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RESUMEN

Se analizé la resistencia a quinolonas en cepas de Escherichia coli aisladas de
pacientes con infecciones urinarias agudas no complicadas, atendidos en el
Laboratorio de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa, en el periodo
comprendido entre enero- junio de 2014. La identificacion bacteriana se realizd
mediante pruebas bioquimicas convencionales, la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana se determiné utilizando quinolonas (acido nalidixico,
levofloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina) mediante el método de
difusibn en agar. Se analizaron 109 pacientes con infecciones urinarias
causadas por enterobacterias, en los cuales, se aislaron 93 cepas de
Escherichia coli, con una frecuencia de 85,32%, seguida de Klebsiella
pneumoniae, con 5,50%. Con respecto a los porcentajes de resistencia a las
quinolonas ensayadas, los mayores fueron para acido nalidixico (47,31%) y
ofloxacina (46,24%). Por otro lado, al observar los resultados de los
antibiogramas, se identificaron 6 fenotipos diferentes, siendo el fenotipo |
(ANAS, NOR®, CIP®, OFX®, LEV®) el mas frecuente, con 51,60%, seguido del
fenotipo Il (ANAR, NORR, CIPR, OFX®, LEVR) con 40,86%. Estos resultados
ponen en evidencia que mas del 40,00% de Escherichia coli presentan
resistencia in vitro a las quinolonas estudiadas.



INTRODUCCION

El sistema urinario es el conjunto de érganos que tiene como funcién principal la
produccion y salida de la orina. Esta constituido por dos rifiones, dos uréteres,
la vejiga y la uretra. La estructura a través de la cual emergen los uréteres, los
vasos sanguineos, los vasos linfaticos y los nervios del rifion se llama hilio
renal. Los riflones son Grganos pares situados en el abdomen a ambos lados de
la columna vertebral, aproximadamente, a nivel de las vértebras T12 y L3. El
rifidn derecho esta en un plano inferior al izquierdo debido a la presencia del
higado. El tamafio tipico es de 10 a 12 cm de largo, de 5 a 7 cm de ancho y 3

cm de espesor, en promedio pesa de 130 a 150 gramos (Fox, 2008).

Los rifiones filtran la sangre del aparato circulatorio gracias a las nefronas
(unidad basica constituyente del rifiébn) y eliminan los desechos (diversos
residuos metabdlicos del organismo, tales como, la urea, acido urico, creatinina,
potasio y fosforo) mediante la orina, a través de un complejo sistema que
incluye mecanismos de filtracion, reabsorcion y excrecion. Diariamente, los
rifones procesan unos 200 litros de sangre para producir hasta 2 litros de orina.
La orina desciende continuamente hacia la vejiga por unos conductos llamados
uréteres y la vejiga almacena la orina hasta el momento de su expulsion (Drake
et al., 2007).

En circunstancias normales, el tracto urinario es un sitio estéril con un
revestimiento impermeable. La esterilidad se debe a un mecanismo de
vaciamiento completo y periddico de la vejiga, a la integridad de la unién
ureterovesical y al esfinter uretral, la descamacion constante del epitelio
urinario, el flujo, las caracteristicas de la orina, las barreras inmunitarias y la

microbiota habitual de la uretra anterior. Las alteraciones de cualquiera de estos
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mecanismos Yy la estasis de la orina son factores que predisponen a padecer de

una infeccion del tracto urinario (ITU) (Martinez et al., 1997).

La ITU es la manifestacion clinica que con mayor frecuencia afecta al rifion y a
las vias urinarias, con una tasa de ocurrencia que oscila entre 0,30y 7,80% en
los primeros dias de vida; en la edad escolar se ubica entre 1,00 y 3,00%, para
aumentar en los adolescentes con el inicio de las relaciones sexuales. La
presencia de bacteriuria en edad preescolar y escolar origina mayor riesgo de
presentar una ITU en la edad adulta. En los adultos no se tienen con exactitud
datos de ocurrencia, debido al gran nimero de ITU asintométicas, tanto en
mujeres a cualquier edad como en hombres después de los 50 afios, pero en
hombres menores de 50 afios son raras, con una incidencia menor a 0,50%. De
1,00 al 3,00% de las mujeres jovenes pueden presentar, al menos, una ITU al
afio, en su mayoria no complicadas y en esta edad son 30 veces mas

frecuentes que en hombres (Rondon et al., 2007).

Las ITU se pueden categorizar en complicadas y no complicadas. La ITU no
complicada es cuando no existen factores que predisponen a la misma o a la
falla del tratamiento. En la ITU complicada existen factores que predisponen a
esta o influyen en su tratamiento tales como, embarazo, diabetes o
anormalidades fisiologicas. Esta diferenciacion influye en la correcta evaluacion
inicial del paciente y por lo tanto en su tratamiento y duracion (Levy y Lopardo,
2005; Guevara et al.,, 2011). Si bien es cierto que las infecciones urinarias
pueden ser causadas por diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae,
la mayoria de los casos ya sea de la comunidad o intrahospitalarios son

producidos por Escherichia coli (Laupland et al., 2007; Peleg y Hooper, 2010).

Los microorganismos pueden colonizar también el tracto urinario por via

hematodgena o linfatica; sin embargo, la via mas comun es el ascenso de



microorganismo a través de la uretra. Esto explica por qué las ITU son mas
frecuentes en mujeres que en hombres, y también el aumento de la patologia

después de una cateterizacion o instrumentacion (Alibadi et al., 1989).

Mas del 95,00% de las ITU son monobacterianas y Escherichia coli (E. coli) es
la responsable de la mayoria de los casos, especialmente, en pacientes
ambulatorios con infeccion aguda. En pacientes con infeccion recurrente y en
infecciones asociadas a la atencion en salud, aumenta de forma significativa la
frecuencia relativa de otros microorganismos, como: Proteus spp,
Pseudomonas spp, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Enterococcus spp Yy

Staphylococcus spp. (Montiel et al., 2011).

E. coli fue descrita por primera vez, en el afio 1885, por el bacteriélogo aleméan
Theodore Von Escherich, quien la denominé Bacterium coli. Posteriormente,
la taxonomia le adjudic6 el nombre de Escherichia coli, en honor a su
descubridor. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera una bacteria de microbiota habitual,
pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo

diferentes cuadros clinicos, entre ellos, diarreas e ITU (Feng et al., 2002).

