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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la eficacia del método colorimétrico para la deteccion actividad
antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima
2023. Material y método: Estudio es Experimental de tipo aplicada con un enfoque cuantitativo
y método hipotético deductivo. Se analizaron 1014 muestras de orina para urocultivo del
Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé, las cuales se le realizaron la deteccién
de actividad antimicrobiana residual mediante un método colorimétrico utilizando como cepa
indicadora esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633. Los datos estadisticos se analizaron
mediante el programa IBM SPSS. Resultados: EI método colorimétrico obtuvo una frecuencia
en la deteccion de actividad antimicrobiana residual de 11.4%, ademé&s de una sensibilidad
97.5%, especificidad 100%, valor predictivo negativo de 99.6% Yy positivo de 100%, con un
tiempo de interpretacion de 66(6.5%) muestras en 2 horas y 50(4.9%) muestras en 4 horas.
Conclusiones: EI método colorimétrico obtuvo muy buena eficacia en base a su sensibilidad,
especificidad, tiempo de interpretacién, valor predictivo negativo y positivo, encontrando una

concordancia con el método difusion disco de papel.

Palabras clave: Método colorimétrico, Actividad antimicrobiana residual, Esporas, Bacillus

subtilis ATCC 6633.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effectiveness of the colorimetric method for detecting residual
antimicrobial activity in urine cultures of the Madre Nifio San Bartolomé Teaching Hospital,
Lima 2023. Material and method: Study is Experimental of applied type with a quantitative
approach and hypothetical deductive method. 1014 urine samples for urine culture from the
Madre Nifio San Bartolomé National Teaching Hospital were analyzed, and residual
antimicrobial activity was detected using a colorimetric method using spores of Bacillus subtilis
ATCC 6633 as an indicator strain. The statistical data were analyzed using the IBM SPSS
program. Results: The colorimetric method obtained a frequency in detecting residual
antimicrobial activity of 11.4%, in addition to a sensitivity of 97.5%, specificity of 100%,
negative predictive value of 99.6% and positive predictive value of 100%, with an interpretation
time of 66%. 6.5%) samples in 2 hours and 50(4.9%) samples in 4 hours. Conclusions: The
colorimetric method obtained very good effectiveness based on its sensitivity, specificity,
interpretation time, negative and positive predictive value, finding an agreement with the paper

disk diffusion method.

Keywords: Colorimetric method, Residual antimicrobial activity, Spores, Bacillus subtilis

ATCC 6633.



INTRODUCCION

La infeccion de tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades méas concurrentes de consulta
médica ambulatoria y hospitalizacidn, su incidencia es méas frecuente en mujeres que en varones.
Actualmente la prueba de urocultivo es el examen microbioldgico de mayor importancia que
sigue manteniendo su vigencia y utilidad para diagnosticar una ITU. La presencia de antibidticos
en las muestras de orina va a interferir en la interpretacion de urocultivos, generando resultados
falsos negativos en aquellos pacientes con sospecha de ITU. Por ese motivo la presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia del método colorimétrico para la deteccion
actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San

Bartolomé, Lima 2023.

Este trabajo de investigacion se determind la eficacia del método colorimétrico en relacién a
estudios similares mencionados en los antecedentes nacionales como internacionales, Tales
como Ocan M. (2015) y Gomez J. (2017) mencionados en el capitulo 2. El capitulo 3 se
detallara el desarrollo del método, tipo y enfoque de investigacion, ademas de la poblacion y
técnicas e instrumentos de recoleccion de datos. En el capitulo 4 comparamos resultados de esta
investigacion con otros similares, luego dando paso al capitulo 5, en la cual presentaremos
conclusiones y recomendaciones para mejorar y comparar con investigaciones futuras. Al final la
tesis se encuentra las referencias bibliograficas la cual se utilizé para realizar el marco teorico

tanto antecedentes como bases teoricas. Por Gltimo los anexos de esta investigacion.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Segun la OMS, la infeccién de tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades mas
concurrentes de consulta médica ambulatoria y hospitalizacién, su incidencia es mas
frecuente en mujeres que en varones. Se estima aproximadamente que el 50% al 70% de
las mujeres padecen una ITU por lo menos una vez a lo largo de su vida; de estas el 25% al
40% presentaran una infeccién urinaria recurrente. Las infecciones de tracto urinario son
ocasionadas cuando hay presencia de microorganismos patogenos tales como parasitos,

hongos, pero generalmente se producen por bacterias (1-4).

Actualmente la prueba de urocultivo es el examen microbioldgico de mayor importancia
que sigue manteniendo su vigencia y utilidad, siendo llamado método de oro por
proporcionar un alto valor predictivo positivo para diagnosticar una ITU, por el cual se
evidencia por medio del crecimiento de bacterias en base a un recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC). Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen multiples
factores que complican la interpretacién del resultado, siendo una de las méas importantes la
presencia de actividad antimicrobiana residual en la orina, ocasionado mayormente por la
utilizacion inapropiado y excesivo de los antibioticos. La presencia de dichas sustancias va
a interferir en la interpretacion de urocultivos, generando resultados falsos negativos en

aquellos pacientes con sospecha de ITU. (5-8)



Por lo antes mencionado, al realizar el urocultivo también se debe hacer de manera
simultanea la prueba para la deteccion de actividad antimicrobiana residual, evaluando la
presencia de infeccién sin crecimiento de microorganismos (Falso negativo), un recuento
bajo de unidades formadoras de colonias, la presencia de actividad antimicrobiana y
evidenciar la resistencia bacteriana. Esta prueba es ejecutada por el método de difusién, el
cual utiliza disco de papel filtro estéril en placas con agar Mueller Hinton inoculadas con la
cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 por presentar sensibilidad a la gran mayoria de

antibioticos. (9)

En la actualidad, en nuestro pais se dispone de un procedimiento para realizar la deteccion
de actividad antimicrobiana, disefiado por la Sociedad Cientifica Peruana de Microbiologia
(SOCPEMI), en la cual se trabaja con discos de papel filtro Whatman de 6mm de didmetro
y la cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633. La lectura de la deteccion de actividad
antimicrobiana residual en base a este protocolo es durante 16 a 18 horas de incubacion.
Por ello se decidid evaluar el método colorimétrico para detectar actividad antimicrobiana
residual en urocultivos utilizando esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633, para determinar

su eficacia y tiempo de interpretacion. (10,30)



1.2 Formulacién del problema
1.2.1 Problema general

¢Cuél es la eficacia del método colorimétrico para la deteccion de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomeé,

Lima 2023?

1.2.2 Problemas especificos

e Cual es la sensibilidad del método colorimétrico para la deteccion de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San

Bartolomé, Lima 2023?

e ;Cual es la especificidad del método colorimétrico para la deteccion de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San

Bartolomé, Lima 2023?

e ;Cual es el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) del
método colorimétrico para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en

urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023?

e Cuél es la concordancia entre el método colorimétrico y método difusion disco
de papel para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del

Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023?



e ;Cual es el tiempo de interpretacion del método colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre

Nifilo San Bartolomé, Lima 2023?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia del método colorimétrico para la deteccidn actividad antimicrobiana

residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolome, Lima 2023.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la sensibilidad del método colorimétrico para la deteccién de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San

Bartolomé, Lima 2023.

e Determinar la especificidad del método colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre

Nifio San Bartolomé, Lima 2023.

e Determinar el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
del método colorimétrico para la deteccion de actividad antimicrobiana residual

en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023.



e Determinar la concordancia entre el método colorimétrico y método difusion disco
de papel para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del

Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023.

e Determinar el tiempo de interpretacion del método colorimétrico para la deteccion
de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre

Nifilo San Bartolomé, Lima 2023.

