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INTRODUCCION

Siguiendo el plan trazado en el Laboratorio de investigaciones de
lo Catedra de Clinica Médica del Hospital "“Arzobispo Loayza’’, para
el estudio de las Infecciones Urinarias, se vié la necesidad de utilizar
una técnica cuontitativa de bocterios en la orina que nos permitiese
evaluar en forma mas exacta la positividod de un cultivo de orina.

A comienzos de 1956, orientados por el trabajo Sanford (96) y
Jawetz 52) comenzamos a utilizar el método de la placa vertida (pour
plate) en dichaos determinaciones. Lo experiencia lograda en 8 meses
de apiicacién de esta técnica, nos permitid establecer que ésta no era
todo lo exacta que el método requeria, y que era de imperiosa necesi-
dad el estudio de una nueva técnica de cuantificacion. La revision cui-
dadosa que efectuamos sobre fos métodos que se utilizaban en la cuan-
tificacion de bocterias, nos permitié seleccionar el método del plaqueo-
do recomendado por Snyder (104) y Crone (26) con el fin de llevar o
cobo su experimentacidén y oplicarlo en la cuantificocidon de bocterias
en la orina.

El presente trabajo tiene como finalided establecer una nueva sis-
temadtico de estudio en la cuantificacién de bacterios en la orino y de
subrayar la importancio de su aplicacién a la clinica.

*  Trobajo del Laboratorio de Investigacionss de la Catedra de Clinica Médica.—
El autor expreso su agro-lecimiento a sus padres, al Prof. Dr. Héctor Colichén, al
Dr. Carlos Monge Cassinelli, asi como a le Srta. Seonio Burnstein y Srs.: N. Dominguez
v B. Sanchez por su ayuda técnica y a la Sra. Cristina Duarte de Morales y Srta, Dei-
damia Cortez, Directora y Asistente de la Biblioteca de la Facultad.
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CAPITULO |

A —CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA CUANTIFICACION
DE BACTERIAS

Los métodos usados en la cuontificacion de bacterias han sido
clasificodos en: ‘

A) Directos; y

B) Indirectos.

A) METODOS DIRECTOS

Llamodos también cuenta total o determinacidon microscdpica, de-
terminan el nimero total de organismos vivos o muertos contenidos en
la solucién total y generalmente se realizan empleando la observacion
microscopica.

B) METODOS INDIRECTOS

Llamados también cuenta viable, determinan el ndmero de bac-
terias que son capaces de desarrollar en medios apropiados, sean de
naturaleza liquida (método de dilucién) o sélidos (método de ploquea-
do).

Con el fin de tener una idea general de los métodos haremos una
breve descripcidn de sus mds importantes modificaciones, tratando de
establecer su exactitud individual y ta discrepancia establecida entre
ellos.

A)Y CUENTA TOTAL
LA CUENTA TOTAL COMPRENDE LOS SIGUIENTES METODOS:

a) Cuenta directa microscdpica de una preparacién tenida sobre
un portaobjeto.
b) Método de Wright.

c) Examen microscépico de los organismos en una cdmora de
cuenta.
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a) Consiste la técnica en colocar una azada de la solucidon - pro-
blema scbre un portaobjetos. Enseguida, la lamina es fijoda, tenida y
observada bajo el microscopio.

El nimero de organismos se determina por el ndmero de campos
obtenides y la cantidad de microorganismos de cada campo.

Esta técnica descrita por primera vez segun Topley (109) por
Eberle en 1896 vy segiin Wilson (113) por Klei en 1900; estd sometida
a una serie de variaciones dependientes de los factores de error: de
fincion Anderson (3) 1920, Levine (67); de la capacidad de los germe-
nes para absorber los colorantes, asi como de otros factores secunda-
rios que hacen insegura su utilizacion.

