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RESUMEN

Se estudiaron 694 muestras de orina de las cuales
130 sirvieron para estudiar dos nuevas técnicas
manuales para antibiogramas urinarios con orinas
de recuentos bacterianos >100.000 UCF/ml. Una
se denomina NUEVA TECNICA DIRECTA, y se
interpreta despuésde 6 a 18 horas de recolectada la
muestra de orina, teniendo una confiabilidad del
99%. La segunda técnica se titula TECNICA DE
ENRIQUECIMIENTO cuyo resultado se da entre
10 a 22 horas con una confiabilidad del 99%
(p>0.900) en relacién con las lecturas de la técnica
estandar de difusién en disco. Con las nuevas
técnicas no es necesario esperar al aislamiento
bacteriano.

1. INTRODUCCION

Hasta donde llega mi conocimiento es la primera
vez que se describen estas nuevas técnicas manua-
les para antibiogramas urinarios (se realizaron dos
para escoger la mejor) y obtener su informe rapido
(6 a 18 horas). Al comparar las nuevas técnicas
descritas con la técnica estdndar de difusién en
disco se ahorran de 30 a 40 horas, y el costo del
cultivo para el aislamiento bacteriano. Las técni-
cas que propongo estdn al alcance econémico de
todo laboratorio, en especial para los paises en
donde no tengan equipos sistematizados, por su
alto costo. Estas nuevas técnicas son totalmente
manuales y ademds para el paciente tienen la
ventaja de que le formulen pronto y a ciencia cierta
el antibidtico mas eficaz. Nuestras nuevas técnicas
s6lo se pueden aplicar para recuentos >100.000
UCF/mL, aunque hoy en dia los criterios de infec-

cién urinaria no son de recuentos tan altos (1, 2, 3,
4,5).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Pacientes

Se procesaron muestras de orina tomadas por el
paciente o llevadas al laboratorio (consulta exter-
na). A cada persona se le realizé un resumen de su
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historia clinica para saber si tenian alguna
sintomatologia de infeccién urinaria, y/o saber si el
paciente estaba tomando alguna droga antimicro-
biana.

2.2. Muestras de orina

Todas las muestras se procesaron antes de 2 horas
de su recoleccidn (1, 6, 7), y se les practicé a todas
el recuento bacteriano y el examen parcial de orina
(8, 9, 10, 11, 12). Para la toma de muestras se
recomendé a los pacientes lavarse muy bien los
genitales externos y tomar la muestra a mitad de
miccién (8). No se le indicé bafio especial con anti-
séptico (6, 13), pues se ha comprobado que pueden
quedar residuos e inhibir el crecimiento bacteriano.
Los frascos donde se recogié la muestra eran esté-
riles, sin ningin liquido preservativo (6, 14). Las
muestras de orina no siempre fueron de la primera
miccién del dia.

2.3. Control de calidad

Los medios de cultivo utilizados fueron importados
y se les realiz6 su control de calidad bacteriélogico
y de esterilidad. Igualmente los sensidiscos fueron
utilizados bajo la FDA (Food and Drug
Administration) e importados. (15, 16).

2.4. Siembra para la cuantificacion del uro-
cultivo

Todas las muestras (694 casos) se procesaron de la
siguiente manera: para saber su cuantificacién se
sembraron con asa de 0.01 mL. en agar sangre, agar
MacConkey, de acuerdo con los métodos estanda-
rizados (1, 6, 8) y ademas personalmente inclui en
la siembra primaria la inoculacién en agar CLED
(con indicador de Andrade) para el crecimiento de
levaduras y detectar cultivos mixtos (17). Se incu-
baron los cultivos 37°C por 24 horas 0 48 horas y en
los casos sintomaticos se dejaron hasta tres dias.

2.5. Técnica estandar de difusién en disco
2.5.1. Siembradela muestra, recuentoeiden-
tificacion

Para poder aplicar la técnica de sensibilidad anti-
microbiana estdandar es preciso aislar la bacteria.



Al segundo dia se realiza el recuento de colonias e
identificacién de las bacterias. Cultivos con dos
colonias se aislaron la que tenga mayor
cuantificacién y si tenian tres colonias diferentes
se deben descartar y pedir nueva muestra.

2.5.2. Antibiograma estandar

Se realiza en el segundo dia, de acuerdo con lo
descrito por Bauer y modificado por el NCCLS
(Comité Nacional de Estandares de Laboratorio de
Estados Unidos) (18, 19, 20, 21). Como varios auto-
res han estudiado otros medios de cultivo (22, 23),
lo inico diferente de nuestro analisis estandar fue
que se realizaron en agar Iso-Sensitest y no en agar
Mueller Hinton (Figura 1).