1.4 Justificacion de la investigacion

141

1.4.2

Tebrica

Esta investigacion se realizd debido a la existencia del uso excesivo e inapropiado de
antibioticos por parte de la poblacion; el cual omite esta informacion a los laboratorios,
dando lugar a resultados falsos negativos de urocultivo. Por tal motivo el propdésito de
esta investigacion es aportar una interpretacion acertada para el diagndstico de una

infeccioén urinaria.

Metodologia

La elaboracién y aplicacion de este proyecto fue evaluar la eficacia del método
colorimétrico utilizando esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633, para asi detectar
actividad antimicrobiana utilizando las mismas muestras de orina y observar alguna

diferencia con el método de disco difusidn establecida por la SOCPEMI.
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Practica

Esta investigacion se realiz6 porque existe la necesidad de obtener resultados 6ptimos de
facil interpretacion y menor tiempo del resultado. Por lo tanto, seria beneficioso para
diferentes métodos que utilizan removedores de antibioticos en muestras de orina, asi
ayudaria a la recuperacion de uropatdégenos y se evitaria generar resultados falso

negativos en aquellos pacientes con sospecha de infeccion de tracto urinario (ITU).

1.5 Delimitaciones de la investigacion

151

1.5.2

153

Temporal
La presente investigacidn se realizé en el afio 2023, donde la muestra fue recolectada durante el

mes de octubre del mismo afo.

Espacial
La investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital San Bartolomé en la

ciudad de Lima Metropolitana.

Poblacional o unidad de andlisis

Muestras de orina para urocultivo.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

INTERNACIONALES

Océn M. (2015), Realiz6 un estudio de corte transversal en pacientes mayores de 18 afios
que acudieron a la atencion ambulatoria de los hospitales de Lira y Gulu, al norte de
Uganda. Presentando como objetivo determinar la prevalencia y predictores del uso de
antibacterianos en los pacientes que acudieron por atencién ambulatoria en dichos
hospitales. El estudio se llevé a cabo en 450 pacientes durante el periodo de agosto a
octubre del 2013. Para el ensayo antibacteriano se utilizaron tres cepas ATCC (Bacillus
subtilis, Escherichia coli y Streptococcus pyogenes) indicadoras de actividad
antimicrobiana, el cual usaron la metodologia de difusion en disco (6 mm de diametro) de
papel filtro Whatman, cada cepa indicadora se suspendio en solucion de cloruro de sodio
0.85% con una turbidez a 0.5 Mc Farland luego se procedio a incubar a 37°C durante 24
horas las placas ya inoculadas con la cepa indicadora y muestra de orina de los pacientes
que ingresaron a este estudio. EI 30.4% (137/450) de las muestras de orina presentaron
actividad antibacteriana, obteniendo una inhibicion de crecimiento de Bacillus subtilis
25.1% (113/450) de las muestras de orina, para Escherichia coli la inhibicion fue de
20.9% (94/450) y 16.7% (75/450) para Streptococcus pyogenes. Se concluye que la cepa

de Bacillus subtilis fue el mayor predictor de antibacterianos presentes en la orina. (37)

Fernandez C. (2004), Ejecuto un estudio en el Hospital Virgen de las Nieves en Granada
Espafia. El cual tuvo como objetivo valorar la presencia de sustancias con actividad

bactericida en muestras de orina para urocultivo. Se analizaron 147 muestras de pacientes



con procedencia de consultorio y hospitalizacion, la metodologia realizada fue por
difusion con disco en agar Mueller Hinton mezclado con cepa de Bacillus subtilis con una
escala 6 de McFarland, tras la solidificacion del medio realizaron pocillos de 5mm donde
depositaron 150 ul de orina. Obtuvieron un resultado de 43 muestras con halo de
inhibicidn, concluyendo que 29,25% de orinas estudias contenia sustancias bactericidas,
el cual presentaron una relacion entre la proporcién de urocultivos negativos y flora

mixta. (38)

Suresh A. (2017), Realiz6 un estudio sobre deteccion de antibidticos en cultivos de orina
en el Hospital Amrita de Kochi en la India, durante los meses de noviembre y diciembre
del 2015, con el objetivo de medir la actividad antimicrobiana en orinas de pacientes
atendidos en un hospital de tercer nivel. Se analizaron 100 muestras de orina con
sospecha de infeccion urinaria, mediante el método de Kirby Bauer en agar Mueller
Hinton con cultivos de Escherichia coli ATCC 25921 y Staphylococcus aureus ATCC
25933, utilizando discos 6 mm de diametro de papel filtro Whatman con 10 ul de orina.
Obtuvieron un resultado de 26 muestras con actividad antimicrobiana positiva en cultivo
negativo y 28 muestra con actividad antimicrobiana positiva con cultivo positivo, con una
sensibilidad y especificidad del 85% y 53% de la prueba. Concluyeron que la presencia
de actividad antimicrobiana en orina es gran importancia para la interpretacion de
urocultivos, en base a la cuantificacion de crecimiento bacteriano y una administracion

temprana de antimicrobianos. (39)



Cardozo D. (2014), Durante el periodo julio a diciembre del 2012 realiz6 una
investigacion en el Hospital Clinico Federal de Parana Brasil, sobre la actividad de
residuos antimicrobianos en muestras de orina en pacientes hospitalizados con el objetivo
de verificar la ocurrencia de urocultivos falsos negativos debido a la presencia de
residuos antimicrobianos. Evaluaron 188 muestras para urocultivo por medio de técnicas
manuales por disco difusion, utilizando cepas Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y técnicas automatizadas por turbidimetria con cepas
de Staphylococcus epidermidis mediante un equipo Alfred 60 de ALIFAX. Los
resultados fueron de 44(23,4%) para urocultivos positivos, 121(64,4%) urocultivos
negativos y 23(12,2%) urocultivos con flora mixta; la cual 14 muestras de urocultivo
negativo estuvieron asociadas con presencia de bacterias y actividad residual de
antimicrobianos. Por el cual concluyeron que el método automatizado presento un buen
desempefio en comparacion al método manual con un 92,8% y 71,4% de sensibilidad.
Ademas, destacaron que la presencia de residuos antimicrobianos puede afectar a la

recuperacion de bacterias, obteniendo un resultado falso negativo. (40)

Hoppe JE. (1999), Realiz6 un estudio en Alemania sobre la deteccion de actividad
antibacteriana en orina de nifios, con el objetivo de realizar un importante diagnostico de
infeccion del tracto urinario, por el cual compararon el método de difusion en agar
utilizando la cepa de Bacillus subtilis con dos métodos comerciales en tira denominados
Micur BT y Urotest AB. Analizaron 566 muestras de orina de 431 pacientes; siendo el
método de difusion en agar la mas confiable con una precision de 98,8%, a diferencia del

Micur BT que presento una especificidad (87,6%) y Urotest tuvo una sensibilidad (86%)
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ambas pruebas comparativamente baja. Determinaron que la prueba de difusién en agar

con la cepa de Bacillus subtilis es la fiable para la deteccion de actividad antimicrobiana.