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, compuesta por bacilos Gram
negativos no esporulados, mdéviles, con flagelos peritricos, aunque también
pueden ser inméviles, aerobios o anaerobios facultativos, capaces de crecer en
agar Mac Conkey, catalasa positiva, oxidasa negativa y reductores de nitratos a
nitritos. Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucién en el
suelo, agua, vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, las
enterobacterias en patologia humana pueden cuantificarse, debido a que, éstas
constituyen, aproximadamente, 50,00% de todos los aislamientos clinicamente
significativos en los laboratorios microbioldgicos, y hasta 80,00% de todos los

bacilos Gram negativos identificados (Narato y Kaper, 1998).
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Dentro de los antibacterianos de eleccion para infecciones por E. coli en orina
se encuentran las quinolonas, las cuales son administradas segun el tipo de
infeccion que presenta el paciente (complicadas o no complicadas). Estas
actian inhibiendo dos enzimas del tipo topoisomerasas, implicadas en la
replicacion y transcripcion del ADN, en concreto se trata de la ADN-girasa y de
la topoisomerasa IV. Estas dos enzimas son tetrdmeros formados por dos
subunidades A y dos subunidades B, GyrA, GyrB para la ADN-girasa y ParC,
ParE para la topoisomerasa IV. Estas dos enzimas presentan una gran
homologia entre ellas (Drlica, 2003).

La ADN-girasa cataliza un superenrrollamiento negativo en la cadena de ADN,
permitiendo una mejor separacion de la doble hélice de ADN vy, de esta forma,
facilitar la formacion de la horquilla de replicacion. Por otro lado, la
topoisomerasa IV es responsable de la separacion de las dos cadenas hijas,
permitiendo la segregacion de los dos nuevos cromosomas bacterianos en dos
nuevas células hijas. De modo general, se acepta que el mecanismo de accion
de las quinolonas consiste en la formacion de un complejo quinolona-enzima-
ADN, el cual bloguea la accién normal de la enzima, e inhibe la sintesis del

ADN y provoca la muerte celular (Blondeau, 2004).

Las quinolonas se agrupan por generaciones, tomando en cuenta su época de
aparicion y su espectro antibacteriano (Azparren, 1997; Morejon y Salup, 2003).
Actualmente existen cuatro generaciones de quinolonas usadas como agentes
antimicrobianos, entre las que se encuentran: las de primera generacion,
representada principalmente por el acido nalidixico, aunque existen otras como:
el &cido oxolonico, acido pipemidico, acido piromidico etc., dentro de las de
segunda generacion se encuentran: ciprofloxacina y norfloxacina como los mas
importantes, utilizados en el area de la salud, las cuales son activas frente a
bacterias Gram negativas. Las de tercera generacion estan representadas por
levofloxacina, esparfloxacina y tusofloxacina, con buena actividad frente a Gram

negativos y micobacterias, y, por ultimo, las de cuarta generacion, donde se



encuentran la moxifloxacina, balofloxacina, clinafloxacina, gatifloxacina, entre

otras, con actividad ante bacterias anaerobias (Alvarez et al., 2016).

La resistencia bacteriana es la capacidad de un microorganismo para resistir los
efectos de un antimicrobiano. La resistencia se produce naturalmente
por seleccion natural a través de mutaciones producidas al azar, pero también
puede inducirse mediante la aplicacion de una presidn selectiva a una
poblacion. Una vez que se genera la informacion genética, las bacterias
pueden transmitir los genes adquiridos horizontalmente por intercambio
de plasmidos; introduccion de fagos, o por conversion lisogénica (Gérvas,
2000).

Normalmente, la resistencia adquirida en E. coli se origina por una acumulacién
de mutaciones en los genes que codifican las topoisomerasas,
fundamentalmente gyrA y parC. Estas mutaciones se concentran en un sitio
llamado regién determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR), que
codifican aminoacidos proximos al sitio activo de ambas enzimas. Otros
mecanismos de resistencias como la hiperexpresion de bombas de expulsién
activa o las alteraciones de las porinas, causan bajo nivel de resistencia (Ruiz,
2003; Martinez et al., 2008).

Los mecanismos cromosOmicos de resistencia van apareciendo
secuencialmente, y el uso de quinolonas es uno de los factores mas
importantes en la seleccion de aislados con resistencia de alto nivel a

fluoroquinolonas (Navarro et al., 2011).

Desde 1998 se empezaron a describir mecanismos de resistencia de origen
plasmidico, como la proteccién de la diana por proteinas Qnr, la modificacion de
las quinolonas por la acetiltransferasa AAC(6’)-Ib-cr, o las bombas de expulsion
activa QepA y OgxAB. Aunque la resistencia a quinolonas mediada por genes
plasmidicos presenta bajo nivel de expresion, se ha observado (tanto in vitro

como in vivo) que facilitan la seleccibn de mecanismos adicionales de
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resistencia, que contribuiran a un mayor nivel de resistencia (Martinez et al.,
2008).

No existen marcadores fenotipicos que ayuden a reconocer los determinantes
plasmidicos de resistencia, debido a que, éstos pueden estar presentes, tanto
en aislados sensibles como resistentes, es por eso que su deteccién debe
hacerse por métodos moleculares, los cuales no siempre son accesibles. Se ha
observado que algunas enterobacterias presentan sensibilidad disminuida a
fluoroquinolonas siendo sensibles al acido nalidixico, situacion que en muchos
casos podria asociarse con la presencia de genes plasmidicos de resistencia a
quinolonas tales como: genes de resistencia a quinolonas determinantes de gnr,
gen variante de la aminoglucésido acetiltransferasa (AAC(6)-Ib-cr) y genes
codificadores de bombas de eflujo (gepA y o0gxAB). Los resultados de
sensibilidad al acido nalidixico y ciprofloxacina son suficientes para el estudio
de mecanismos de resistencia a quinolonas en enterobacterias (Navarro et al.,
2011).

