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RESUMEN

Introduccion: El urocultivo es ampliamente utilizado para el diagnostico de las
infecciones del tracto urinario (ITU), para lo cual, es necesario obtener una

adecuada muestra de orina para un diagnéstico microbiolégico preciso.

Algunos laboratorios han incorporado como parte de su metodologia, el “urocultivo
con removedor de antibidticos”, adaptando los sistemas empleados para los
hemocultivos a este fin, sin embargo, no se ha demostrado la efectividad de ésta
adaptacién, siendo necesario estudios que verifiquen si es aplicable al diagnéstico

microbiolégico de las ITU en pacientes con terapia antibiética.

Objetivo: Evaluar el rendimiento del empleo de removedores de antibiéticos (carbon
activado y resinas sintéticas) en urocultivos de pacientes en tratamiento con

ciprofloxacino.

Metodologia: Se analizaron sesenta muestras de orina las cuales fueron
procesadas de 3 maneras distintas, una alicuota se proces6 como urocultivo
convencional, otras dos alicuotas fueron pre tratadas con carbon activado y resina
sintética respectivamente, luego de 1 hora de refrigeracion, se sembré la orina con
asa calibrada de 1uL en agar Plate Count y se llevo a incubacién por 24 h a 37°C,

luego se realiz6 el conteo de ufc.

Resultados: En las muestras procesadas por el método convencional para
urocultivo, se encontré que 41 (68.3%) fueron negativas al cultivo mientras que 19
(31.7%) resultaron positivas. De las 60 muestras procesadas mediante carbon
activado, 44 (73.3%) resultaron positivas (41.6% mas de positividad que la obtenida
con el método convencional). El cultivo de las mismas muestras de orina empleando
resinas sintéticas permitié obtener una positividad de 75% (45 muestras positivas),

43.3 % mas positividad que la obtenida con el método convencional.

Palabras claves: urocultivo, removedor, ciprofloxacino, resinas sintéticas, carbon

activado.



ABSTRACT

Introduction: The urine culture is widely used for the diagnosis of urinary tract
infections (UTI), for which it is necessary to obtain an adequate urine sample for a
precise microbiological diagnosis.

Some laboratories have incorporated as part of their methodology, the "uroculture
with antibiotic remover”, adapting the systems used for the blood cultures, however,
the effectiveness of this adaptation has not been demonstrated, being necessary
studies to verify if it is applicable to the diagnosis of UTIs in patients receiving

antibiotic therapy.

Objective: Evaluate the performance of the use of antibiotic removers (activated
carbon and synthetic resins) in urine cultures of patients treated with ciprofloxacin.

Methodology: Sixty urine samples were analyzed, which were processed in 3
different ways, one aliquot was processed as a conventional uroculture, two other
aliquots were pretreated with activated charcoal and synthetic resin respectively,
after 1 hour of cooling, the urine was seeded with a handle Calibrated 1uL in Plate
Count agar and incubated for 24 h at 37°C, then the ufc count was performed.

Results: In the samples processed by the conventional method for uroculture, it was
found that 41 (68.3%) were negative to the culture while 19 (31.7%) were positive. Of
the 60 samples processed by activated carbon, 44 (73.3%) were positive (41.6%
more positive than that obtained with the conventional method). The culture of the
same urine samples using synthetic resins allowed to obtain a positivity of 75% (45
positive samples), 43.3% more positive than that obtained with the conventional
method.

Keywords: uroculture, remover, ciprofloxacin, synthetic resins, activated carbon.
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CAPITULO I. EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Las infecciones del tracto urinario ocurren en todas las personas independiente de la
edad, el sexo y el estado inmunolégico, aunque se presentan con mayor frecuencia
en mujeres y en personas inmunocomprometidas; a su vez, algunos subgrupos de
pacientes, como los hombres, los nifios y las embarazadas, presentan
complicaciones que incrementan el riesgo de adquirir infecciones sistémicas e
invasivas, pero las complicaciones son especialmente comunes en ancianos,
pacientes inmunocomprometidos o con desérdenes neurolégicos.*

Se calcula que un tercio de las mujeres presentaran al menos una infeccién del
tracto urinario a la edad de 24 afios y mas de la mitad durante su vida; ademas, la
mayoria experimentaran recurrencias y el 25% al 50% sucederan durante el primer
afio siguiente a la primera infeccion.!

Por la razén expuesta el cultivo de orina es el examen microbiolégico de mayor
importancia para diagnosticarla, aunque también representa una de las mayores

cargas de trabajo en los laboratorios clinicos hospitalarios y ambulatorios.?

El profesional de laboratorio tiene la responsabilidad de reportar datos relevantes y

confiables sobre los hallazgos microbiolégicos del cultivo de orina.?

Muchas veces hemos tenido diversos resultados de urocultivos negativos, lo que
hace pensar al médico que el tratamiento impuesto a sido el adecuado, pero
realmente no es asi simplemente no se han utilizado las herramientas adecuadas
para poder determinar si es que realmente el urocultivo es negativo o solo hay una

atenuacion de la bacteria a identificar por la previa terapéutica impuesta.

Algunos laboratorios en el Pert han incorporado ya como parte de su metodologia,
el “urocultivo con removedor de antibiéticos”, adaptando los sistemas empleados
para los hemocultivos a este fin, sin embargo, no se ha demostrado la efectividad de

ésta adaptacion.®

Tenemos que tomar en cuenta definitivamente el costo que implicaria implementar

nuevas metodologias dependiendo de los insumos que se vayan a utilizar, tanto el



carbon activado como la resina sintética, siendo la segunda mas costosa segun

estudios realizados en hemocultivos.*

Los costos se ven incrementados sustanciosamente en el empleo de resinas
sintéticas hasta casi 10 veces tomando como referencia el costo de un hemocultivo

sin aditivo alguno en comparacién con un hemocultivo con resina sintética.*

Nosotros hemos tenido la facilidad de utilizar ambos dispositivos para saber
efectivamente cual nos resultaria mas eficiente en la remocion de antibiéticos del
material biolégico en este caso la orina y de ser asi poder determinar el costo que
este implicaria para el laboratorio clinico.