©9)

Ujueta S. (2016), Desarroll6 un estudio de deteccion de residuos antimicrobianos en
higado, rifion y musculo de cerdo, en expendios de Bogotad Colombia. Con el objetivo de
identificar residuos de betalactamicos, aminoglucésidos y sulfonamidas, El estudio se
llevd acabo en 212 muestras obtenidos por un muestreo no probabilistico por
conveniencia, en tres tipos de frigorificos, durante enero de 2014 y febrero de 2015,
utilizando el método microbioldgico con esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633 vy el
método de ELISA Randox. Las muestras de tejido para el método microbioldgico fueron
piezas cilindricas de 8mm de didmetro con 2 mm de espesor, el cual fueron afiadidas en
placas con agar tripticasa soya; luego, incubadas por 18 horas a 30°C. Para método de
ELISA fue 1 g. de tejido con 9 ml de solucion de lavado, la homogenizacién se dio por
agitacion de 30 seg. por medio de un vortex y se centrifugo a 3000 rpm durante 10 min;
se utilizd 50ul del sobrenadante para dicha prueba. El resultado obtenido por el método
microbiolégico y método de ELISA fue de 43.4% (92/212), 42% (89/212) para
betalactamicos, 16.5% (13/79), 12.7% (10/79) para aminoglucésidos y 27.1% (13/48),
37.5% (18/48) para sulfonamidas, siendo las visceras (rifién, higado) las que presentaron
mayor cantidad de residuos, a diferencia del muasculo. Se concluye que ambos métodos
presentaron una notable concordancia en la deteccién de residuos antimicrobianos, se

recomienda el método microbiolGgico por de alto rendimiento y bajo costo. (44)
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NACIONALES

Gomez J. (2017), Realiz6 un estudio prospectivo, descriptivo comparativo de corte
transversal el cual compara tres cepas indicadoras de actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé, lima Per0. El
objetivo de este trabajo fue evaluar cual de las tres cepas, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923; es la mas sensible
para detectar actividad antimicrobiana residual en urocultivos. Se utilizaron 1430
muestras para urocultivo, analizdndose mediante el método de difusion en papel
impregnado, el cual utilizo 10 ul de orina en agar Mueller Hinton. Obteniendo como
resultado una sensibilidad en la cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 92.6%, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 87%, Escherichia coli ATCC 25922 72.8% y una especificidad del
100%. Se concluye que la cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633, es la mejor indicadora de

actividad antimicrobiana residual en orina. (41)

Rodriguez C. (2014), Desarroll6 una investigacion de tipo descriptivo de corte
transversal, el cual compara dos métodos para la deteccion de actividad antimicrobiana
residual en cultivos de orina procesados en el Hospital nacional Docente Madre Nifio San
Bartolomé, lima Perd. Presentando como objetivo determinar cuél de los dos métodos de
difusion en papel impregnado o inoculacion directa es mas frecuente en la deteccion de
actividad antimicrobiana en cultivos de orina. Se analizaron un total de 2024 muestras de
urocultivos, el cual utilizo 1 ul y 10 ul de orina en el método inoculacién directa y
difusion en papel impregnado respectivamente. Usando como cepa censora al Bacillus

subtilis ATCC 6633. Los resultados obtenidos fueron 196 (9.7%) muestras de orina



12

presentaron actividad antimicrobiana residual por el método de difusion en papel
impregnado y 129 (6.4%) muestras de orina por el método de inoculacion directa. Se
concluyé que el método difusion en papel impregnado, presento mayor actividad
antimicrobiana residual en las muestras de urocultivo; debido a que se utilizd una mayor

cantidad de orina. (42)

Calderon V. (1984), Realizo un estudio basado en la deteccion de antibidticos en las
muestras de orina para urocultivos en el Hospital central de la Sanitad de las Fuerza
policiales ubicada en la ciudad de Lima, Per(. Durante el periodo enero a marzo de 1984,
la cual analizaron 3000 muestras de orina (asépticas) por el método de disco difusion,
utilizando Bacillus subtilis como cepa indicadora sembrada en agar Mueller Hinton y
afiadieron discos de papel filtro estéril impregnados con muestra de orina, las placas
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas por la cual consideraron positivo a todas las
muestras que presentaron un halo de inhibicion alrededor del disco. El resultado obtenido
fue de 164 muestras con presencia de actividad antimicrobiana la cual equivale a un

5,4%. (43)

Guerra M. (2021), Desarroll6 un estudio descriptivo, observacional de corte transversal,
sobre residuos antimicrobianos en tejidos muscular, higado y rifiones bovinos
comercializados en supermercados en la cuidad de Piura, Peru. El objetivo fue determinar
la presencia de residuos antimicrobianos en los tejidos de bovinos, destinados para el
consumo humanao. El estudio fue realizado en 200 muestra de higado y rifién, tomado una

por dia y por supermercado. Utilizando como cepa indicadora, esporas de Bacillus
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subtilis mediante el método microbioldgico cualitativo de difusién por disco de papel, las
muestras procesadas presentaron una medida de 8 mm de didmetro y 2mm de altura, el
cual se colocaron en los medios de cultivo a una incubacion de 37°C por 24 horas,
considerandose una inhibicion positiva, a la presencia de halos mayores a 2mm. Se
obtuvo un total de 23 (11.5%) muestras positivas de un total de 200 muestras evaluadas,
donde el 18% de muestras positivas fueron del tejido de rifion, se concluye que el
resultado obtenido es debido a que el rifién es un 6rgano excretor de diversos metabolitos

antimicrobianos y por ende es factible la mayor presencia en este tejido. (45)

Ampuero J. (2021), realizo un estudio, el cual el objetivo fue determinar la presencia de
antibioticos en rifion, higado y musculo de cuyes en cuatro ciudades del Perd. La
obtencion de muestra fue al azar en los diferentes centros de abastos (Chiclayo,
Cajamarca, Huancayo y Lima), se analizaron 410 muestras de cada tejido, utilizando la
técnica microbiologica de disco difusion en agar Mueller Hinton (HM), con una
suspension de Bacillus subtilis ATCC 6633, a una turbidez de 0.5 de la escala de
McFarland. Luego se sumerge un hisopo estéril en la suspension para sembrar en estrias
en toda la placa por tres direcciones distintas, luego se incubo a 37°C por 24 horas. Se el
método se considerd positiva con la presencia de halo mayor o igual a 2 mm y negativo
con halos menor a 2 mm. El resultado muestra que 337 muestras presentaron residuos de
antibioticos, encontrandose un 28.54% (117/410) en rifidn, el 27.07% (111/410) higado y
26.59% (109/410) en musculo. Se concluye que el rifién presento mayor cantidad de

residuos de antibidticos por ser un érgano excretor de metabolitos. (46)
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2.2 Bases tedricas
2.2.1 Infeccion del tracto urinario (ITU)

Definicion:

Se denomina infeccion del tracto urinario a la presencia, proliferacion y penetracion de
microorganismos patogenos al urotelio del aparato urinario (uretra, vejiga, uréteres y

rifiones) con presencia o ausencia de manifestaciones clinicas. (11-13)

Incidencia:

Se estima un promedio anual de 150 millones de atenciones médicas por una ITU e
incluyendo nifios y Adultos, En los estados unidos (EEUU) las consultas por ITU
alcanzan a 7 millones por afio. En nuestro pais se desconocen cifras exactas de su
incidencia, pero es muy probable que sean similares a las de EEUU. Sin embargo se
reporta como la causa mas comun de infecciones de la comunidad luego de las
infecciones respiratorias y gastrointestinales, ademas una ITU puede ocurrir tanto en
varones y mujeres, sin embargo en las mujeres es dos veces mas frecuente que en
varones, esta diferencia en la incidencia de ITU se explica porque los varones presentan
mayor distancia entre el orificio de la uretra y el ano, un ambiente mas seco, una uretra

mas larga y la actividad antimicrobiana de la secrecion prostéatica. (14,15)

Etiologia
En méas del 95% de los casos, la ITU es ocasionada por un solo

microorganismo, siendo la Escherichia coli el agente etioldgico mas frecuente en ambos
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sexos, con una prevalencia del 75% a 90% de los casos; el 10% a 25% restante incluye a
bacterias Gram Negativas (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp, Proteus sp y
Pseudomonas aeruginosa) y Gram Positivas (Staphylococcus saprophyticus,

Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis). (16-19)

Clasificacion

Existen diversas formas de clasificar una ITU tales como:

De acuerdo con su localizacion

A. Infeccién de tracto urinario inferior o bajo: Se caracteriza por la colonizacion

bacteriana a nivel de la uretra y vejiga que normalmente se asocia a sintomas y
signos como urgencia, disuria, polaquiuria, tenesmo vesical, turbidez y olor fétido

de la orina. En este grupo se encuentran la uretritis y cistitis. (20)