Las quinolonas son un grupo de antibiticos que presentan gran
biodisponibilidad, excelente penetracion prostatica y renal, alcanzan elevada
concentracion urinaria y tienen un significativo efecto postantibiético. Por estas
razones, las quinolonas han sido muy utilizadas para el tratamiento de las
infecciones del tracto urinario. Sin embargo, se ha observado un descenso de
sensibilidad a las quinolonas frente a E. coli y se atribuye a su utilizacién masiva
e incontrolada en la préctica clinica (Tena et al., 2010). En Venezuela, existe
muy poca informacion acerca de los fenotipos de resistencia desarrollados por
las bacterias causantes de infecciones urinarias agudas no complicadas
provenientes de la comunidad y, a pesar de que estos mecanismos de
resistencia se dan con mayor frecuencia en cepas provenientes de infecciones
asociadas a la atencion en salud, en la actualidad se han encontrado en

pacientes con infecciones agudas no complicadas provenientes de la



comunidad, es por ello, que el propdsito de esta investigacion fue evaluar la
resistencia bacteriana a quinolonas en cepas de E. coli aisladas de pacientes
comunitarios con infecciones urinarias agudas no complicadas y de esta forma,

facilitar el diagnéstico y posible tratamiento para los individuos.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

En el presente estudio se analizaron 392 muestras de orina, provenientes de
pacientes de ambos sexos, que acudieron al Laboratorio Clinico Fertilab.
Oriente, ubicado en la parroquia Valentin Valiente, Municipio Sucre, estado
Sucre, en el periodo comprendido entre los meses de enero a junio del afo
2014. Se excluyeron aquellos pacientes que presentaron algun factor de riesgo
como: tratamiento con algun antimicrobiano 15 dias previos a la toma de
muestra, asi como los que habian estado hospitalizados en los ultimos 3
meses, aquellos con infecciones recurrentes, diabéticos, embarazadas,
pacientes con catéteres permanentes (renales, ureterales o uretrales),
cateterismos intermitentes, alopatias obstructivas, calculos, tumores, reflujo
vesico-uretral, derivaciones urinarias, etc. (Anexo 1). La encuesta clinico
epidemioldgica se aplicé con el fin de obtener pacientes con infecciones

urinarias agudas no complicadas provenientes de la comunidad.

Aspectos éticos

A cada paciente seleccionado en esta investigacion, se le informé sobre los
alcances y beneficios de la investigacion, también se pidié su consentimiento
por escrito para el uso de la muestra en estudio. El estudio se llevé a cabo
considerando las normas de ética establecidas por la OMS para trabajos de
investigacién en seres humanos en la declaracién de Helsinki, ratificada por la
522 asamblea general, Edimburgo, Escocia en el afio 2000 (Anexos 2,3,4) (De

Abajo, 2001).

Recoleccién de la muestra de orina
Para la recoleccién de la muestra, se instruyé previamente a los pacientes

sobre el aseo adecuado de la regién genital y el método a través del cual



debieron recolectar la muestra (técnica del chorro medio). La muestra de
eleccion fue preferiblemente la primera de la mafiana, ésta fue debidamente
transportada en envases estériles, con refrigeracion, al laboratorio clinico
Fertilab. Oriente de la ciudad de Cumana y fueron procesadas antes de las 2

horas.

Analisis de orina

Examen macroscopico:

Las muestras de orina fueron debidamente mezcladas en su recipiente, para
luego ser trasvasadas a un tubo de ensayo previamente limpio y desgrasado
con la finalidad de observar caracteristicas macroscépicas como: apariencia,
olor y color, la cual permitié orientar en el reconocimiento de una ITU (Zitelli y
Davis, 2009).

Examen microscopico:

Las muestras de orina fueron centrifugadas a 3 000 revoluciones por minuto
durante 10 minutos, luego se descarté el sobrenadante para la obtencion del
sedimento urinario, el cual se observé entre lamina y laminilla al microscopio
con objetivo de 40X y se identificé la presencia de bacterias y leucocitos (Zitelli
y Davis, 2009).

Tincion de Gram

El sedimento urinario obtenido mediante centrifugacion, fue mezclado en su
recipiente, se tomd la muestra utilizando un asa bacteriolégica estéril,
posteriormente, se colocdé en una lamina portaobjeto previamente limpia y
desgrasada, se dejo secar a temperatura ambiente, luego, se fijo por calor y se
procedié a realizar la coloracion empleando la técnica de Gram. Esta técnica
permitié observar la presencia de células bacterianas, su morfologia y afinidad
tintorial (Hucker y Conn, 1923).

Cultivo de orina



El diagnostico de ITU se realiz6 mediante el método de urocultivo, por la técnica
de agotamiento por estria, utilizando el asa calibrada, el cual comprende las
siguientes etapas:

Siembra y aislamiento

La siembra se realizé mediante la técnica de agotamiento por estria empleando
un asa calibrada previamente esterilizada de 10 pul, equivalentes a 0,01 ml de
orina; las muestras de orina se sembraron en agar sangre y agar McConkey.
Las placas sembradas se colocaron en incubadora a 37°C por 24 horas, en

microaerofilia y aerobiosis, respectivamente (Koneman et al., 2008).

Valoracion de cultivo

Se valor6é cada cultivo bacteriano en agar McConkey y los microorganismos
sospechosos para E. coli fueron resembrados en agar nutritivo v,
posteriormente, se realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes. Se
observaron las caracteristicas macroscopicas (redondas, lisas, elevadas o
convexas, lactosa positiva, con bordes regulares o irregulares), en los diferentes
medios. A dichas colonias, se les realiz6 la coloracion de Gram para la
identificacion morfoldgica y tintorial del microorganismo de interés diagndstico
(Schwarcz et al., 1990; Gonzéalez, 2004).

Contaje de las colonias

El recuento de las colonias aisladas, se realiz6 a partir de las colonias aisladas
en agar McConkey, utilizando un contador de colonias marca Suntex. Dicho
recuento fue significativo al observarse la presencia de una cantidad igual o
mayor a 10° UFC(Unidades Formadoras de Colonias)/ml de orina no
centrifugada, ademas, se tomd en cuenta aquellas muestras de orina cuyos
pacientes tenian sintomatologia clinica para infeccion urinaria, con

aproximadamente 85 000 UFC/ml de una especie bacteriana dominante, y

10



negativa, al no haberse observado crecimiento o en tal caso, la presencia de
una o mas de dos especies bacterianas en cantidades no mayores de
10*UFC/ml de orina no centrifugada. Cifras menores fueron consideradas como

contaminacion (Schwarcz et al., 1990; Gonzélez, 2004)

Pruebas bioquimicas para la identificacion de enterobacterias.

Para realizar la identificacion de las enterobacterias se utilizaron las siguientes
pruebas bioquimicas segun técnicas descritas por Mac Faddin (2003) y
Koneman et al., (2008):

Prueba de la oxidasa

Para realizar esta prueba se empled un papel filtro con unas gotas del reactivo
tetrametilparafenilendiamina, donde se colocé una colonia del microorganismo
en estudio procedente del agar nutritivo. Se esperé un tiempo de 10 segundos y
al aparecer un color morado (en el sitio donde fue colocada la colonia) indicé un
resultado positivo para la prueba. Esta prueba permitié poner en evidencia si la
bacteria posee o no la enzima citocromo oxidasa, por lo que puede usar
oxigeno en la produccion de energia con una cadena de transporte de
electrones. La negatividad de la prueba se evidenci6 con la ausencia del color

morado al entrar en contacto la colonia con el reactivo.