Una exhaustiva busqueda bibliogréafica de la literatura especializada mostr6 que no
se han realizado estudios sobre la aplicacién de estos materiales en urocultivos, en
tal sentido su empleo no es recomendado debido a que puede conducir a

interpretaciones erréneas con consecuencias en el tratamiento del paciente.

Por tal motivo es necesario estudios que verifiqguen si el empleo de los sistemas
removedores de antibibéticos en hemocultivos, es aplicable al diagndéstico
microbiolégico de las infecciones de tracto urinario en pacientes con terapia

antibiodtica.

1.2 Formulacion del problema

¢ Los sistemas removedores de antibiéticos tienen un adecuado rendimiento siendo

empleados en urocultivos de pacientes en tratamiento de ciprofloxacino?
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1.3 Justificacion

El laboratorio clinico emplea en sus ensayos, metodologias validadas y aceptadas
por la comunidad cientifica, para ello siguen un riguroso proceso de estandarizacion

y validacion que define su precision, exactitud y confiabilidad.

No existe evidencia en la literatura sobre la estandarizacion y validacion del
urocultivo con removedor de antibidticos, sin embargo muchos laboratorios de

nuestro medio la ofertan como parte de sus servicios.

El presente estudio busca determinar el rendimiento de dicho método, mediante la
evaluacion de los pardmetros y técnicas que se emplean para realizar la remocién
del antibiético. Se ha elegido ciprofloxacino por ser en la actualidad uno de los

antimicrobianos mas empleados para el tratamiento de las ITU.

De resultar positiva la evaluacién, se podra emplear la metodologia conociendo su
efectividad, los procedimientos apropiados para su ejecucion y las limitaciones, si las
existieran. Y asi poder ampliar la investigacibn a otros antibiéticos también

utilizados, ampliar el grupo etario e incluir al sexo masculino si se diese el caso.

De detectarse que la metodologia no es efectiva, se recomendara no continuar con

su empleo en el diagnostico microbioldgico.
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1.4 Objetivo

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el rendimiento del empleo del removedor de antibidticos en urocultivos de

pacientes en tratamiento con ciprofloxacino.

1.4.2 Objetivo especifico

Determinar el rendimiento del empleo del removedor de antibiéticos en
urocultivos de pacientes en tratamiento con ciprofloxacino utilizando carboén
activado como removedor.

Determinar el rendimiento del empleo del removedor de antibidticos en
urocultivos de pacientes en tratamiento con ciprofloxacino utilizando resina

sintética como removedor.

12



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

El urocultivo con removedor de antibioticos no esta estandarizada ni validada, no se
han reportado estudios que establezcan de manera definitiva la factibilidad de su
empleo. En un estudio publicado por Dalguerre Zanoni, Giuliana Emilia, Universidad
Catdlica de Santa Maria, se reporta el uso de capsulas de carbén activado para
intentar la remocion del antibiético en 50 muestras de orina de pacientes mujeres
con edades entre 20 y 40 afos que cumplian con los criterios de inclusion

establecidos.®

Las 50 muestras fueron divididas en dos grupos, (25 muestras por grupo). Para el
primer grupo se utilizaron muestras de pacientes con diagndstico presuntivo de
infeccion urinaria sin tratamiento antibiético, el objetivo de este primer grupo fue
demostrar que el carb6on activado no produce alteracion en el crecimiento
bacteriano. Las muestras fueron sometidas a carbén activado y a control en
ausencia de éste. Los resultados demostraron que el carbén activado no altera el

crecimiento de uropatégenos.®

Para el segundo grupo se utilizaron 25 muestras de orina de pacientes con
diagndstico presuntivo de ITU, éstos habian recibido gentamicina como tratamiente,
el grupo se dividid en dos subgrupos control negativo y grupo experimental, las
muestras de orina del primer subgrupo no fueron tratadas con carbon activado de
esta manera se realizé el cultivo y hubo crecimiento bacteriano en el 16% de los
casos (4 muestras) de manera adecuada lo cual indica la resistencia del uro
patdgenos al antibiético recibido y en el 84% de estos casos (21 muestras) no hubo
crecimiento lo cual indica la inhibicion del uro patdgenos por el antibiético recibido ,
el segundo subgrupo de muestras de orina si fue tratado con el removedor y dio

como resultado que en el 100% de los urocultivos hubo crecimiento bacteriano
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adecuado, lo cual, segun los autores, demostro la utilidad del carbén activado como

removedor de antibiéticos.®

Conocemos la existencia de estudios sobre estos removedores de antibidticos
utilizados en hemocultivos los cuales removieron de manera efectiva antibiéticos,
incluso combinando antibidticos de diferentes principios activos, obteniendo
resultados favorables, también se concluyé que dichos removedores no interfieren

con el crecimiento bacteriano, lo cual nos ayuda para no tomarlo como limitante.?

Recalcamos no haber encontrado en la literatura investigada antecedentes de haber

realizado dicha investigacion, salvo la ya mencionada anteriormente.

2.2 Base tebrica

2.2.1 Definicion ITU

La infeccion del tracto urinario (ITU), es un proceso infeccioso e inflamatorio
determinado por la invasion y multiplicacion de cualquier microorganismo, desde la

uretra hasta el riion.®

Es la infeccibn mas comdn adquirida en la comunidad, que afecta principalmente a
la poblacion femenina (20% - 60%) y ocupa entre la segunda y tercera causa de
consultas en los servicios de urgencias y consulta externa, después de las

infecciones del tracto respiratorio y digestivo.”

La terapia para los episodios de ITU aguda es inicialmente empirica y en el caso de

ITU no complicada, a menudo no se indican estudios para establecer etiologia.®
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2.2.2 Etiologia de la infeccion urinaria

La etiologia de las ITU no complicadas en su mayoria esta dominada por
Escherichia coli, microorganismo aislado en 80 a 85% de las ocasiones, al que le
siguen Staphylococcus saprophyticus (5 a 10%) y en menor proporcién Klebsiella
pneumoniae y Proteus mirabilis.® Caracteristicamente, las ITU complicadas tienen un
espectro mas amplio de microorganismos causales; la probabilidad de infeccion por
hongos es alta, asi como la resistencia a antimicrobianos comunes.® En la ITU
complicada, E. coli sigue siendo el principal patdgeno. Las infecciones por
oportunistas, como especies de Candida y Mycobacterium tuberculosis en pacientes
con inmunodepresion y por microorganismos nosocomiales (como especies de

Pseudomonas, de Serratia y de Klebsiella), deben considerarse.’