Infeccion de tracto urinario superior o alta: Esta infeccion se caracteriza por
presentar una colonizacion a nivel del uréter y parénquima renal, con sintomas y
signos como escalofrios, fiebre, dolor lumbar, nduseas y vomitos. En este grupo

se encuentran las pielonefritis. (20)

Esta clasificacion tiene una gran importancia clinica, ya que mientras la
pielonefritis aguda puede arrastrar secuelas importantes como una cicatriz renal y
en algunos casos un dafio renal progresivo; la cistitis por lo general es una
condicion benigna y sin complicaciones posteriores. En consecuencia, la
pielonefritis aguda requiere un tratamiento mas agresivo, una investigacion méas

profunda y un seguimiento mas prolongado que la cistitis. (20,22)
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De acuerdo con su estado funcional o anatémico

A. Infeccidn de tracto urinario no complicada: Esto ocurre en pacientes con un
tracto urinario normal, sin alteraciones anatdmicas o funcionales y ningln rasgo
reciente de instrumentacion (Uretrocistoscopia, Sondaje), Esta infeccion es muy

frecuente en mujeres jovenes sexualmente activas. (21)

B. Infeccibn de tracto urinario complicado: Ocurre debido alteraciones
anatomicas, funcionales o factores farmacoldgicos que predisponen al paciente a
una infeccion persistente o recurrente y/o fracaso del tratamiento. Estas
condiciones incluyen a pacientes con utilizacion de dispositivos urinarios,
obstrucciones, diabéticos, insuficiencia renal, inmunosuprimidos y mujeres
gestantes. Su espectro va desde una cistitis complicada hasta una urosepsis con

choque séptico. (21)

De acuerdo con la sintomatologia

A. Infecciébn de tracto urinario asintomatica: Ocurre cuando los pacientes
presentan una bacteriuria significativa, generalmente con un recuento colonias (>

10° UFC/ml) en ausencia de sintomas. (22)

B. Infeccion de tracto urinario sintomética: Ocurre una bacteriuria significativa,
con presencia de sintomas muy caracteristicos: Dolor lumbar, nauseas, frecuencia

y ardor al orinar etc. (22)



17

De acuerdo con el niumero de infecciones

A. Infeccién de tracto urinario nueva: cuando por primera vez se presenta un

episodio de ITU. (20)

B. Infeccidn de tracto urinario recurrente: Con episodios de ITU no complicada y
complicada con una frecuencia de tres veces al afio o dos en los Ultimos seis

meses, demostrados por el cultivo. (20)

De acuerdo con la poblacion

A. Infeccion de tracto urinario nosocomial: Aparicion de infeccion urinaria a partir
de las 48 horas de la hospitalizacion de un paciente sin evidencia de infeccion,
asociada a algin procedimiento invasivo, colocacién de un catéter urinario.

(22)

2.1.3 Urocultivo

Es una prueba primordial en los laboratorios de microbiologia clinica manteniendo su
vigencia y utilidad, considerado patron de referencia o0 método de oro por proporcionar un
alto valor predictivo positivo en el diagnostico de infecciones urinarias tanto sintomatica
0 asintomaética. Siempre y cuando se garantiza una técnica aséptica durante la recoleccion
de la muestra. (23,24)

Estd basada en la presencia de un nimero significativo de bacterias representadas por el

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), generalmente se considera
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urocultivo positivo con un recuento > 100,000 UFC/ml. con una piuria junto con la
bacteriuria, es un dato muy importante para el diagnostico de infeccion del tracto
urinario, siempre y cuando se garantiza una técnica aséptica durante la recoleccion de la
muestra. En conclusion, el urocultivo nos permite identificar y cuantificar los gérmenes y

estudiar la sensibilidad de los mismos antibidticos. (25,26)

Actividad antimicrobiana residual (AAR)

Es la accion de inhibir el crecimiento bacteriano por causa de un agente bacteriostatico o
bactericida de origen natural o sintético. Esta prueba se realiza para detectar la existencia
de antimicrobianos en tejidos y fluidos bioldgicos tales como la orina. La necesidad de
detectar esta actividad se ha hecho muy importante en estos ultimos tiempos por el
aumento progresivo en la resistencia bacteriana debido al consumo inapropiado de

antibioticos sin prescripcion médica tanto en la poblacién como en la ganaderia. (27)

2.1.5 Meétodos de actividad antimicrobiana en orina

2151 Métodos manuales

A. Método de inoculacién directa

Se basa en inocular la placa de Mueller Hinton con una suspension de solucion salina
con la cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 a una escala de 0.5 de Mc Farland y
mediante un hisopo se desliza en tres direcciones distintas, rotando la placa unos 60°

cada vez y por ultimo por la periferia del agar para conseguir una siembra uniforme,
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se deja reposar durante 3 a 5 minutos a temperatura ambiente; luego se coge muestra
de orina con un asa de 1 ul para inocular por puncion sobre el medio de cultivo de
Mueller Hinton, Posteriormente se incuba a 37° C por un tiempo de 18 a 24 horas.
Concluido el tiempo de incubacion se debe observar si hubo crecimiento o inhibicion
alrededor de la zona de puncion. Un resultado positivo se evidencia al observan un
halo de inhibicion alrededor de la puncion y se debe reportar “Se detecta actividad

antimicrobiana en la orina”. (28)

B. Método de difusion en disco

Inoculacion sobre la superficie:

Se basa en preparar una suspension de la cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 a una
escala de 0.5 de Mc Farland y mediante un hisopo se disemina en tres direcciones
separadas en un angulo de 60° sobre una placa con agar Mueller Hinton y se deja
reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente; luego con una pinza se colocan
discos de papel filtro Whatman estériles de 6 mm de didmetro sobre el medio de
cultivo de Mueller Hinton con una separacion de 15 mm entre cada disco, luego se
coge 10 ul de orina con una pipeta automatica sobre el disco correspondiente,
Posteriormente se incuba a 37° C por un tiempo de 18 a 24 horas. Se realiza el
reporte del resultado; si hay presencia de halo de inhibicion se determina: presencia
de actividad antimicrobiana en la orina y en caso contrario se reporta ausencia de

actividad antimicrobiana. (30)
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INOCULACION PREVIA AL VERTIDO EN PLACA:

En la publicacion de Sabath. (1976), donde describe el propdsito del método, basado
en la obtencion de informacion mediante el analisis rapido y preciso en la deteccion
de antimicrobianos en sangre con la finalidad de detectar el efecto toxico y asegurar
la dosis terapéutica. Por consiguiente, el método propuesto en esta investigacion se
llevara acabo de la siguiente manera:

Se toma un inoculo 0,1 ml de esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633 y se afiaden a
100 ml de agar Mueller Hinton fundido a 50°C, homogenizar y verter en las placas
Petri, una vez solidificado colocar discos de papel filtro estéril de 6 mm de didmetro
con 10 ul de muestra de orina, incubar a 37°C durante 2 a 4 horas, luego leer los
resultados. Si hay presencia de halo de inhibicion se reporta: presencia de actividad
antimicrobiana en la orina y si no hay presencia de halo de inhibicion se determina

como ausencia de actividad antimicrobiana. (34)

2.1.5.2 Métodos automatizados

En la actualidad existen diversos métodos automatizados para realizar la deteccion de
actividad antimicrobiana, tanto por técnicas inmunoldgica como microbiol6gicas, esta
ultima presenta equipos automatizados que determinan la deteccion de actividad
antimicrobiana, la cual se basa en detectar el aumento de la turbidez en una cepa
estandarizada con un tiempo de incubacion ya determinado. El equipo Alfred 60® es un
equipo automatizado capaz de realizar cultivos bacterianos, pruebas de susceptibilidad y
deteccion de residuos antimicrobianos utilizando tecnologia basada en la dispersion de

luz y un turbidimetro integrado a un lector de Mc. Farland, el cual monitoriza y crea una
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curva del crecimiento bacteriano. En el proceso utiliza 500 ul de muestra de orina que se
agrega a un frasco sellado con una suspension de Staphylococcus epidermidis. El frasco
es incubado por rotacion a 37°C por 3 horas, su interpretacion: Si hay ausencia de
turbidez entonces la prueba seria positiva, nos indicaria que hay presencia de actividad

antimicrobiana. (29)