Determinacion de la motilidad, produccién de indol y descarboxilacion de la
ornitina

En tubos que contenian el medio semisdlido motilidad, indol, ornitina (MIO), Se
procedié a inocular por puncion, la colonia sospechosa con una aguja
bacteriologica estéril y, posteriormente, fueron incubadas a 37°C durante 24
horas, en condiciones de aerobiosis. Esta prueba se utiliz6 para determinar la
motilidad, produccion de indol y la sintesis de la enzima ornitina descarboxilasa
por parte de la bacteria. La motilidad se evidencié6 mediante la turbidez del

medio a partir de la linea de puncion. La produccién de indol se observo, con la
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formacion de un complejo de color rojo en la superficie del medio, cuando el
triptéfano es degradado por la enzima triptofanasa, obteniéndose indol, el cual
reacciona con el aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido, producto quimico
activo del reactivo de Kovac. La producciébn de la enzima ornitina
descarboxilasa es capaz de reaccionar con la porcion carboxilo (COOH) de la
ornitina para formar aminas de reaccion alcalina que elevan el pH y hacen virar
el indicador parpura de bromocresol a purpura intenso, lo cual se considero

positivo.

Descarboxilacion de la lisina

Se procedié a inocular por puncién y estrias una colonia sospechosa en el
medio de lisina hierro agar (LIA), luego se incub6 a 37°C durante 24 horas. Esta
prueba se realiz6 con la finalidad de determinar la capacidad de la bacteria de
sintetizar la enzima lisina descarboxilasa, la cual, es capaz de atacar
aminoacidos hasta la formacién de aminas que elevan el pH del medio,
haciendo virar el indicador purpura de bromocresol a purpura intenso, pudiendo

asi considerar la prueba positiva.

Descarboxilaciéon de la arginina

En tubos que contenian caldos con arginina, se procedié a inocular una colonia
sospechosa del microorganismo aislado, posteriormente, se incubd a 37°C
durante 24 horas, en condiciones de aerobiosis. Esta prueba se utiliz6 para
determinar la capacidad que tienen los microorganismos de hidrolizar el
aminoacido arginina en el medio, en presencia de la enzima arginina

dihidrolasa.

Hidrolisis de la urea
La colonia sospechosa fue inoculada en tubos que contenian agua peptonada,
a los que se les agregaron de 3 a 4 gotas del reactivo de urea. Los tubos fueron

incubados a 37°C por un tiempo de 24 horas. Esta prueba se utilizdé con la
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finalidad de determinar la capacidad de la bacteria para sintetizar la enzima
ureasa capaz de hidrolizar la urea en dos moléculas de amoniaco més didxido
de carbono, las cuales en solucién acuosa reaccionan para formar carbonato de
amonio, que provocara la alcalinizacion del medio y por lo tanto, el viraje de

color del indicador rojo de fenol a fucsia, considerando la prueba positiva.

Utilizacion de citrato

En tubos con el medio solidificado en bisel, se procedio a realizar la siembra por
estria de la colonia sospechosa en la superficie del medio, y luego se incubd
37°C durante 24 horas. Esta prueba se utilizé para determinar si la bacteria es
capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y las sales de amonio
como unica fuente de nitrégeno, provocando asi la alcalinidad del medio, y por
lo tanto, viraje del indicador de pH (azul de bromotimol) de verde a azul,
considerandose de esta forma la prueba positiva. También, se considerd la
prueba positiva al observar el crecimiento de bacterias en la superficie del agar

sin cambio de color en el medio

Utilizacién de malonato

Se inocul6 una colonia en caldo malonato y se incub6 a 37°C por 24 horas, para
determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar el malonato de sodio
como Unica fuente de carbono y el sulfato de amonio como Unica fuente de
nitrdgeno, produciendo un aumento de la alcalinidad o formacion de hidroxido

de sodio (NaOH). La aparicion de un color azul indic6é una prueba positiva.

Utilizacion de hidratos de carbono

En tubos con medio de cultivo agar Kligler (KIA), se procedié a realizar la
siembra con aguja bacteriolégica por puncion y estrias de la colonia
sospechosa, se incubd a 37°C por 18 a 24 horas, en condiciones de aerobiosis.

Este medio permitié diferenciar entre los bacilos Gram negativos, tomando en
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cuenta la capacidad de fermentar o no la glucosa y lactosa, asi como la

produccion de acido sulfhidrico (H,S) y gas.

Via de utilizacién de la glucosa

Se procedio a inocular el caldo de rojo de metilo con una colonia sospechosa de
un cultivo puro del microorganismo aislado. Se incub6 el caldo a 37°C durante
24 horas a 37°C, finalizada la incubacion, se le agregaron 3 gotas del reactivo
rojo de metilo directamente al caldo. El desarrollo de un color rojo estable en la
superficie del medio indicé la produccién de acido, produciendo una disminucién
en el pH (prueba positiva). Esta prueba proporcioné caracteristicas Utiles para la
identificacion de especies bacterianas que producen acidos fuertes a partir de la

glucosa.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Una vez identificada la bacteria, se determiné la susceptibilidad antimicrobiana
mediante la realizacion de un antibiograma, empleando el método de difusién
del disco en el agar (Bauer et al., 1966) y siguiendo las pautas del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI) 2015 y el Instituto Nacional de
Higiene Rafael Rangel para infecciones urinarias comunitarias. Se prepar6 una
suspensiéon bacteriana de la cepa en estudio en 4,5 ml de solucion salina
fisiologica estéril y se incubo a 37°C hasta observar una turbidez ajustada al
patrén 0,5 de la escala de McFarland, correspondientes a 1,5 x 108 UFC/ml.
Posteriormente, se impregnd un hisopo estéril en la suspension y se disemind
uniformemente sobre la superficie del agar Muller Hinton. Luego, se procedi6 a
colocar los discos del antimicrobiano de eleccion: acido nalidixico (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10 pg), ofloxacina (5 ug), levofloxacina (5
1g). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se midieron los diametros de los Halos de inhibicion presentados por
cada antimicrobiano y se interpretaron como sensibles, resistente o resistencia

intermedia segun fue el caso (CLSI, 2015). Algunos antimicrobianos utilizados
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en el presente estudio no son exclusivamente para infecciones urinarias agudas
no complicadas, sin embargo, fueron utilizados con el fin de monitorear cepas
con fenotipos de resistencia a quinolonas.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos a estadistica descriptiva y se
representaron en tablas y figuras (Sanchez y Garcia, 2007).
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RESULTADOS

En el presente estudio, de un total de 392 muestras de orina de pacientes que
acudieron al "Laboratorio Fertilab Oriente" ubicado en la Clinica Santa Rosa,
Cumana, estado Sucre, 146 (37,20%) fueron identificadas como infecciones del
tracto urinario agudas no complicadas provenientes de la comunidad
(ITUAPC), y 246 (62,75%) fueron negativos. De las 146 muestras de orina
identificadas como (ITUA,.PC), 109 (74,66%) presentaron cultivos positivos
para enterobacterias y 37 (25,34%) fueron cultivos positivos para otras especies

bacterianas (figura 1).