2.2.3 Epidemiologia

Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por afio.
En EE UU, 7 millones de consultas son solicitadas cada afio por ITU. En el Perl se
desconocen cifras exactas de su incidencia, pero es muy probable que sean en una

proporcion similar a las de EE UU.*°

Existen niveles altos de reincidencia para pacientes con infecciones del tracto
urinario. Uno de ellos es la aparicion de casos agrupados que se encuentra en
lactantes y nifios pequefios, ya que todavia no reciben tratamiento de posibles
malformaciones del tracto urinario. Asimismo, en este grupo de edad se vuelven

constantes las infecciones repetidas con escaso intervalo.™

Otro nivel de reincidencia se halla entre las mujeres adultas, probablemente por el
aumento en la actividad sexual y una mayor susceptibilidad durante el embarazo.
Las personas de la tercera edad de ambos sexos, son el tercer grupo con mayor
presencia de la enfermedad, las razones de ello son el adelgazamiento de las vias
urinarias por la degeneracion relacionada con la edad, tales como la hiperplasia

prostatica en hombres y trastornos del Gtero en mujeres.*!
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2.2.4 Clasificacion de ITU

Las ITU son clasificadas de diversas formas: alta o baja, aguda o cronica, no

complicada o complicada, sintomética o asintomética, nueva o recurrente y

comunitaria 0 nosocomia

|.10

ITU baja. Colonizacion bacteriana a nivel de uretra y vejiga que normalmente
se asocia a la presencia de sintomas y signos urinarios, como urgencia,
disuria, polaquiuria, turbidez y olor fétido de la orina. Incluye a la cistitis y
uretritis.*

ITU alta. Presencia de signos y sintomas de ITU baja, asociada a
colonizacion bacteriana a nivel uretral y del parénquima renal, con signos y
sintomas sistémicos como, escalofrios, fiebre, dolor lumbar, nauseas y

vémitos. En este grupo se encuentran las pielonefritis.*°

La distincion entre ITU baja y superior sigue siendo clasicamente aceptada, sin

embargo es de mayor utilidad para el medico hablar de ITU complicada o no

complicada.™®

ITU no complicada. La que ocurre en pacientes que tienen un tracto urinario
normal, sin alteraciones funcionales o anatomicas, sin una historia reciente de
instrumentacién (sondaje) y cuyos sintomas estan confinados a la uretra y
vejiga.'®

ITU complicada. Ocurre debido a factores anatémicos, funcionales o
farmacoldgicos que predisponen al paciente a una infeccion persistente o

recurrente o a fracaso del tratamiento.®

2.2.5 Tratamiento en ITU

El tratamiento de la ITU depende de si ésta es complicada o no y siempre se debe

tener en cuenta los factores de riesgo que presenta el paciente.®

Un objetivo del tratamiento debe ser la obtencion de una respuesta rapida y efectiva,

prevencion de la recurrencia y evitar la aparicién de resistencia a los antibiéticos.®

16



La excrecién, concentracion urinaria y la determinacion de la actividad del antibiético
en la orina, son importantes para la decision de si su uso se justifica o no en el

tratamiento de la ITU.®

Cuando se elige un beta-lactamico, el éxito terapéutico depende del tiempo en que
la concentracion del antimicrobiano permanece por encima de la concentracion
inhibitoria minima (cim); por tanto, cuanto mayor es el tiempo que la concentracién

del antibiético esta por encima del cim, mejor sera el resultado terapéutico.®

En la ITU no complicada, se ha usado de rutina trimetoprim- sulfametoxazol, pero
estudios recientes demuestran que su susceptibilidad es baja. Por tanto, se prefiere
usar macrodantina, cefalosporinas de primera y segunda generaciones,

amoxicilina/acido clavulénico también quinolonas.®

2.2.6 Antibidticos empleados para el tratamiento de las ITU

La eleccidon del antibidtico para el tratamiento de la ITU se debe fundamentar en el
espectro y susceptibilidad de los uropatogenos, la eficacia, tolerancia, efectos
adversos, costos y disponibilidad. Ademas, se debe considerar el estado del
paciente (edad, enfermedades de base, terapia antibiotica previa, medicamentos
concomitantes, hospitalizado o ambulatorio, embarazo) y el sitio de infeccion (rifidn,

vejiga, prostata).™?
Amino glucosidos

Antibidticos que inhiben la sintesis proteica de los microorganismos, son
relativamente tdéxicos en comparacion con otras clases de antibidticos
(nefrotoxicidad, ototoxicidad), pero siguen siendo Uutiles para tratar infecciones
causadas por bacterias Gram negativas aerobias. A pesar de que casi todos los
inhibidores de la sintesis proteica de los microbios son bacteriostaticos, los

aminoglucdsidos son bactericidas.™®

Las concentraciones eficaces de actividad de los aminoglucésidos estan proximas a
las concentraciones limitrofes toxicas, lo que hace imprescindible contar con una

indicacion terapéutica estricta.'*
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Penicilinas

Las penicilinas, conjuntamente con las cefalosporinas, fosfomicina, cicloserina,
bacitracina y los glicopéptidos telcoplanina y vancomicina inhiben selectivamente
diferentes pasos de la sintesis del péptido glican (mureina), sustancia que le confiere
la forma, rigidez y estabilidad a la membrana celular de casi todas las bacterias de
importancia médica, excepto los Mycoplasmas.