Para validar la prueba se adiciona paralelamente un frasco con 10 ug/ul de gentamicina

para un control positivo y 500 ml de solucion salina como control negativo. (29)

Cepa ATCC
Es un cultivo puro certificado de American Type Culture Collection (ATCC) que son
herramientas indispensables utilizadas en diferentes disciplinas para el control de calidad

en microbiologia. (32)

Cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633
Es una cepa certificada utilizada en diversos campos como la industria alimentaria,
farmacéutica, ganaderia y ensayos de control de calidad en os laboratorios de

microbiologia. (33)

Medios de cultivo

Es un conjunto de componentes como macronutrientes y micronutrientes que crean un
ambiente con las condiciones necesarias para favorecer el desarrollo de los

microorganismos. (35)
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Agar Mueller Hinton

Es un medio nutritivo no selectivo utilizado universalmente para la realizacion de la
prueba de sensibilidad a los antimicrobianos en los diversos microorganismos,
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), debido a que
presenta buena reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad y su contenido en

inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo. (36)

CAPITULO IIl: METODOLOGIA

Método de la investigacion
El método de investigacion es Hipotético deductivo, la cual se basa en suposiciones de

datos empiricos conforme descrito por Jorge Tam Malaga, (44)

Enfoque de la investigacion
El enfoque de la investigacidn es Cuantitativo, porque se realiz6 una recoleccion, medicion

y analisis estadistico de datos para contestar el problema general del estudio realizado. (44)

Tipo de investigacion
La presente investigacion es aplicada, porque el objetivo de este estudio fue dar a conocer
un nuevo método para determinar su eficacia en la deteccion de actividad antimicrobiana

residual en muestras orina. (44)

Disefio de la investigacion
El disefio de la investigacion es experimental, porque se busca determinar efecto y

resultado del procedimiento que se llevé a cabo en este estudio. (44)
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3.5 Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion:
La poblacion en estudio fue constituida por 1014 muestras biologicas de orina
provenientes de pacientes que acudieron al Hospital Nacional Docente Madre Nifio San
Bartolomé, para realizarse la prueba de urocultivo durante el mes de octubre del 2023.
Se trabajé con todas las muestras que cumplieron los criterios de seleccion.
Criterios de inclusion:
Todas las muestras de orina para urocultivo que cumplieron con las condiciones
preanaliticas adecuadas:

o Recoleccion de la muestra en un frasco estéril.

e Rotulacion correcta del frasco.

e Primera orina de la mafiana previo aseo.

e Obtencion de la muestra en condiciones asépticas.
Criterios de exclusion
Muestras de orina que fueron rechazadas por no cumplir con las condiciones
establecidas:

e Frasco no estéril y mal rotulado.

e Muestras contaminadas con sangre, secrecion vaginal y heces.

e Transporte inadecuado (muestra derramada).
Muestra:
La muestra estuvo conformada por la totalidad de la poblacion que cumplieron los

criterios de seleccion.

Muestreo: No aplica.



3.6 Variables y operacionalizacion

Variable

Principal:

Método
Colorimétrico

Actividad
Antimicrobiana
Residual

Definicion
Conceptual

Es la reaccion
bioquimica
visible por
sustancias
coloreadas

Es la presencia de
antibidticos

capaces de inhibir
el crecimiento de
microorganismos.

Definicion
Operacional

Es la medicion
de una zona
coloreada debido
a una reaccion

Es la presencia o
ausencia de un
halo de
inhibicién
mediante un
disco de papel
filtro
impregnado con
la muestra de
orina, mediante
una cepa
indicadora

Dimensiones

Presencia de
halo inhibicién

Ausencia de
halo inhibicién

Indicadores

Sensibilidad
Especificidad
Valor
predictivo
positivo y
negativo

Concordancia

Tiempo de
interpretacion

Crecimiento

24

Escala
de
Medicion

Nominal

Nominal
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica:
La modificacion del articulo se adapté el indicador purpura de Bromocresol y glucosa al
medio de cultivo (Mueller Hinton), con la finalidad que el Bacillus subtilis metabolice la

glucosa y asi por reaccion del indicador nos proporciond una mejor lectura del método.

3.7.2 Descripcion de instrumentos:

El instrumento que se utilizo fue la ficha de recoleccion de datos, con el cual se evalud la

eficacia del método propuesto.

3.8 Plan de procedimientos y analisis de datos
Con relacion al andlisis de datos, se utilizé una computadora Intel CORE i5, los datos
fueron almacenados haciendo uso del programa Microsoft Excel.
Los datos previa verificacion de calidad, fueron procesados mediante el programa
estadistico SPSS version 25. Para la presentacion de resultados se hizo uso de la

estadistica descriptiva y la informacion se presento en tablas y graficos.

3.9 Aspectos éticos
El presente estudio, por su tipo y disefio, no se contrapone con aspectos éticos de la
investigacion cientifica; se respetd estrictamente los principios bioéticos de Autonomia,
Beneficencia, No maleficencia y justicia. Por el cual se sometié al comité de ética de

esta institucién de la Universidad Norbert Wiener.
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4. CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

41 RESULTADOS

En este estudio el método colorimeétrico fue eficaz en base a la determinacion de la sensibilidad
(97.5%), especificidad (100%), tiempo de interpretacion de 2 y 4 horas, con un valor predictivo
negativo (99.6%) y valor predictivo positivo (100%), encontrando una concordancia con el
método difusion disco de papel; segun la escala de valoracion de Landis y Koch, a continuacion

nos enfocaremos en los resultados especificos antes mencionado:

4.1.1 Resultados de la Sensibilidad del método colorimétrico

Figura 1.
Sensibilidad del método colorimétrico para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023

Sensibilidad

100

90 -
Sensibilidad

85

NSNY

75 x :
Método colorimétrico  Método difusion disco
de papel

Interpretacion Figura 1: Se ha determinado la sensibilidad para la prueba de actividad
antimicrobiana residual (AAR) por medio del método colorimétrico y método difusion disco de
papel, obteniendo como resultado un 97.5% y 83.2% respectivamente. Se utiliz6 como Gold

Standar el AAR total obtenida en el estudio.
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4.1.2 Resultados de la Especificidad del método colorimétrico

Figura 2.

Especificidad del método colorimétrico para la deteccidn de actividad antimicrobiana residual
en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023

Especificidad
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50 D0% D0% m Especificidad
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20 -
10

0 ‘ :

Método colorimétrico  Método difusion disco
de papel

Interpretacion Figura 2: Se ha determinado la especificidad para la prueba de actividad
antimicrobiana residual (AAR) con un 100% tanto con el método colorimétrico y el método

difusion disco de papel.
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4.1.3 Resultados del valor predictivo negativo y valor predictivo positivo del método
colorimétrico.

Tabla 3

Valor predictivo negativo (VPN) y Valor predictivo positivo (VPP) del método colorimétrico
para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente
Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA VALOR PREDICTIVO VALOR PREDICTIVO
RESIDUAL (AAR) NEGATIVO (VPN) POSITIVO (VPP)
Método Colorimétrico 99.6% 100%
Método Difusion Disco de papel 97.8% 100%
Figura 3

Valor predictivo negativo (VPN) y Valor predictivo positivo (VPP) del método colorimétrico
para la deteccion de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente
Madre Nifio San Bartolomé, Lima 2023
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Interpretacion Tabla 3 y Figura 3: Los valores predictivos negativos para la prueba de
actividad antimicrobiana residual (AAR) fueron de 99.6% para el método colorimétrico y 97.8%
para el método difusién disco de papel. Los valores predictivos positivos fueron del 100% para
ambos métodos. Se utiliz6 como Gold Standar el AAR total obtenida en el estudio.

