positivo. Asi, las carbapenemasas tipo KPC puede produ-
cir un resultado positivo en 5-30 minutos, las metalo-B-lactamasas entre 30 minutos y 1 hora, y las de tipo
OXA-48 like pueden requerir la incubacion maxima de 2 h.

* A veces se obtienen resultados invalidos que no permiten interpretar el ensayo.
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