Tenemos una extensa lista de antibiéticos penicilinicos, dentro de los cuales los mas
utilizados son la ampicilina, la amoxicilina-ac. clavulanico, la penicilina G,

piperacilina-tazobactam.*
Cefalosporinas

Son productos de origen natural derivados de productos de la fermentacion del
Cephalosporium acremonium. Contienen un nucleo constituido por acido 7-
aminocefalosporanico formado por un anillo betalactamico unido a un anillo de
dihidrotiazino. Modificaciones en la posicion 7 del acido 7-aminocefalosporanico
estan asociadas con la alteracion en su actividad antibacteriana y sustituciones en la
posicion 3 estan asociadas a alteraciones en la farmacocinética y en los parametros

metabdlicos del agente. Se definen cuatro generaciones de cefalosporinas.*
Carbapenems

Son betalactamicos que presentan el mayor espectro de actividad conocido dentro
de este grupo de antibiéticos. Imipenem es el primer carbapenem desarrollado para

uso clinico.

Su actividad bactericida se extiende a cocos gram positivos incluyendo
Staphylococcus spp. sensibles a meticilina, S. pneumoniae y otros Streptococcus..
Tiene una muy buena actividad anaerobicida, con excepcién de Clostridium difficille.

En el caso de ertapenem, este no es activo sobre Pseudomonas aeruginosa. =

18



Monobactamicos

Aztreonam, el Unico monobactamico disponible para uso clinico, posee una
excelente actividad sobre bacterias gramnegativos aerobias y facultativas. Por el

contrario, carece de actividad frente a gram positivos y bacterias anaerobias.®
Quinolonas

Antibiéticos bactericidas y actuan inhibiendo la ADN girasa, enzima que cataliza el
supe enrollamiento del ADN cromosoémico, que asegura una adecuada division
celular. Al igual que las cefalosporinas, las quinolonas se clasifican en

generaciones, encontramos 4 generaciones.*

Entre las indicaciones para el uso de quinolonas se encuentran la siguiente;
infecciones del tracto urinario (ITU) no complicadas, ITU complicadas, prostatitis

bacteriana cronica, infecciones de transmisién sexual e infecciones pelvicas.™

La resistencia a las quinolonas, una de las clases de farmacos antibacterianos mas
utilizados en el tratamiento de la UTI esta muy extendida. En los afios ochenta la
resistencia a ellos era casi inexistente; hoy en dia hay paises en el mundo en los

que los que este tratamiento es ineficaz en mas de la mitad de los pacientes.**

2.2.7 Diagndstico
Urocultivo

El urocultivo es el estudio de eleccion para el diagnéstico de una ITU.

El umbral aceptado actualmente de acuerdo a los criterio de Kass para establecer el
diagndstico de ITU es encontrar en el cultivo de orina 10° unidades formadoras de
colonia por mililitro de bacterias patégenas del tracto urinario.*
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Antibiograma (ATB)

El ATB es la prueba microbioldgica que se realiza para determinar la susceptibilidad
(sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibiéticos. Las técnicas
de antibiograma son las utilizadas en el laboratorio de microbiologia para estudiar la
actividad de los antimicrobianos frente a los microorganismos responsables de las

infecciones.*®

Las bacterias pueden considerarse susceptibles o sensibles, intermediariamente
susceptibles o resistentes a los antimicrobianos. La designacion susceptible indica
que el antimicrobiano producird alteraciones reversibles o irreversibles en el
crecimiento de una cepa bacteriana particular. Esto implica en un sentido mas
general que el proceso infeccioso causado por dicha cepa bacteriana puede ser
tratado apropiadamente con dosis convencionales del antimicrobiano estudiado, a

menos que hubiera contraindicaciones.’

2.2.8 Removedor de antibi6ticos

El sistema de removedor de antibidéticos es un nuevo sistema para remover residuos

de antibiéticos, inicialmente utilizados en sangre.®
Se utilizan removedores de dos tipos basicamente:
a) Carbon activado

El carbon activado es un material carbonoso, microcristalino y no grafitico,
preparado por carbonizacion de materiales organicos, especialmente de origen
vegetal, que se ha sometido a un proceso de activacion con gases oxidantes, o bien
a un tratamiento con adicion de productos quimicos, con el objeto de aumentar su
porosidad y desarrollar su superficie interna, lo que confiere a los carbones
activados una alta capacidad adsorbente.*®
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Utilidad del carbén activado

Los carbones activados son adsorbentes muy versétiles debido a que el tamafio y la
distribucion de los poros pueden ser controlados mediante la eleccion del precursor ,
el método de activacion y el control de las condiciones de preparacion ,

consiguiendo asi satisfacer necesidades concretas, esto es lo que se conoce como

el concepto “tailoring”.*®

b) Resinas de intercambio idénico(RII)

Las resinas de intercambio i6nico (RII) han sido utilizadas en distintos campos de la
ciencia y tecnologia; una de las aplicaciones mas importantes es su empleo como
matrices para prolongar la liberacion de farmacos o en nuestro caso la inactivacion
de los mismos, de manera que resulta un método atractivo, pues las caracteristicas
de inactivacion dependen principalmente de la fuerza idnica del medio que rodea a

los complejos farmaco-resina.?

Los principios del intercambio i6énico han sido utilizados como métodos de
purificacion, analisis quimico, tratamiento de agua y otras aplicaciones, a escala
industrial y de laboratorio, lo que, unido al amplio surtido y diversidad de resinas
disponibles, permite ofrecer soluciones a muchos problemas cientifico-técnicos del

campo farmacéutico y sanitario.?
Propiedades de las RII

Las RIl son insolubles en agua, de naturaleza polimérica, contienen grupos
ionizados (aniones o cationes) en forma repetitiva a lo largo de la cadena que lo
forman. Estos grupos tienen la carga neutralizada por iones de signo contrario
(contra iones), que pueden ser intercambiados de manera estequiometria por otros

iones de igual signo al ponerse en contacto con una solucién de electrdlitos.*

Las RII se clasifican en débiles o fuertes, segun la naturaleza quimica de los grupos

ionizables.

Las RII disponibles comercialmente, contienen impurezas que pueden dar lugar a la
aparicion de fendmenos toxicos, por lo que para uso farmacéutico en humanos son

sometidas a tratamientos de purificacion, durante el cual ademas del intercambio
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ionico de diferentes especies, se procede al lavado en solventes, eliminando las

impurezas toxicas.*
Utilidad de las RII

Las resinas de intercambio i6nico (RII) han sido utilizadas en distintos campos de la
tecnologia farmacéutica; una de las aplicaciones mas importantes es su empleo
como matrices para prolongar la liberacién de farmacos, de manera que resulta un
método atractivo, pues las caracteristicas de liberacion dependen principalmente de

la fuerza idnica del medio que rodea a los complejos farmacoresina.?