= Otras especies

= Enterobacterias

Figura 1. Distribucion de frecuencia de los cultivos de orina provenientes de
pacientes con infecciones del tracto urinario agudas no complicadas
provenientes de la comunidad que acudieron al “Laboratorio Fertilab Oriente"
ubicado en la Clinica Santa Rosa, Cumana, estado Sucre, durante un periodo
comprendido entre enero-junio de 2014.

En la presente investigacion, se encontré que el género mas propenso a
infecciones urinarias agudas no complicadas fue el femenino, con un total de
103 casos, representando el 70,55%, mientras que, en el género masculino, se
obtuvieron 43 (29,45%) casos. Por otra parte, los grupos etarios mas frecuentes
dentro del género femenino fueron los comprendidos de 25 a 36 afios, y 37 a 48

afios, con un 24,66% y 21,23%, respectivamente, en el caso del género



masculino los grupos etarios mas comprometidos con ITU fueron de 46 a 60
afos, y mas de 61 afios (tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de frecuencia segun edad y género en pacientes con
infecciones urinarias agudas no complicadas provenientes de la comunidad que
acudieron al "Laboratorio Fertilab Oriente" ubicado en la Clinica Santa Rosa,
Cumana, estado Sucre, durante un periodo comprendido entre enero-junio de
2014.

EDAD MASCULINO FEMENINO TOTAL
(Afios) Ne % Ne % Ne %
0-12 5 3,42 6 4,11 11 7,48
13-24 7 4,79 9 6,16 16 10,88
25-36 4 2,74 36 24,66 40 27,21
37-48 7 4,79 31 21,23 38 25,85
49-60 8 5,48 10 6,85 18 12,25
> 61 12 8,22 11 7,53 23 16,33
TOTAL 43 29,45 103 70,55 146 100

NO°: nimero; %: porcentaje

De los cultivos positivos para enterobacterias, se encontraron 93 cepas de E.
coli, representando una frecuencia de 85,32%, seguido de Klebsiella
pneumoniae, con un 5,50% (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de aislamientos de las enterobacterias causantes de
infecciones urinarias agudas no complicadas en pacientes que acudieron al
"Laboratorio Fertilab Oriente" ubicado en la Clinica Santa Rosa, Cumana,

estado Sucre, durante un periodo comprendido entre enero- junio de 2014.
N°: ndmero; %: porcentaje

Bacterias N° de cepas Frecuencia (%)
Escherichia coli 93 85,32
Klebsiella pneumoniae 6 5,50
Enterobacter aerogenes 5 4,59

Proteus mirabilis 4 3,66
Providencia spp 1 0,93

Total 109 100
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La figura 2 sefiala la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de E. coli, mediante
el método de difusion del disco en agar, ante los distintos antimicrobianos
estudiados. En ella se observa que el mayor porcentaje de cepas resistente
ante las quinolonas fue para acido nalidixico, con 47,31%, seguido de

ofloxacina, con 46,24%.

60,0%
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< _
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e
@)
o

20,0%

= Resistente

10,0%
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ANA NOR CIP OFX LEV

AGENTES ANTIMICROBIANOS

Figura 2. Distribucidon porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana a las
guinolonas por las cepas de Escherichia coli en pacientes comunitarios con

infecciones urinarias agudas no complicadas, periodo enero-junio de 2014.
ANA: &cido nalidixico, NOR: norfloxacina, CIP: ciprofloxacina, OFX: ofloxacina, LEV:
levofloxacina.

En la tabla 3, se observan los fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana
encontrados en los aislados de E. coli ante quinolonas. Se establecieron seis
(6) fenotipos diferentes, los cuales fueron asignados arbitrariamente con
ndmeros romanos. Los fenotipos | (ANA®, NOR®, CIP®, OFX®, LEV®) y Il (ANAF,
NORR, CIPR, OFXR, LEVP) fueron los més frecuentes, con 51,60% y 40,86%,
respectivamente, seguido del fenotipo Il (ANAR, NOR®, CIP®, OFX®, LEV®), con
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4,30% vy, por Gltimo, los fenotipos IV (ANAR, NOR®, CIP®, OFX®, LEV®), V
(ANAR, NORR!, CIP®, OFX®, LEV®), y VI (ANAR, NOR®, CIP®, OFXR, LEVRY,

con un 1,08% cada uno.

Tabla 3. Fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana a quinolonas de diferentes
generaciones y espectros de accion encontrados en Escherichia coli, aisladas
de pacientes con infecciones de tracto urinario agudas no complicadas
provenientes de la comunidad atendidos en el Laboratorio Clinico Fertilab
Oriente. Cumana, estado Sucre, durante el periodo enero-junio 2014.

Agentes antimicrobianos
Fenotipo  ANA  NOR CIP OFX LEv N°CPS. %

I S S S S S 48 51,60
Il R R R R R 38 40,86
1 R S S S S 04 4,30
vV RI S S S S 01 1,08
\ R RI S S S 01 1,08
Vi R RI RI R RI 01 1,08

ANA: acido nalidixico, NOR: norfloxacina, CIP: ciprofloxacina, OFX: ofloxacina, LEV:
levofloxacina, N° CPS: numero de cepas S: sensible, R: resistente, RI: resistencia intermedia.
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DISCUSION

La literatura sefiala que E. coli es la especie méas frecuentemente aislada en
ITU a cualquier edad, ya que, se ha hallado como responsable del 75,00 a
80,00% de los casos (Nicolle et al.,, 2005). La frecuencia de infecciones
urinarias tanto en hombres como en mujeres varia de acuerdo con la edad del
individuo. En los primeros afios de vida el riesgo es similar en ambos sexos.
Entre los 15 y 35 afios el riesgo es 40 veces mayor en las mujeres, mientras
que, en el hombre aumenta a partir de los 60 afios, principalmente por los
trastornos obstructivos urinarios, segun Sheffield y Cunnigham (2005). En la
tercera edad el riesgo es semejante en ambos sexos, pero en el presente
estudio, ademas de haber hallado mayor nimero de individuos masculinos con
ITU por encima de los 49 afos, en los grupos etarios de 25 a 36 y de 37 a 48,
también se obtuvieron pacientes con dichas infecciones, este hecho podria
estar relacionado a la actividad sexual durante ese lapso de edades. Al
respecto, algunos estudios reportan que la edad promedio de los pacientes mas
afectados en las ITU es la de 65 afios, mientras que otros sefialan el rango de
35 a 40 (Paez et al., 2011).