4.1.4 Resultados de la concordancia del método colorimétrico y el método difusién disco de
papel.

Tabla 4

Concordancia entre el método colorimétrico y método difusion disco de papel para la deteccion
de actividad antimicrobiana residual en urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San
Bartolomé, Lima 2023

METODO DIFUSION DISCO DE

PAPEL Total

Positivo Negativo
TG Positivo 96 20 116
COLORIMETRICO o i 3 895 898
Total 99 915 1014

Interpretacion Tabla 4: La concordancia para la prueba de actividad antimicrobiana residual
(AAR) entre el método colorimétrico y método difusion disco de papel fue de un coeficiente
Kappa 0.880 considerandose un valor casi perfecto segin la escala de valoracion de Landis y
Koch (ver anexo 3). El Chi cuadrado demostré un p < 0.001, presentando relacion entre los dos

métodos antes mencionados.
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4.1.5 Resultados del tiempo de interpretacion del método colorimétrico

Tabla 5

Tiempo de interpretacion del método colorimétrico para la deteccion de actividad
antimicrobiana residual (AAR) en muestras de urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio
San Bartolomé, Lima 2023

TIEMPO DE INTERPRETACION

AAR 2 horas 4 horas 24 horas
Método 66 50 116
Colorimétrico (6.5%) (4.9%) (11.4%)
; I Positivo
Método Difusién 0 0 99
Disco de Papel (0%) (0%) (9.8%)

Figura 5

Tiempo de interpretacion del método colorimétrico para la deteccion de actividad
antimicrobiana residual en muestras de urocultivos del Hospital Docente Madre Nifio San
Bartolomé, Lima 2023

n: 119
120 -
e 11.49
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Interpretacion Tabla 5 y Figura 5: Se ha determinado el tiempo de interpretacion para la
prueba de actividad antimicrobiana residual (AAR) a partir del método colorimétrico y método
difusion disco de papel, un total de 1014 muestras de urocultivo, obteniendo 895(88.3%)
muestras sin AAR y 119(11.7%) muestras con AAR. Las 119 muestras con AAR se
determinaron en tiempos de 2, 4 y 24 horas, obteniendo como resultado con el método
colorimétrico a 2 horas: 66(6.5%), 4 horas: 50(4.9%) y 24 horas: 116(11.4%) y con el método
difusion disco de papel se obtuvo a las 2 y 4 horas: 0(0%) y 24 horas: 99(9.8%).

4.1.1 Discusion de resultados

En relacion a la deteccidn de actividad antimicrobiana residual (AAR) en orina, este estudio
obtuvo como resultado una sensibilidad del 97.5% y una especificidad del 100%, con un Valor
predictivo negativo (VPN) 99.6% y un Valor predictivo positivo (VPP) 100%, lo cual se
corrobora con Gomez J.(2017) presentando una igualdad en la especificidad y valor predictivo
positivo del 100% y un desacuerdo en la sensibilidad de 92.6% y un valor predictivo negativo de
98.9% ambos estudios utilizaron como referencia la misma cantidad de orina (10 ul) y cepa

indicadora(Bacillus subtilis ATCC 6633.

La determinacion del tiempo de interpretacion para la deteccion de actividad antimicrobiana
residual en muestras de orina para urocultivo fue realizada en este estudio, obteniendo como
resultado un total de 11.4% de muestras con actividad antimicrobiana, donde 6.5% de las
muestras corresponden a un tiempo de 2 horas de incubacion y 4.9% a las 4 horas de incubacidn.
La cual se contrapone con los estudios de Gomez J. (2017) donde demostré 11.46% de muestras
con actividad antimicrobiana, de igual forma Rodriguez C. (2014) que obtuvo 9.7%, por ultimo

Calderon V. (1984) con un 5.4% donde el tiempo de interpretacion fue a partir de las 18 horas
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de incubacion. Delante de lo expuesto, este estudio demuestra un tiempo menor en la
interpretacion de los resultados utilizando el Método colorimétrico, la cual contiene esporas de
Bacillus subtilis ATCC 6633, indicador purpura e bromocresol y glucosa, siendo asi nuestro

estudio un trabajo inédito y nueva propuesta para la rutina del laboratorio.

El estudio realizado por Rodriguez C. (2014), la cual llevo a cabo la determinacion de la
actividad antimicrobiana residual en muestras de urocultivo donde analizaron 2024 muestras, ya
que obtuvieron una frecuencia de 9.7% y 6.4%, utilizando cantidades de 10ul y 1lul de orina
respectivamente, mediante el uso de la cepa indicadora de Bacillus subtilis ATCC 6633. Por lo
tanto nuestro estudio se contrapone debido a que determino una mayor frecuencia de 11.4%. Esta

desigualdad se deberia a la utilizacién del método colorimétrico por parte de nuestro estudio.

En el estudio de Calderon V. (1984), donde evaluaron 3000 muestras para determinar la
actividad antimicrobiana residual en orina para urocultivo, obtuvieron como resultado 164
muestras equivalente a una frecuencia de 5.4% en relacion a la actividad antimicrobiana. Este
estudio se contrapone debido a que obtuvo como resultado una mayor frecuencia de 11.4%,
utilizando la misma cepa indicadora Bacillus subtilis ATCC 6633. Esta diferencia es debido al

consumo inapropiado de antimicrobianos de la poblacidn en estos tiempos, segun la OMS.

En relacién a la deteccion de actividad antimicrobiana residual (AAR), el presente estudio
determind un resultado de 119 casos con actividad antimicrobiana que representaron 11.70% de
un total de 1014 muestras de orina para urocultivo de pacientes atendidos en el Hospital

Nacional Docente San Bartolomé; sin embargo estos resultados fueron distintos a los obtenidos
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por Ocan M. (2015) en los hospitales de Lira y Gulu, al norte de Uganda, encontrando 137 casos
con actividad antimicrobiana residual que representaron el 30.4% de un total de 450 muestras de
orina, al igual forma Fernandez C. (2004), en su estudio encontr6 43 muestras con actividad
antimicrobiana equivalente a 29.25% de un total de 147 muestras de procedencia de consultorio
y hospitalizacion en el hospital virgen de las nieves en Granada Espafia, Estos desacuerdos en la
frecuencia se deberia a que el estudio de Ocan M. (2015), el 62.2% de pacientes atendidos en
los Hospitales de Lira y Gulu habria utilizado antimicrobianos. De igual manera la diferencia de
frecuencias en el estudio de Fernandez C. (2004) se deberia a que utilizaron una mayor cantidad

de muestra de orina (150 ul) para el analisis de actividad antimicrobiana residual.

En el estudio de Cardozo D. (2014), se determind un total de 188 muestras de orina para
urocultivo de las cuales el 64.3% presentaron actividad antimicrobiana residual por métodos
manuales utilizando cepas Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
método automatizado por turbidimetria con cepas de Staphylococcus epidermidis y una
sensibilidad correspondiente a 71.4%, 42.8% y 92.6% respectivamente. A diferencia de este
estudio que present6 una frecuencia de 11.70% siendo menor; a su vez presento una sensibilidad
del 97.5% mayor a la encontrada por Cardozo. Esta desigualdad de frecuencia se deberia a que el

estudio de Cardozo utilizé muestras de pacientes hospitalizados en su totalidad.

De lo expuesto anteriormente, verificamos algunas discrepancias encuanto a la sensibilidad,
valor predictivo negativo y tiempo de interpretacion en comparacion a otros estudios, esto

posiblemente sea debido a la metologia utilizada en este estudio, como es el método
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colorimétrico, la cual propone una nueva alternativa dentro de la rutina del laboratorio, porque

desmuestro ser barata, eficaz y rapida; ademas de ser un trabajo inédito .