Los principios del intercambio idnico han sido utilizados en métodos de purificacion,
analisis quimico, tratamiento de agua y otras aplicaciones, a escala industrial y de
laboratorio, lo que unido al amplio surtido y diversidad de resinas disponibles,
permite ofrecer soluciones a muchos problemas cientifico-técnicos del campo

farmacéutico y sanitario.*

Se han utilizado ampliamente en el sistema HEMO RAB el cual aprovecha las
virtudes de los clasicos frascos para Hemocultivo multipropdsito que permiten el
desarrollo de microorganismos aerdbicos y anaerébicos, con las resinas
removedores de antimicrobianos, obviando de este modo la necesidad de un
procesamiento previo antes del cultivo. Son humerosas las publicaciones que avalan
el uso de frascos de hemocultivo con resinas y ha sido demostrada la remocién de
mas de 25 antimicrobianos (beta lactdmico, aminoglucésidos, tetraciclinas,
vancomicina, cloranfenicol, clindamicina, etc.) Las resinas no inactivan en forma total
a todos los antibidticos. Es necesario evaluar los nuevos antimicrobianos que
aparecen en el mercado ya que algunos como aztreonam e imipenem, son
parcialmente removidos en altas concentraciones 0 en su maximo nivel (pico

sérico).?
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2.3 Terminologia basica

- Removedor de antibi6tico: sustancia quimica que se emplea para quitar o diluir una

sustancia especifica.?®

- Bacteriostatico: Que impide la proliferacion bacteriana.?®

- In6culo: Sustancia que contiene gérmenes de una enfermedad.®

- Hemocultivo: Cultivo para la deteccién de microorganismos en la sangre.?®

- Urocultivo: Cultivo para la deteccién de microorganismos en la orina.?®

- Uretritis: Inflamacién de la membrana mucosa que tapiza el conducto de la uretra.?*
- Cistitis: Inflamacién de la vejiga urinaria. 2°

- Pielonefritis: Inflamacion de los rifiones por infeccion bacteriana.?®

2.4 Hipdtesis

- El empleo de los sistemas removedores de antibidticos (carbdn activado) es

efectivo en urocultivos de pacientes en tratamiento con ciprofloxacino.

- El empleo de los sistemas removedores de antibioticos (resinas sintéticas) es

efectivo en urocultivos de pacientes en tratamiento con ciprofloxacino.

2.4.1 Hipétesis nula

- El empleo de los sistemas removedores de antibiéticos (carbdn activado y resinas
sintéticas) no es efectiva en urocultivos de pacientes con tratamiento con

ciprofloxacino.
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2.5 Variables

Variable

Tipo de

Variable

Definicion

Indicador

Unidad de Medida

Removedor de ATB

Independiente

Sustancia que fija antibiéticos y disminuye su

concentracion en un fluido biolégico.

Remueve ATB

No remueve ATB

Indicadores

microbiol6gicos

Es el conteo en placa de las colonias de las

Conteo de bacterias en orina | Dependiente bacterias que tuviesen crecimiento en el medio | Presencia de UFC | UFC/mI
de cultivo seleccionado, expresado en UFC/ml
Positivo
Resultado Urocultivo Dependiente Interpretacion de los resultados del cultivo Crecimiento
bacteriano Negativo
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CAPITULO lII: DISENO Y METODOS

3.1 Tipo de investigacion

El estudio consistié en la evaluacion de una metodologia de diagndéstico, mediante

un estudio prospectivo de corte transversal.

3.2 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por muestras de orina de pacientes con tratamiento
antibiotico, procedentes de consultorio externo del servicio de una clinica privada de
la ciudad de Lima.

La muestra estuvo constituida por 60 orinas de pacientes con ITU y tratamiento
antibidtico con ciprofloxacino. El numero de muestras fue determinado considerando
los resultados de un estudio piloto previo en el que se considerd la media de las
diferencias (conteo de colonias con/sin aditivos), Desviacion estandar de las
diferencias (conteo de colonias con/sin aditivo) y el método de comparacion: prueba
t-Student para datos relacionados, a un nivel de confianza del 95% (o nivel de

significancia al 5%).

Las orinas que ingresaron al estudio presentaron indicacion de urocultivo en
pacientes con diagnéstico de infeccidn urinaria, solicitud médica de urocultivo y con
tratamiento de ciprofloxacino durante el periodo de estudio. Los datos clinicos y de
tratamiento fueron obtenidos del Sistema informacion hospitalaria (x-HIS) y el Gestor
extensible de peticiones clinicas (x-GPC) en el periodo de Agosto a Octubre del afio
2017.
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3.2.1 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de Inclusién

e Muestras de orina de pacientes mujeres de 18 a 50 afios con diagndstico de
ITU, que se encuentren cursando tratamiento antibacteriano con

ciprofloxacino.
Criterios de exclusion

e No aplica.

3.3 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos
3.3.1 Evaluacion del rendimiento de las sustancias removedores de antibiéticos:

Se evalué el conteo bacteriano de muestras de orina sometidas a tres

procedimientos diferentes:
e Urocultivo convencional.

Se alicuotaron 2 ml de orina en tubos de ensayo de vidrio estéril, los cuales fueron
tapados con parafiim para evitar contaminacion externa y fueron llevados a
refrigeracion durante 2 horas a una temperatura de 2 a 8 grados, luego de las 2
horas de refrigeracién se retiraron los tubos y se procedié a la siembra de las
muestras la cual fue realizada en una cabina de bioseguridad clase Il A2, luego se
procedi6 a sembrar las muestras con asa calibrada descartable de 1 ul en agar
Plate Count marca Merck la siembra se realiz6 por dispersion homogénea en el
medio, inmediatamente después las placas se llevaron a incubacion a 37 grados por

un tiempo de 24 horas.
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e Remocion con carbén activado.