El sexo femenino es mucho mas propenso a las infecciones urinarias, las
bacterias encuentran un camino mas breve para llegar al tracto urinario
femenino que el masculino. La preponderancia de aislamientos de E. coli en
urocultivos de pacientes del sexo femenino, solo reafirma lo que continuamente
se describe en la literatura médica acerca de la ocurrencia de las infecciones

urinarias con mayor frecuencia en este sexo (Villarroel et al., 2002).

Es importante sefalar que, por lo general, las ITU no complicadas se presentan
con mayor incidencia en mujeres menores de 50 afios, debido a que este grupo
representa a una poblacion sexualmente activa (Foxman, 2003). Otro factor

importante que justifica la mayor frecuencia de ITU en mujeres es la higiene,
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relaciones sexuales, el uso de espermicidas entre otros, permiten el
establecimiento de las infecciones, donde E. coli es el colonizador mas

frecuente (Calderén et al., 2013).

En el presente estudio se logr6 aislar varios géneros de enterobacterias, entre
las que se destaca E. coli como principal agente causal, con una frecuencia de
85,32%, seguido de K. pneumoniae con 5,50%. Estos resultados son similares
a los encontrados por Roberts (1996), quien reporté una frecuencia para E. coli
de 89,20%, seguido de P. mirabilis con 3,20% y K. pneumoniae 2,40%. Por su
parte, Manrrique (2009), en Bolivar, report6 frecuencias de aislamiento para E.
coli (63,89%), P. mirabilis (6,94%) y K. pneumoniae (5,55%). Alés (2005), en un
estudio realizado sobre la epidemiologia y etiologia de la infeccion comunitaria
en el Hospital de Méstoles de Espafia, sefiala una frecuencia de 80,00% para
E. coli. Asi mismo, Seija et al. (2010), en un estudio en pacientes mayores de
15 afos, con ITU adquiridas en la comunidad, que consultaron en el
Departamento de Emergencia del Hospital Pasteur de Uruguay, reportaron para

E. coli una frecuencia de 80,00%.

La virulencia de un microorganismo condiciona en gran medida su potencial
para establecer una infeccion. No todas las cepas de E. coli poseen la misma
capacidad para infectar el aparato urinario. Solo las cepas con determinado
grado de virulencia son capaces de producir una infeccion urinaria en pacientes
con el aparato urinario intacto, mientras que, en pacientes con anormalidades
anatomicas o funcionales del mismo, las cepas sin determinantes de virulencia

son capaces de causar una infeccién (Seija et al., 2010).

Existe una gran diversidad de factores de patogenicidad que facilitan el
crecimiento bacteriano y la persistencia en las vias urinarias, entre ellos se
pueden mencionar, la expresion de adhesinas tipo 1 y el pilus P que permiten a

E. coli uropatéogena (ECUP) unirse e invadir las células y los tejidos de acogida
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en el tracto urinario, otro factor importante es la expresion de factores quelantes
del hierro (sideréforos) que permiten captar hierro. El despliegue de una gran
variedad de toxinas, incluyendo hemolisina y el factor necrotizante citotoxico 1,
son determinantes presentes en ECUP capaces de infligir dafio tisular extenso,
provocar difusion bacteriana y desactivar las células efectoras inmunes. Estas
toxinas también tienen la capacidad de modular las vias de sefalizacion de
acogida que afectan a miles de procesos, incluyendo las respuestas
inflamatorias, la supervivencia de la célula hospedera y la dinamica del

citoesqueleto (Cercenado y Canton, 2010; Totsika et al., 2012).

Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana de E. coli, ante las quinolonas,
el mayor porcentaje de resistencia se evidencié contra acido nalidixico y
ofloxacina con 47,31% y 46,24%, respectivamente. Al respecto, Junquera et al.
(2005), en Espafia, en aislados de E. coli procedentes de pacientes
comunitarios, en los cuales el porcentajes de resistencia es de 39,00% para
acido nalidixico, 35,40% para ciprofloxacina; asi mismo, Sader y Jones (2000),
en un estudio realizado en Brasil, obtuvieron 40,00% de resistencia para
ciprofloxacina y levofloxacina, pero difieren de los resultados reportados por
Seija et al. (2010), en Uruguay, para acido nalidixico de 22,90% y para
ciprofloxacina de 15,00%. De igual manera, Gémez et al. (2009), en Colombia,

reportaron una resistencia para ciprofloxacina de 31,40%.

A pesar de que en esta investigacion solo se consideraron pacientes con ITU de
origen comunitario, se hallaron moderados porcentajes de cepas resistentes por
parte de E. coli ante las distintas quinolonas evaluadas. Esto puede estar
asociado a un aumento en las cepas con la capacidad de producir alteraciones
en los sitios dianas de las quinolonas, presencia de bombas de expulsién activa
y la transferencia de genes plasmidicos de resistencia, siendo el mecanismo

mayormente descrito el primero (Sierra y Vila 2009)
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En el caso de alteraciones de la diana, en microorganismos Gram negativos, la
ADN-girasa parece ser la primera diana para todas las quinolonas. Las
alteraciones en la diana se concentran en una region de la enzima, denominada
region determinante de resistencia a quinolonas, del inglés: quinolone
resistance-determining region (QRDR). Las Alteraciones en las regiones, tanto
de las dos subunidades de la ADN-girasa como de las dos subunidades de
topoisomerasa 1V, van asociadas a un incremento en la concentracion
inhibitoria minima de todas las quinolonas; de hecho, la resistencia a las
quinolonas parece ser producto de varios escalones en cada uno de los cuales
se produce una nueva mutacion. De este modo, la cepa tras una primera
mutacion en una QRDR, generalmente de gyrA, aparecera resistente al acido
nalidixico, pero sensible a las fluoroquinolonas (incrementando ligeramente sus
concentraciones minimas inhibitorias), y posteriormente mutaciones en éste u
otro QRDR como parC haran que la cepa pase a ser resistente a

fluoroquinolonas, aunque no a todas por igual (Navarro et al., 2011).