Con relacion a la frecuencia de muestras de orina presentando AAR, en este estudio se evidencid
11,4% de un total de 1014 muestras de orina. Otros trabajos nacionales como los estudios
realizados por Calder6on V. (1984), Rodriguez C. (2014), Gomez J. (2017), presentaron
frecuencias de 5,4%, 9.7% y 11.46% respectivamente. Verificandose que un incremento gradual
con el transcurrir del tiempo, esto nos lleva a considerar la problematica que vivimos en estos
tiempos actuales sobre el uso irracional e indiscriminados de los antimicrobianos siendo un

problema para el campo médico y a la organizacion mundial de la salud (OMS).

Por lo tanto este trabajo demostro ser una nueva metodologia con una facil interpretacion y un
menor tiempo del resultado, con la finalidad de rastrear las AAR en muestras de orina de nuestra
poblacion que cada vez mas viene haciendo uso indiscrimado de antimicrobianos. Ademas sera
beneficioso para los métodos propuestos que utilizan removedores de antibioticos en muestras de
orina, asi ayudar a la recuperacién de uropatdgenos y evitar generar resultados falso negativos en

aquellos pacientes con sospecha de infeccion de tracto urinario.

5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
e Se evaluo la eficacia del método colorimétrico para la prueba de actividad antimicrobiana
residual en urocultivos, en base a la sensibilidad, especificidad, nivel de concordancia

con el método difusion de disco y el tiempo de interpretacion, obteniendo resultados



35

relevantes con respecto al método propuesto por la sociedad Cientifica Peruana de
Microbiologia (SOCPEMI).

La sensibilidad para la prueba de actividad antimicrobiana residual en urocultivos es
mayor con el método colorimétrico 97.5%, con respecto al método difusion disco de

papel 83.2%.

La Especificidad del método colorimétrico es del 100% para la deteccion de actividad

antimicrobiana residual al igual que el método difusion disco de papel.

El valor predictivo negativo para la prueba de actividad antimicrobiana residual en
urocultivos es mayor por el método colorimétrico 99.6%, con respecto al método difusion

disco de papel 97.8% y el valor predictivo positivo es de 100%, para ambos métodos.

El nivel de concordancia entre el método colorimétrico y método difusion disco de papel
para la prueba de actividad antimicrobiana residual en urocultivos, determinados por el
indice Kappa es de 0,88. Obteniendo una fuerza de concordancia casi perfecta, la cual
determina que se puede utilizar ambos métodos para la prueba de actividad

antimicrobiana residual.

El tiempo de interpretacion del método colorimétrico para la prueba de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos es de 2 y 4 horas, a diferencia del método difusién

disco de papel, la cual obtuvo un tiempo de interpretacién a las 18 horas.
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5.2 Recomendaciones

e Utilizar el método colorimétrico debido a que presenta una mayor sensibilidad y valor
predictivo negativo, ademas un menor tiempo de interpretacion con respecto al método

difusion disco de papel con la cepa indicadora Bacillus subtilis ATCC 6633.

e Evaluar el método colorimétrico con otras cepas indicadoras como Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus stearothermophilus ATCC
7953, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, para

la deteccidn de actividad antimicrobiana residual en orina.

e Evaluar el método colorimétrico con un método automatizado para la deteccion de

actividad antimicrobiana residual en orina.
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6.1 Anexol

MATRIZ DE CONSISTENCIA
EVALUACION DE UN METODO COLORIMETRICO PARA LA DETECCION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA RESIDUAL EN

UROCULTIVOS DEL HOSPITAL NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, LIMA 2023

FORMULACION DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

VARIABLES

METODOLOGIA

Problema General

¢(Cual es la eficacia del método
colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023?

Objetivo General

Evaluar la eficacia del método
colorimétrico para la  deteccion
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023.

Principal

Método Colorimétrico

Problemas Especificos

¢Cual es la sensibilidad del método
colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023?

¢Cudl es la especificidad del método
colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023?

Objetivos Especificos

Determinar la sensibilidad del método
colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Niflo San Bartolomé, Lima 2023.

Determinar la especificidad del método
colorimétrico para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023.

Secundarias

Actividad antimicrobiana
residual

Tipo de investigacion

Aplicada

Método y Disefio de la
investigacion
Hipotético

Experimental.

deductivo,

Poblacion

La poblacion en estudio serd
constituida por 1014 muestras
bioldgicas de orina
provenientes de pacientes que
acudieron al Hospital Nacional
Docente Madre Nifio San
Bartolomé, para realizarse la
prueba de urocultivo durante
el mes de octubre del 2023. Se
trabajara con todas las
muestras que cumplan los

criterios de seleccion.
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¢Cual es el valor predictivo positivo
(VPP) 'y wvalor predictivo negativo
(VPN) del método colorimétrico para la
deteccion de actividad antimicrobiana
residual en urocultivos del Hospital
Docente Madre Nifio San Bartolomé,
Lima 2023?

¢Cual es la concordancia entre el método
colorimétrico y método difusion disco
de papel para la deteccién de actividad
antimicrobiana residual en urocultivos
del Hospital Docente Madre Nifio San
Bartolomé, Lima 2023?

¢Cudl es el tiempo de interpretacion del
método colorimétrico para la deteccion
de actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023?

Determinar el valor predictivo positivo
(VPP) 'y wvalor predictivo negativo
(VPN) del método colorimétrico para la
deteccion de actividad antimicrobiana
residual en urocultivo del Hospital
Docente Madre Nifio San Bartolomé,
Lima 2023.

Determinar la concordancia entre el
método colorimétrico y método difusion
disco de papel para la deteccion de
actividad antimicrobiana residual en
urocultivos del Hospital Docente Madre
Nifio San Bartolomé, Lima 2023.

Determinar el tiempo de interpretacion
del método colorimétrico para la
deteccion de actividad antimicrobiana
residual en urocultivo del Hospital
Docente Madre Nifio San Bartolomé,
Lima 2023.

Muestra

La muestra estara conformada
por la totalidad de la poblacién
que cumplan los criterios de
seleccion.




6.2 Anexo 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
EVALUACION DE UN METODO COLORIMETRICO PARA LA DETECCION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA RESIDUAL EN
MUESTRAS DE ORINA PARA UROCULTIVO DEL HOSPITAL NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, LIMA 2022
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CEPA DE Bacillus subtilis ATCC 6633 INDICADORA

PACIENTE DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
N° DE Siembra directa Esporas RESULTADO
FECHA MUESTRAS EDAD | SEXO CoD HOSP | CONS 10 ul 10 ul UROCULTIVO
HORA DE LECTURA
2 4 24 2 4 24
7 34 F 633 * - - + - + + NEGATIVO
21/09/2023 | 32
16 32 F 642 * - - - + + + NEGATIVO
17 29 F 745 % - - + + + + NEGATIVO
02/10/2023 | 28
29 1 F 757 * - - + + + + NEGATIVO
NEGATIVO
12/10/202 2 2 1 1 - -
/10/2023 5 0 F 044 * + + + + (BGN/LEUCOCITOS)
14/10/2023 | 32 14 32 F 1108 * - - + - + + NEGATIVO
POSITIVO 103
16/10/202 M 4804 - - -
6/10/2023 | 39 35 3 80 * + + + (BGN/LEUCOCITOS)
18/10/2023 | 24 27 30 F 4832 % - - + - + + NEGATIVO

COD: Codigo / HOSP: Hospitalizados / CONS: Consultorio / *: Pacientes atendidos / - :

Negativo / +: Positivo
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6.3 Anexo 3
VALORACION DEL COEFICIENTE KAPPA
(Landis y Koch)
Coeficiente Fuerza de Concordancia
Kappa
0,00 Pobre (Poor)
0,01 -0,20 Leve (Slight)
0,21 -0,40 Aceptable (Fair)
0,41 -0,60 Moderada (Moderate)
0,61 -0,80 Considerable (Substantial)
0,81-1,00 Casi perfecta (Almost perfect)