Se alicuotaron 2 ml de orina en tubos de ensayo de vidrio estéril y se les agreg6é 1 g
de carbon activado comercial triturado y esterilizado previamente, los cuales fueron
tapados con parafilm para evitar contaminacion externa, se homogenizaron por
inversion durante 5 segundos y fueron llevados a refrigeracion durante 2 horas a una
temperatura de 2 a 8 grados, luego de las 2 horas de refrigeracion se retiraron los
tubos y se procedi6 a la siembra de las muestras la cual fue realizada en una cabina
de bioseguridad clase Il A2, luego se procedié a sembrar las muestras con asa
calibrada descartable de 1 ul en agar Plate Count marca Merck la siembra se realizé
por dispersion homogénea en el medio, inmediatamente después las placas se

llevaron a incubacion a 37 grados por un tiempo de 24 horas.
e Remocioén con resinas sintéticas.

Se alicuotaron 2 ml de orina en tubos de ensayo de vidrio estéril y se les agreg6é 1ml
de resina sintética proveniente de frascos de hemocultivo de la marca BactAlert —
Biomerieux (Francia)., los cuales fueron tapados con parafilm para evitar
contaminacion externa, se homogenizaron por inversion durante 5 segundos y
fueron llevados a refrigeracién durante 2 horas a una temperatura de 2 a 8 grados,
luego de las 2 horas de refrigeracion se retiraron los tubos y se procedié a la
siembra de las muestras la cual fue realizada en una cabina de bioseguridad clase I
A2, luego se procedié a sembrar las muestras con asa calibrada descartable de 1 ul
en agar Plate Count marca Merck la siembra se realizé por dispersion homogénea
en el medio, inmediatamente después las placas se llevaron a incubacion a 37

grados por un tiempo de 24 horas.

Después de 24 horas se realizo el conteo de las colonias. Cada ufc fue considerada
como 1000 ufc/ml de la orina original. Para el presente estudio se consideraron
positivos aquellos cultivos con crecimiento Unico de gérmenes y conteos mayores a
10 000 ufc/ml.

Los datos obtenidos fueron registrados para su posterior analisis.
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3.4 Procesamiento de datos y andlisis estadistico
Los datos fueron ingresados a una plantilla de Excel.

Para el analisis estadistico se determind la sensibilidad y especificidad de las
pruebas evaluadas, analisis en base a curvas ROC (receiver operating characteristic
curve) método estadistico para determinar la exactitud diagnéstica de las pruebas
evaluadas que permite comparar la capacidad discriminativa de los tests
diagnoésticos evaluados. Se construyd un grafico de Bland-Altam para ver la

correlacién entre carbdn activado y resina como removedores de antibiético.

3.5 Aspectos éticos

El estudio se presento a la Oficina Central de Investigacion de la corporacion AUNA.
Se contd con la autorizacion de la Jefatura del Laboratorio para poder acceder a la
informacion de las historias clinicas para conocer la terapéutica antibiética recibida
por los pacientes. Los datos de los pacientes fueron tratados con estricta

confidencialidad.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

La muestra del presente estudio estuvo constituida por 60 orinas de pacientes
mujeres de 18 y 50 aflos de edad, con diagnostico de ITU y con tratamiento

antimicrobiano con ciprofloxacino en el periodo de obtencion de la muestra.

En las muestras procesadas por el método convencional, se encontr6 que 41
(68.3%) fueron negativas al cultivo y resultando 19 (31.7%) resultaron positivas. Los
resultados obtenidos con los dos sistemas de remocion de antibidticos fueron
marcadamente diferentes a los obtenidos con el método convencional: De las 60
muestras procesadas mediante carbon activado, 44 (73.3%) resultaron positivas
(41.6% mas de positividad que la obtenida con el método convencional). El cultivo
de las mismas muestras de orina empleando el sistema removedor de resinas
sintéticas permitié6 obtener una positividad de 75% (45 muestras positivas), 43.3 %
mas positividad que la obtenida con el método convencional y 1.7% mas de
positividad que la obtenida con el método de carbdn activado.

Tabla 1: Resultados de urocultivos obtenidos mediante los tres métodos evaluados:

método convencional, de removedor de antibiéticos con carbén activado y resinas

sintéticas.
Método Carbdn activado Resina sintética
convencional
Resultado del N, % N©- % N©- %
urocultivo
POSITIVO 19 31,7 44 73.3 45 75,0
NEGATIVO 41 68,3 16 26,7 15 25,0

TOTAL 60 100 60 100 60 100
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Al analizar la data de los 41 urocultivos negativos obtenidos por el método
convencional, se obtiene un conteo promedio de 2244 ufc/mL, el mismo andlisis
efectuado a los mismos urocultivos procesados mediante los métodos de carbon
activado y resinas sintéticas obtuvo un promedio de 10 000 y 9854 ufc/mL
respectivamente (Anexo N° 2). EIl analisis cualitativo de estos resultados muestra
que de los 41 urocultivos considerados negativos por el método convencional, 25
(60.98%) y 26 (63.41%), resultaron positivos al ser procesados por los métodos de
carbon activado y resinas sintéticas respectivamente, estos datos se muestran en el

anexo N° 1.

El andlisis del método convencional frente al método de carbon activado
(considerado para este analisis como Gold standard), permite determinar la
superioridad diagnéstica del método de carbon activado, estos parametros y sus

detalles se muestran en la tabla N° 2.

Tabla N° 2: Analisis del método convencional frente al método de carbén activado.

METODO CARBON ACTIVADO

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
CULTIVO POSITIVO 19 0 19
CONVENCIONAL NEGATIVO 25 16 41
TOTAL 44 16 60

En la tabla 2.1 podemos observar que la sensibilidad del método convencional con
respecto al método que utiliza el carbén activado como removedor es menor es solo
del 43.2%, mientras que tiene una especificidad del 100%, obteniendo de esta
manera un valor predictivo positivo (vpp) del 100%, y tan solo un 39.0 % de valor
predictivo negativo (vpn), obteniendo un area bajo la curva (auc) bastante alta

(0.716) lo cual nos representa un valor diagnoéstico adecuado.