Las bombas de expulsion activa se encuentran en la membrana externa de las
células y expulsan hacia el exterior de la célula gran cantidad de moléculas,
entre ellas, metabolitos, detergentes, solventes organicos y antimicrobianos.
Para ello, utilizan hidrélisis de ATP o0 un mecanismo contra-transporte iénico
como sustrato energético. El principal papel de este mecanismo es mantener
bajas las concentraciones de sustancia téxicas dentro de la célula. Este
mecanismo por si solo confiere bajo nivel de resistencia antimicrobiano (Tafur et
al., 2008).

Los mecanismos de resistencia adquiridos incluyen, tanto mutaciones en genes
diana para determinados antimicrobianos, como adquisiciones de
determinantes de resistencia vehiculados en bacteriéfagos, plasmidos,

transposones y otros elementos genéticos méviles. Las mutaciones alteran el
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ADN pre-existente, pero no afiaden nuevos genes completos. La segunda
opcion, la transferencia genética horizontal, amplia el genoma de la bacteria
receptora a partir de otra portadora inicial, esta transferencia horizontal, se
puede llevar a cabo mediante tres mecanismos: transformacion, conjugacion y

transduccion del material genético (Fernandez, 2010).

En cuanto a los fenotipos hallados en este estudio, se observa que el fenotipo |
fue el méas frecuentemente encontrado entre las cepas de E. coli, caracterizado
por presentar sensibilidad ante todos los antimicrobianos ensayados, mientras
que el fenotipo Il se caracterizO por presentar resistencia a todos los

antimicrobianos probados.

Como se dijo anteriormente, no existen marcadores fenotipicos que ayuden a
reconocer los determinantes plasmidicos de resistencia, debido a que, éstos
pueden estar presentes, tanto en aislados sensibles (fenotipo 1), como en
aislados resistentes, observados en el fenotipo Il. Sin embargo, al analizar
resultados, los diferentes mecanismos de resistencia descritos para quinolonas
gue podrian estar presentes en el fenotipo Il, entre ellos se sugiere la presencia
de alteraciones en las dianas de las quinolonas, donde mediante una mutacién
puntual, se codifica otro aminoacido y de esta forma se modifica la enzima
blanco, con lo que se logra una alta resistencia a el acido nalidixico. Por otra
parte, la resistencia hacia fluoroquinolonas, tales como ofloxacina, se relaciona
con mas de una mutacion a nivel de gyrA, o con mutaciones en genes como

parC, a parte de los descritos anteriormente (Mosquito et al., 2012).

Los aislados de E. coli que presentaron resistencia o resistencia intermedia a
acido nalidixico y sensibilidad a las fluoroquinolonas (fenotipo Il y 1IV) muy
probablemente sea producto de una mutacién a nivel de gyrA, que es uno de
los mecanismos de resistencia a quinolonas mas frecuentemente encontrado,
factor que debe tomarse en cuenta a la hora de elegir un tratamiento, aunque
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en casos de ITU parece poco probable el fracaso terapéutico, debido a que
estos antibidticos alcanzan altas concentraciones en la orina, pero muchos
autores opinan que se debe reportar como resistente aquellos aislados que
también lo sean al acido nalidixico o, por lo menos, reportar como intermedio
sobre todo en aquellas infecciones donde el antimicrobiano no accedan
facilmente (Strahilevitz et al., 2009).

Los aislados de E. coli que presentan resistencia a acido nalidixico y resistencia
intermedia o resistencia a las fluoroquinolonas (fenotipo V), muy probablemente
presentan mutaciones en gyrA o en gyrA + parC, lo que implica resistencia a
todas las fluoroquinolonas, independientemente de su sensibilidad in vitro a

algunos de ellos (Calvo et al., 2011).

Fenotipos con sensibilidad disminuida a acido nalidixico y al resto de las
quinolonas (fenotipo VI) sugiere alta probabilidad de la captacion de genes de
resistencia mediante plasmidos, como sucede con los genes gnr que codifican a
la familia de proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrD) los cuales se unen
al ADN girasa (gyrA y gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE),
disminuyendo la accion de las quinolonas. Esto también pudiera deberse a una
disminucién de la concentracion del antimicrobiano en el espacio intracelular de
la bacteria, por una disminucion de la permeabilidad de la membrana externa o

por una hiperactividad de las bombas de expulsion (Calvo et al., 2011).

Aunque clasicamente, el rol de las bombas de expulsion ha sido considerado
como accesorio y, en general, de baja relevancia, no obstante, se ha
comprobado que, para algunas quinolonas, las bombas de expulsion si cumplen
un papel importante en el nivel basal de la resistencia a este antimicrobiano. Un
ejemplo de este tipo de mecanismo, descrito en E. coli, es el gen QepA, que
codifica una bomba de expulsion para fluoroquinolonas hidrofilicas, tales como

norfloxacina, ciprofloxacina (Cordeiro et al., 2004; Saenz et al., 2004).
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La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica, por lo tanto, hay
que mantener estudios constantes, debido al aumento progresivo que viene
presentando E. coli a las quinolonas, es necesario buscar opciones terapéuticas
diferentes, especialmente en pacientes con infecciones complicadas, ademas
de hacer un uso mas racional de estos antimicrobianos. Por otra parte, resulta
necesario implementar un monitoreo constante de la susceptibilidad de los
antimicrobianos de uso comun en el tratamiento de las ITU, implementando
métodos cuantitativos como la concentracion minima inhibitoria o cualitativos

como la difusién en agar.
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CONCLUSIONES

El 63,70% de las infecciones de (ITUA,.PC) fueron ocasionadas por E. coli,

representando el 85,32% de aislamiento entre las enterobacterias.

Los pacientes del sexo femenino en edad sexualmente activa fueron los mas
afectados con ITUAn.PC.

Un porcentaje moderado de las cepas de E. coli productoras de ITUA,PC

resultaron resistentes ante las quinolonas.
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RECOMENDACIONES

Promover el uso adecuado de las quinolonas a la hora de indicarlos como

tratamiento contra ITU.