2.5.3. Interpretacion del antibiograma (tercer
dia)

Lalectura se hace exactamente a las 18 horas de su
incubacién y se interpreta segiin la zona de inhibi-
cién, o sea midiendo el didmetro con una reglilla
milimétrica la zona o el halo de inhibicién, o sea lo
que no crecié alrededor del sensidisco (18, 19, 10,
21). Las zonas de inhibicién se pueden hacer a las
6 horas (24) para obtener una primera lectura.

2.6. Nueva técnica directa

Propongo esta nueva técnica para casos graves,
agudos o sea para orina que tenga incontables
bacterias en su parcial de orina o cuatro cruces, o
cuando una muestra llegue tarde al laboratorio y
no sea posible procesarla como se enuncia en el
numeral 2.7 (figura 1).

2.6.1. Antibiograma con la nueva técnica
directa

El método se realizé de la siguiente manera: se
tomaron directamente de la orina 2 asas con asa
calibrada de 0.01 mL, y se inocularon en agar Iso-
Sensitest. Se sembré en forma masiva con un
escobillén estéril y en seguida se colocaron los
mismos sensidiscos que se utilizaron en la técnica
de enriquecimiento como en la técnica estdndar. Se
incubé la caja de agar Iso-Sensitest a 37°C durante
18 horas.

2.6.2. Interpretacién de la técnica directa
(segundo dia)

Se lee como en la técnica estandar (2.5.3.) y se
reporta el didmetro, cuando se observé bacterias en

la zona de inhibicién se realizé un Gram y si tenia
la misma morfologia de la bacteria homogénea se
informaba como resistente. En la mayoria de los
casos que hubo cultivos mixtos fueron por bacte-
rias saprofiticas tales como difteroides o
Staphylococcus epidermidis.

2.7. Nueva técnica de enriquecimiento

Para tecnificar este método se realizé primero la
estandarizacién del inéculo en el caldo triptona
soya para procesar el antibiograma (ver 3.1). Se
observaron los cultivos con diferentes tiempos de
incubacién: 2, 3 y 4 horas. Se utilizaron a la vez las
mismas orinas del numeral 2.6. (Figura 1).

Estos inéculos se obtuvieron sembrando 2 asas o
sea 0.02 mL de orina en 2 mL del caldo triptona
soya en tres diferentes tubos: un tubo se dejé por
dos horas, el otro tres horas y el otro tubo por cuatro
horas. Cuando estos caldos se dejaron por 6 o mas
horas, hubo un sobrececimiento; por ello no se
recomienda incubar maés de 4 horas.

2.7.1 Antibiograma de la nueva técnica de
enriquecimiento

Se dejan los tres tubos de caldo triptona soya con
orina durante el tiempo de incubacién estudiado (2,
3,4 horas); sele hace el antibiograma en el agar Iso-
Sensitest como el de la técnica estdandar, colocan-
dole los mismos sensidiscos de los numerales 2.5.
y 2.6.

2.7.2. Interpretacion de la nueva técnica
de enriquecimiento (segundo dia).

Se interpreta como en el numeral 2.6.2.

2.8. Programa del computador para
conocer las diferencias entre
las nuevas técnicas y las estandar

Por los altos costos no se realizaron en todos los
casos las dos nuevas técnicas. De las 694 muestras
de orina se encontraron 216 muestras con
bacteriuria incontable en el parcial de orina. A
éstas se les procesaron las nuevas técnicas, y de
estos casos 130 crecieron bien para hacer nuestros
analisis estadisticos. Enun cuadro se transcribieron
las tres lecturas de los diametros de las zonas de
inhibicién obtenidos en las pruebas de sensibili-
dad: directa, enriquecimiento y estandar. Con la
nueva técnica de enriquecimiento fue necesario
estudiar tres grupos por las diferentes horas de
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Figura 1. Comparacién de las tres (3) técnicas de Antibiogramas.

incubacién. Se desarrollé un programa en d-base 2.9. Analisis estadisticos
para obtener las diferencias entre la directa y la
estandar yladiferencia entre la de enriquecimiento

yla estdandar, y la droga antimicrobiana empleada.

Se realizé el chi-cuadrado (25), se compararon las
dos nuevas técnicas y la técnica estdandar.
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3. RESULTADOS

Se procesaron 694 muestras de orina, que se divi-
dieron en 4 grupos: las orinas cuyos recuentos
fueron >100.000 UCF/mL (216 casos), de 10.000 a
90.000 UCF/mL (107) casos de <10.000 UCF/mL
(278 casos) y 93 del grupo control o "sano” para
saber si en los caldos se podia presentar un analisis
"falso positivo". Los casos en relacién con las eda-
des con infecciones >100.000 UCF/mL fueron: en
mujeres de 1 a 10 afios 3% (5 casos), entre 20 y 39
anos 33%, entre 40 a 59 afios 27% y mayores de 60
anos 37% (69 de 187). Con respecto a los hombres
hubo en total 16 casos, 3 fueron en nifios menores
de 1 ailo, 1 caso de 10 a 19 afios, 1 de 20 a 39 afios,
9de 40 a 59 afios y 2 casos de pacientes mayores de
60 afios.