Tabla N° 2.1: Caracteristicas de rendimiento del método convencional vs el método

de carbdén activado.

CARACTERISTICAS VALOR RANGOS
SENSIBILIDAD 43,2 28,3 -159,0
ESPECIFICIDAD 100,0 79,4 —100,0
VPP 100,0 82,4 —-100,0
VPN 39,0 24,2 - 55,5
AUC 0,716 0,642 — 0,790
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Realizando una prueba de chi cuadrado a la tabla 2 tomando en cuenta la relacion
que halla entre el uso de removedor de antibiético (carbdn activado) y la ausencia de
este, al 95% de confianza se obtuvo x?= 10.11, con chi critico de 5.99, nos indica
que si hay una relacion entre el uso del removedor y la positividad del cultivo de

orina.

El andlisis del método convencional frente al método de resina sintética (considerado
para este analisis como Gold standard), permite determinar la superioridad
diagnéstica del método de resina sintética, estos parametros y sus detalles se

muestran en la tabla N° 3.

Tabla N° 3: Analisis del método convencional frente al método de resina sintética.

METODO RESINA SINTETICA

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
CULTIVO POSITIVO 19 0 19
CONVENCIONAL NEGATIVO 26 15 41
TOTAL 45 15 60

En la tabla 3.1 podemos observar que la sensibilidad del método convencional con
respecto al método que utiliza la resina sintética como removedor es menor es solo
del 42.2%, mientras que tiene una especificidad del 100%, obteniendo de esta
manera un valor predictivo positivo (vpp) del 100 %, y tan solo un 36.6 % de valor
predictivo negativo (vpn), obteniendo un &rea bajo la curva (auc) bastante alta
(0.711), similar al obtenido en la prueba anterior, lo cual nos representa un valor

diagnéstico adecuado.

Tabla N° 3.1: Caracteristicas de rendimiento del método convencional vs el método

de resina sintética.

CARACTERISTICAS VALOR RANGOS
SENSIBILIDAD 42.2 27,7-57,8
ESPECIFICIDAD 100,0 78,2 -100,0
VPP 100,0 82,4 —100,0
VPN 36,6 22,1-53,1
AUC 0,711 0,638 — 0,784

31



Realizando una prueba de chi cuadrado a la tabla 3 tomando en cuenta la relacion
que halla entre el uso de removedor de antibi6tico (resina sintética) y la ausencia de
este, al 95% de confianza se obtuvo x>= 9.27, con chi critico de 5.99, nos indica que

si hay una relacion entre el uso del removedor y la positividad del cultivo de orina.

El andlisis del método carbon activado frente al método de resina sintética
(considerado para este andlisis como Gold standard), permite determinar la similitud
diagnostica de ambos métodos, estos parametros y sus detalles se muestran en la
tabla N° 4

Tabla N° 4: Andlisis del método carbdn activado frente al método de resina sintética.

RESINA SINTETICA

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
CARBON POSITIVO 43 1 44
ACTIVADO NEGATIVO 2 14 16
TOTAL 45 15 60

En la tabla 4.1 podemos observar que la sensibilidad del método que utiliza el
carbon activado como removedor con respecto al método que utiliza la resina
sintética como removedor es bastante alto 95.6 % y una especificidad del 93.3 %,
obteniendo de ésta manera un valor predictivo positivo (vpp) del 97.7 %, y un valor
predictivo negativo (vpn) bastante alto 87.5 %, observamos también un &rea bajo la

curva (auc) bastante alta (0.944).

Tabla N° 4.1: Caracteristicas de rendimiento del método carb6on vs el método de

resina sintética.

CARACTERISTICAS VALOR RANGOS
SENSIBILIDAD 95,6 84,9 - 99,5
ESPECIFICIDAD 93,3 68,1 -99,8
VPP 97,7 88,0 -99,9
VPN 87,5 61,7-98,4
AUC 0,944 0,872 — 1,000
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La curva ROC (receiver operating characteristic curve) elaborada para los métodos
método de Carbon Activado vs Resina Sintética, muestra una exactitud diagnéstica

similar entre ambos métodos (grafico N° 1).

Grafico 1. Curva ROC del método de Carbdn Activado vs Resina Sintética

1.00
1

p=0.567

Sensibilidad
0.50 0.75
1 1

0.25

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1-Especificidad
—=&— (Carbon, ROC area: 0.6951 —®— Resina, ROC area: 0.6829

La informacion obtenida del grafico de Bland-Altam para los métodos de Carbén
Activado vs Resina Sintética, muestra una estrecha correlacion entre ambos
meétodos diagndsticos, excepto para los resultados obtenidos con la muestra de

orina N° 9.

Graéfico 2. Grafico de Bland-Altam para ver correlacion entre carbdn activado y resina

sintética.
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4.2 Discusion

La literatura no evidencia la evaluacion del método de removedor de antibiéticos en
el urocultivo, solamente un estudio realizado en la ciudad de Arequipa’, el cual
presenta algunas limitantes que es importante resaltar: Sélo evaluaron la actividad
del carbén activado, en la actualidad existen una serie de elementos fijadores de
antibioticos (resinas, particulas sintéticas, entre otras), que es necesario evaluar. El
estudio evalud la actividad neutralizante en un sélo antibiotico (gentamicina); como
es conocido, existe una diversidad de antibiticos que se emplean en la terapia de

las itus, y éste amino glucésido no es el de primera eleccion para esta terapia.

Otra limitante del estudio, es la interpretacion cualitativa que realizan de los
urocultivos (crecimiento y ausencia del mismo), como sabemos, el urocultivo es un
método que cuantifica la presencia de gérmenes en la orina, en tal sentido seria
necesario evaluar de manera cuantitativa, el efecto de las sustancias fijadora de
antibioticos, sobre la recuperaciéon de uropatégenos en orina de pacientes con

tratamiento antibidtico.

En nuestra investigacion evaluamos la actividad neutralizante de los removedores en
otro antibidtico de amplia utilizacién en nuestro medio como es el Ciprofloxacino, y
ademas de enfrentarlo con el carbon activado también utilizamos resinas sintéticas

del sistema BactAlert®.