Valor  Errorestdndar T aproximada® SlgnIfI.CaC|0n
intdticnd aproximada
asintotico
Medida de acuerdo  Kappa .880 .025 28.146 <001

N de casos validos 1014




6.4 Anexo4

Aprobacion del Comité de Etica

" v COMITE INSTITUCIONAL DE. ETICAPARALA
Uni INVESTICGACTION
Morbart Wianer
CONSTANCIA DE APROBACION
Lmma, 12 de settembre de 2023
Imvestigadoria)

Jhonny Jozmell Julearima Briceso
Exp. N*: 1939-2023

De mi conmideracion:

Es grato expresarle mi cordial salude v a la ver informarle que el Comite Institucional de
Etica parz la mvestigacion de la Universidad Privada Morbert Wiener (CIEI-UPNW)
evalus ¥ APROBO los siguientes documenteos:

* Protocolo titulado: “Evaluacion de un Aétodo Colorimétrico para la Deteccion
de Actividad Antimicrobiana Residual en Urocultivos del Hospital Nacional
Docente Madre Nine San Bartolome, ma I023" Version 01 con fecha
2408/2023-

El cual tene como mveshgador prneipal al Sra) Thoony Jesmell Tulearima Bricefio v a
los investigadores colaboradores (o aplica)

La APROBACION comprends el cumphniento de las buenas prachcas éticas, el balance
nesgo'beneficio, 1la calificacion del equipo de mmvestigacion v la confidenciahidad de los
datos, entre ofros.

El imvestigador debera considerar los siguientes puntos detallados a contmuacion:
1. La vigencia de la aprobacion es de dos anes (24 meses) a partir de la enusion
de este documento,
1. El Informe de Avances se presenfara cada & meses, v el mforme final una vez
conchude el estudio.
3, Toda enmienda o adenda se deberd presentar al CIELITUFMNW v no pedra
mplementarse sin la debada aprobacon
4. 51 aplica, la Renovacion de aprobacion del provecto de mvesthigacion debera
miciarse treinfa (30) dizs antes de la fecha de vencimiento, con su respective
mforme de avance.
Es cuanto mformo 2 usted para su conocmmento v fines perfinentes.

Afentamente,

=

o
Prezidénta del CIEL- UPNY ==

[P

Ay, Arequipa 430 - Seals Beatniz
Liniversidad Privads Horber W
TedElpis THE-555% menn I250 Cel. 901 -DM0-57:

Lo R TR
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6.5 Anexo5
Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de datos

Decenio de & igualsad de Oporunidades pars mueres y homives™

Lima, 20 de setiemibve de 2003

JHONNY JULCARIMA BRICENO
Investigadar Principal
Presente.-

Expediente N*18264-23

Turgo « agrado de dirigme a usted pars ssludano cordaliments y #n relscicn al Proyecio de
Ienvessiigacidn; ttulado:

“EVALUACION DE UN METODO COLORIMETRICO PARA LA DETECCION DE
ACTIVIDAD ANTIWICROBIANA RESIDUAL EN UROCULTIVOS DEL HOSPITAL
NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, LIMA 2023",

Al respecto o Infoma b siguene:

Bl plarmeammnto del tema. la metodoinga estadisics propuests, 451 como al plan da analsls de los
resulisdok 8 obdenar son spropiades pars « esluso

Condusidex

El Comitd irwestigacon del HMONADOMANI San Bartolome y of Comidé Insstucional de Etca en
Invessgackin, aprusban el proyecio de iInvessigscin con Expedente N 1826423

Hapgo propicia & cportundad pars rvovar los ssntimienios de nuestra consderaddon y esima

i

Aoy, MOS0 Ugane 325 410 paCirsa Perd Tedidano 2000900 scean 162

Cacormea con Landcare
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6.6 Anexo 6
Informe del asesor de turnitin

Reporte de similitud

NOMEBRE DEL TRABAJO
TESIS FIMAL- JHONNY JULCARIMA . doc

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
10639 Words 60103 Characters

RECUENTO DE PAGIMAS TAMARO DEL ARCHIVO

68 Pages 18.4MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Oct 25, 2023 3:30 PM GMT-5 Oct 25, 2023 3:32 PM GMT-5

® 19% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base {

+ 18% Base de datos de Internet + 3% Base de datos de publicaciones
+ Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de Cross
« 7% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

+ Material bibliografico » Material citado
+ Material citado » Coincidencia baja (menos de 10 palabras)
+ Blogues de texto excluidos manualmente

Resumen
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6.7 FIGURAS

COSECHA DE ESPORAS DE Bacillus Subtilis ATCC 6633

FIGURA N° 1: Se realiz6 la cosecha de Esporas de Bacillus Subtilis ATCC 6633 a partir del
medio Tripticasa de soya (TSA), la cual se obtiene mediante un lavado de la superficie del medio
con 5 ml de agua estéril y un asa de 10 ul.

Fuente: Propia del investigador.



MATERIALES PARA LA PREPARACION DEL MEDIO COLORIMETRICO
FIGURA N° 2

Agar Mueller Hinton \ Purpura de Glucosa 10%
(100 ml) Bromocresol 0.4% (10 ml)

A
/ \‘\ |7

Esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633

y«gy

Fuente: Propia del investigador.
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PLACAS CON EL MEDIO COLORIMETRICO

FIGURA N° 3: Las placas con el medio colorimétrico se obtuvo mediante la mezcla del agar
Mueller Hinton estéril con la adicion de las esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633,
glucosa al 10% vy el indicador purpura de Bromocresol 0.4%, la cual cada placa contiene
unos 15 ml del medio.

R
S A\ ALt
Y

Fuente: Propia del investigador.
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CONTROL DE CALIDAD DEL MEDIO COLORIMETRICO

FIGURA N° 4: Presencia de halos de inhibicion a las 2 y 4 horas de incubacion a 37°C, con
los discos de antibioticos (Estreptomicina, Trimetoprim + sulfametoxazol, penicilina) como
control positivo y un disco con 10 ul de agua estéril como control negativo.

y s Trimetoprim
Estreptomicina // sulfametoxazol

2 horas

Sol. Salina

Penicilina

Trimetoprim
sulfametoxazol

Sol. Salina
Penicilina

e p—

Fuente: Propia del investigador.
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PLACA CON EL MEDIO COLORIMETRICO INOCULADA CON MUESTRAS DE
ORINA

FIGURA N° 5: Se observan los discos de papel filtro Whatman (6mm) colocados a una
distancia de 15 mm entre el centro de cada disco, la cual se le afiadié 10 ul de orina a cada
disco.

Fuente: Propia del investigador.
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PLACAS CON HALOS DE INHIBICION MEDIANTE EL METODO
COLORIMETRICO DURANTE EL TIEMPO DE 2 Y 4 HORAS

FIGURA N° 6: Se observa en la imagen A y B un HALO DE INHIBICION BIEN
NOTORIO durante las 2 y 4 horas de incubacion en el disco N° 11. Imagen C, se observa un
halo de inhibicion a las 2 horas de incubacion en el disco N° 19. Imagen D, halos de
inhibicidn a partir de las 4 horas de incubacion en los discos N° 26 y 37.

2 horas 4 horas
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METODO COLORIMETRICO

FIGURAS N° 7: Se observan HALOS DE INHIBICION a las 2 y 4 horas de incubacion en
los discos N° 7,17 y 21. Presentando halos de inhibicion bien marcados a las 4 horas,
debido a la degradacién de la glucosa que acidifica el medio y el indicador purpura de
Bromocresol vira a un color amarillo, observando un halo de color pdrpura la cual nos indica la
inhibicion del Bacillus subtilis.

2 horas 4 horas

METODO DIFUCION DISCO DE PAPEL

FIGURAS N° 8: Durante las 2 y 4 horas de incubacion NO SE OBSERVAN HALOS DE
INHIBICION, después de las 18 horas de incubacion se observan halos de inhibicion.

2y 4 horas 18 horas