3.1. Estandarizaciéon del inéculo para antibio-
gramas con la nueva técnica de enrique-
cimiento

Inicialmente se comparé el caldo Schaedler con el
caldo triptona soya. Incubando orina con caldo
triptona soya por varias horas se obtuvieron
antibiogramas similares al inéculo de la escala de
McFarland obtenidos con la técnica estandar. Con
el caldo triptona soya, a las 2 horas dio
cuantificaciones similares en un 70.4% (69 de 98) y
con el caldo Schaedler del 66.6% (70 de 105), con el
caldo triptona soya a las 3 horas de incubacién dio
80% (124 de 155) y a las 4 horas 92% (46 de 50).

3.2. Comparacion de las dos nuevas técnicas
con la estandar

Del primer grupo (>100.000 UCF/mL) se analiza-
ron 216 casos, de los cuales 130 muestras sirvieron
para compararlas con la técnica estandar, pues no
en todos los casos hubo crecimiento bacteriano en
los antibiogramas de las nuevas técnicas. Por lo
general las lecturas de los halos de inhibicién
siempre dieron mayores alos de la técnica estdndar.
(Figura 2).

Se analizé por separado cada antibiético, pues
observamos que no todos se comportan de igual
manera. En todos los casos se obtuvo una
confiabilidad del 99% (un chi-cuadrado de p>0.900)
pues entre las nuevas técnicas y la estandar no hay
diferencia. Con la técnica directa se obtuvieron
zonas de inhibicién en promedio de 2 a 4 mm
mayores que con la estdndar, y con lanueva técnica
de enriquecimiento entre 1 a 2 mm (Figura 2). Los

diametros mas cercanos alos de la técnica estandar
fueron con la nueva técnica de enriquecimiento con
4 horas de incubacién.

Con orinas de 3 cruces de bacterias en el parcial de
orina se obtuvo crecimiento pero el antibiograma
no da uninéculo uniforme y por lo tanto no se puede
interpretar.

4. DISCUSION

El objeto de tener resultados rapidos es: primero,
darle al médico una informacién lo mas pronto
posible para que pueda formular el medicamento
preciso; segundo, evitar la resistencia bacteriana
por el uso indiscriminado de antibiéticos (26); ter-
cero, disminuir costos al laboratorio para que no se
procesen orinas para los recuentos de colonias;
cuarto, reducir gastos al paciente evitdndole com-
prar drogas que no tienen eficacia terapéutica (26,
27), en cambio con las nuevas técnicas se descartan
en 6 horas cuando una droga no sirve; quinto, con
nuestras nuevas técnicas podemos informar el
antibiograma en casos urgentes a las 6 horas (24)
para la directa o con la de enriquecimiento a las §,
10, 12 0 a las 22 horas.

Las técnicas que propongo son practicas para los
casos agudos o sea cuando es méas necesario saber
el antimicrobiano maés eficaz. Ninguna técnica
manual se acerca tanto como la descrita en nuestra
investigacién, pues las técnicas de otros autores
dan un 63% (28), un 65% (29), y un 77% (30) de
confiabilidad y aun las técnicas semiautomatizadas
dan 77% de correlacién, como los sistemas automa-
tizados, Autobac, que dan un 93% pero requieren
de aislamiento bacteriano (31,32).

El comité de Estados Unidos NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) (21)
recomienda el agar Mueller Hinton, pero otros
autores en Europa (22, 23, 33) trabajan la técnica
de difusion en disco con agar Diagnostic Sensitivity
test, agar Sensitest o agar Iso-Sensitest, porque el
agar Mueller Hinton presenta variabialidad entre
lote y lote (21). Personalmente hemos observado
una mayor nitidez en las lecturas con el agar Iso-
Sensitest, y por ello hicimos nuestro trabajo con
este medio, ya que no hay diferencias en sus halos
de inhibicién.

En conclusién, la técnica que recomiendo para
emplear en los casos de orina con bacterias Gram
negativas, incontables, y nitritos positivos en el
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parcial de orina es, en especial, la nueva técnica de
enriquecimiento con 4 horas de incubacién. Se
puede reportar el mismo dia o al dia siguiente. En
el caso de un antibiograma con la nueva técnica
directa, cuando utilizamos una cefradina y la zona
es de 20 mm (seria por el método estandar "sensi-
ble") (15), pero por la directa es mejor interpretarla
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como un halo de 16 mm o sea "intermedio”’, pues
Barlett recomienda hacer errores "menores” y no
"mayores” (16). Estas nuevas técnicas no se aplican
para bacterias Gram positivas tales como Listeria,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus y en
algunos casos Staphylococcus aunque haya un re-
cuento >100.000 UCF/mL.
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