Dando resultados prometedores aumentando la tasa de positividad en urocultivos
gue fueron sometidos a estos removedores, que podrian ayudar a los laboratorios a
la adecuada implementacion de este método para un mejor diagnoéstico que ayude al

médico tratante.

Gracias a los resultados podemos decir que cualquiera de estos dos métodos de
remocion de antibidticos aumenta la sensibilidad del urocultivo con respecto al
meétodo convencional , lo cual podemos observar en el analisis cualitativos de los
resultados de la tabla 1 donde muestra que de los 41 urocultivos considerados

negativos por el método convencional, de los cuales 25 muestras (60.98%) y 26
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muestras (63.41%), resultaron positivos al ser procesados por los métodos de
carbon activado y resinas sintéticas, respectivamente, lo cual podemos evidenciarlo
en las tablas 2 y 3 respectivamente. Donde se incrementa el valor predictivo positivo
en ambos métodos usados, evidenciados en las tablas 2.1 y 3.1, que muestran las

caracteristicas de rendimiento.

Por el método convencional solo 19 muestras resultaban positivas, utilizando carbén
activado como removedor obtuvimos 44 muestras positivas, como observamos en la
tabla 2, lo cual nos muestra la efectividad de este removedor. Acompafiado de las
caracteristicas de rendimiento mostradas en la tabla 2.1.

Por el método convencional solo 19 muestras resultaban positivas, utilizando resina
sintética como removedor obtuvimos 45 muestras positivas, como observamos en la

tabla 3, lo cual nos muestra la efectividad de este removedor.

De la misma manera comparando ambos métodos de remocion no encontramos
mayor diferencia entre el uso del carbdén activado y la resina sintética viendo los
resultados de la tabla 4 , mostrando una exactitud diagnostica similar, como se

observa en la curva ROC (gréafico 1), salvo la muestra numero 9 que fue excluida.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Gracias a los resultados obtenidos podemos decir que los removedores de
antibioticos utilizados en los urocultivos ciertamente funcionan, son eficaces,
permitiendo recuperar la bacteria que en un primer momento sSe encontraba
atenuada por el antibiético usado por el paciente, en este caso el ciprofloxacino,
encontrando una similitud diagndéstica entre los removedores usados, carbon

activado y resinas sintéticas.

Permitiéndonos aceptar las hipétesis planteadas al inicio del estudio, donde
evaludbamos la eficacia del empleo de los removedores de antibioticos (carbon
activado y resina sintética).

Rechazando las hipétesis nulas.

Nos permite también cumplir nuestros objetivos demostrando que el uso de los
removedores es efectivo bajo las condiciones planteadas, permitiéndonos establecer
un procedimiento para este método, el cual bien podria ser modificado con estudios

posteriores.

5.2 Recomendaciones

Los resultados prometedores de esta investigacion nos permiten extender el estudio

a otros antibiéticos utilizados de manera regular en la terapia de la infeccién urinaria.

Aumentar el grupo etario e incluir al sexo masculino en estudios posteriores para

aumentar la confiabilidad de los resultados.

Evaluar el costo del removedor a elegir y determinar si es posible utilizar menores

cantidades para economizar el procedimiento.
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Anexo 1 Resultado cualitativo de muestras de orina sembradas con asa calibrada de 1uL (CA: Carbon activado; RS: Resina sintética)

PACIENTE  SIN ADITIVO CA RS PACIENTE  SIN ADITIVO CA RS PACIENTE  SIN ADITIVO CA RS
1 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 21 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 41 NEGATIVO NEGATIVO  POSITIVO
2 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 22 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 42 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
3 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 23 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 43 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 24 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 44 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
5 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 25 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 45 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
6 NEGATIVO POSITIVO  NEGATIVO 26 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 46 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
7 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 27 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 47 NEGATIVO NEGATIVO  POSITIVO
8 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 28 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 48 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
9 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 29 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 49 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
10 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 30 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 50 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
11 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 31 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 51 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
12 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 32 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 52 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
13 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 33 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 53 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
14 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 34 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 54 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
15 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 35 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 55 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
16 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 36 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 56 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
17 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 37 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 57 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
18 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 38 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 58 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
19 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO 39 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO 59 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
20 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 40 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 60 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO
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Anexo 2: Resultado cuantitativo del conteo de colonias de muestras procesadas por método convencional, con carbdn activado y con resina sintética.(CA:

Carbon activado; RS: Resina sintética)

PACIENTE  SIN ADITIVO CA RS PACIENTE  SIN ADITIVO CA RS PACIENTE SIN ADITIVO CA RS

1 >100 000 >100 000 >100 000 21 11000 45000 39000 41 3000 7000 10000
2 0 0 1000 22 5000 18000 19000 42 3000 13000 12000
3 0 0 0 23 6000 15000 14000 43 0 0 0

4 2000 15000 10000 24 7000 18000 17000 44 10000 18000 18000
5 2000 2000 0 25 15000 35000 32000 45 0 1000 2000
6 1000 10000 9000 26 16000 42000 39000 46 18000 34000 36000
7 0 0 1000 27 10000 18000 19000 47 1000 8000 10000
8 >100 000 >100000 >100 000 28 9000 21000 18000 48 11000 19000 18000
9 10000 21000 70000 29 4000 19000 21000 49 2000 14000 11000
10 33000 >100 000 >100 000 30 0 1000 1000 50 14000 35000 30000
11 2000 6000 6000 31 2000 18000 18000 51 3000 12000 11000
12 >100 000 >100 000 >100000 32 3000 15000 16000 52 20000 62000 58000
13 13000 21000 27000 33 2000 17000 18000 53 18000 30000 25000
14 1000 0 1000 34 5000 15000 12000 54 2000 16000 12000
15 2000 16000 21000 35 6000 10000 11000 55 1000 10000 11000
16 3000 15000 10000 36 4000 12000 13000 56 0 4000 3000
17 1000 18000 15000 37 3000 10000 11000 57 10000 19000 18000
18 0 0 1000 38 1000 16000 18000 58 0 8000 7000
19 12000 19000 18000 39 1000 10000 11000 59 3000 12000 13000
20 0 0 0 40 2000 8000 9000 60 11000 25000 32000
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