Realizar estudios moleculares que permitan la confirmacion de los posibles

mecanismos de resistencia presentes en las cepas de E. coli.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Encuesta clinico epidemiolégica

DATOS PERSONALES:

Apellidos y Nombres:

Fecha y lugar de nacimiento:

Edad: Sexo:

Direccion:

Teléfono:

Signos vy sintomas:

Poliuria Vémitos

Tenesmo vesical Hematuria macroscopica
Disuria Polaquiuria

Prurito Fiebre

Secrecion uretral Escalofrios

Dispaurenia Nauseas

Dolor Abdominal Dolor lumbar

34



FACTORES PREDISPONENTES

Cistocele

Incontinencia Urinaria
Diabetes Mellitus
Insuficiencia Renal
Neoplasia
VIH/SIDA
Prostatitis
Embarazo Semanas
Sonda urinaria

Otros

Calculo renal

Hipertrofia prostatica

Vejiga Neurogénica

Estenosis Uretral

LES. Y otras enfer. del colageno
Hipertrofia Prostatica
Menopausia

Uso de espermaticidas__

Uso de diafragma

Infeccidn urinaria previa

¢ Fue tratada? ¢Cémo?

HOSPITALIZACION

Duracién de la hospitalizacion: Desde

Motivo de la Hospitalizacién

Hasta

Antibiético admin. en los ultimos 15 dias

RESUITADO DEL UROCULTIVO

Fecha de realizacion

¢ Cual?

NO

Microorganismo aislado

Contaje
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion del Lcdo. José Betancourt, profesor de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, se realizara el proyecto de investigacion intitulado:
RESISTENCIA BACTERIANA IN VITRO A QUINOLONAS EN CEPAS DE
Escherichia coli AISLADAS DE PACIENTES COMUNITARIOS CON
INFECCIONES URINARIAS, CUMANA, ESTADO SUCRE.

Yo:

C.l: Nacionalidad: V( )E( ). Estado Civi: S( )C()D( )V ()

Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que
medie coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza,
forma, duracion, propésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio

indicado, declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
Investigadores de este Proyecto, de todos los aspectos relacionados con
el proyecto de investigacion titulado: RESISTENCIA BACTERIANA IN
VITRO A QUINOLONAS EN CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS
DE PACIENTES COMUNITARIOS CON INFECCIONES URINARIAS,
CUMANA, ESTADO SUCRE.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado.
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3. La duracion del estudio serd de aproximadamente 6 (seis) meses.

4. Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador, en
el cual, se establece que mi participacion y la de 99 pacientes mas

consiste en:

Donar de manera voluntaria una muestra de orina, la cual serad obtenida

mediante la técnica del chorro del medio, previa asepsia y antisepsia.

1. Que la muestra de orina que acepto donar serd utilizada Unica y
exclusivamente para determinar los parametros antes mencionados.

2. Que el equipo de personas que realiza esta investigacion me han
garantizado confidencialidad, relacionada tanto a mi identidad como a
cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que tengan acceso
por concepto de mi participacion en el proyecto antes mencionado.

3. Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos
de los resultados obtenidos en el presente estudio.

4. Que mi participacién en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente
alguno para mi salud.

5. Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin
beneficio de tipo econdmico producto de los hallazgos que
puedan producirse en el referido Proyecto de Investigacion.

6. Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me

sera respondida oportunamente por parte del equipo de investigacion.
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ANEXO 3

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto
a este formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion en este

estudio es totalmente voluntaria, acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al
equipo de investigadores a realizar el referido estudio en la muestra de
orina que acepto donar para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacion en
cualguier momento sin que ello conlleve algun tipo de consecuencia
negativa para mi persona.

Firma del voluntario:

Nombre y Apellido:

C.l.:

Lugar:

Fecha: / /

Firma del testigo:

Nombre y Apellido:

C.l.:

Lugar:

Fecha: / /
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ANEXO 4

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del
protocolo mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el
sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza,
requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en este estudio. Ningun
problema de indole médica, de idioma o de instruccidon ha impedido al sujeto

tener una clara compresion de su compromiso con este estudio.

Por el Proyecto “RESISTENCIA BACTERIANA IN VITRO A QUINOLONAS EN
CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE PACIENTES DE LA
COMUNIDAD CON INFECCIONES URINARIAS, CUMANA, ESTADO
SUCRE”

Nombre y Apellido:

Lugar:

Fecha: / /
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Subtitulo
Autor(es)

Apellidos y Nombres Cédigo CVLAC / e-mail
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e-mail

Palabras o frases claves:
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subérea

Ciencias Bioandlisis

Resumen (abstract):

Se analizé la resistencia a quinolonas en cepas de Escherichia coli aisladas de
pacientes con infecciones urinarias agudas no complicadas, atendidos en el
Laboratorio de la Unidad de Fertilidad de la Clinica Santa Rosa, en el periodo
comprendido entre enero- junio de 2014. La identificacion bacteriana se realiz6
mediante pruebas bioquimicas convencionales, la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana se determiné utilizando quinolonas (acido nalidixico,
levofloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina) mediante el método de
difusibn en agar. Se analizaron 109 pacientes con infecciones urinarias
causadas por enterobacterias, en los cuales, se aislaron 93 cepas de
Escherichia coli, con una frecuencia de 85,32%, seguida de Klebsiella
pneumoniae, con 5,50%. Con respecto a los porcentajes de resistencia a las
quinolonas ensayadas, los mayores fueron para acido nalidixico (47,31%) y
ofloxacina (46,24%). Por otro lado, al observar los resultados de los
antibiogramas, se identificaron 6 fenotipos diferentes, siendo el fenotipo |
(ANAS, NORS®, CIP®, OFX®, LEV®) el mas frecuente, con 51,60%, seguido del
fenotipo Il (ANAR, NORR, CIPR, OFX®, LEV®) con 40,86%. Estos resultados
ponen en evidencia que mas del 40,00% de Escherichia coli presentan
resistencia in vitro a las quinolonas estudiadas.
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02
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Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUON
VRAC N° 696/3009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

(UnVERSEURAELR e ]iago a usted a los fines constguxentes
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RECIBIDO POR s
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o o—— L !

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Niicleos, Coordinador General de
Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccion de Presupuesto,
Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telefax: 4008043 / Cumané - Venezuela
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partir del Il Semestre 2009, seglUn comunicacion CU-034-2009): “los
Trabajos de Grado son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente,
y s6lo podran ser utilizados para otros fines con el consentimiento del Consejo
de Nucleo respectivo, quien debera participarlo previamente al Consejo

Universitario para su autorizaciéon”.
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