METODO DE WRIGHT

Consiste en mezclar, un volumen de suspensién bacteriano, con
un volumen de sangre humano normal, la que se extiende sobre una
lamina portaobjeto, que secada y tenido se examina al microscopio
contando el nimero de bacterias y glébulos rojos presentes en un nu-
mero determinado de campo y correlacionando el nimero de hematies
encontrados (del que siempre se conoce su cifra normal) con el nu-
mero de bacterias que pueden existir en la suspensién normal. Esta iéc-
nica ha sufrido hasta el momenfo poca modificocion y es una de las
técnicas de observacién mads inseguras.

EXAMEN MICROSCOPICO DE LOS ORGANISMOS EN UNA
CAMARA DE CUENTA

Puede efectuarse con un hematimetro corriente, pero es mejor
el empleo de camaras especiales como la empleada por Wilson Kull-
mann (116) tipo Thoma-Zeiss; la empleada por Knoysi (62) tipe Pe-
troff Hauser, y loa mds corrientemente usada (14; 16; 41; 113; 54) de
Helber. )

Los organismos son examinados sin teAirlos, sirviéndose de la
iluminacién sobre campo oscuro para lo cual se utiliza un condensa-
dor especial. Este método, sobre todo el de la cdmaora de Helbar, tie-
ne la ventajo de que su factor de error 2s constante, el que hao sido es-
tudiado por Glynn (41), Wilson (113) y Jennison (54), con un coefi-
ciente de variaciéon de mas o menos 109%.
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B) CUENTA VIABLE'
Comprende: 1° Método de la dilucion.
2°  Método del plaqueado.

1° METODO DE LA DIiLUCION

Consiste en diluir el material o examinarse gerneralmente en
czries al décimo, inoculando estas diferentes diluciones, en wun
ndmero apropiado de tubos con medio liquido; si el desarrollo ocurre
cuando se ha inoculado un centimetro de la diluciéon de 1/100, no asi
en la dilucién al 1/1000, el nimero de bacterias estaria comprendido
entre 100 y 1000. El método en general es bastante preciso; su des-
ventajo consiste en calcular el nimero de bacterias presentes en las
diferentes diluciones que se han realizado y en determinar el nime-
ro de tubos que debe usarse para cada dilucién, dificultades que han
sido obviodas mediante lo tabla dada por McCrady en 1915 (82) vy
Wollmann (117), lo que ho sido completado por las ecuaciones esta-
disticas de Ziegler y Halvorson (122).

2° METODO DEL PLAQUEADO

Se uso corrientemente en los determinaciones cuantitotivas de
bacterias; estd basado en {o suposicidn de que cada célulo o agregado
de células es capaz de producir una cclonia sobre medios apropiados;
en general presenta muy poca diferencia con respecto al descrito ori-
ginalmente por Koch en 1887. Las considerociones sobre los diferen-
tes factores de error que el método tiene los describiremos en un ca-
pitulo aporte. Presentamos oqui una breve descripcidon de sus principa-
les modificaciones:

a) PLACA VERTIDO (POUR-PLATE)

Un volumen determinado de la suspensiéon original es colocado
en placas de Petri estériles, en las que se vierte apriopiada contidod
de medio licuado y mantenido a una temperatura de 45° tratando de
realizar la mezcla por inclinocidn o mcvimiento rotatorio de las pla-
cas, las que se dejan solidificar por un tiempo prudencial antes de in-
cubarlas.
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b) TUBO ROTADO (ROLL-TUBE)

En fubos estériles de 16 por 150 mm. se hace una mezcla de
indculo con 2 cc. de medio liquido y mantenido a 45°C. Dichos tubos
son rotados con la mano con el fin de reolizar una mezclo unifecrme
de las bacterios con el medio. La rotocion se hace en posicion horizon-
tal de tal manera que el medio se distribuyo sobre la mitad de las pa-
redes del tubo. A! producirse la solidificociéon los tubos son incubadoes
en posicion invertida.

¢) PLACA EN SUPERFICIE INOCULADA POR GOTEO

Las aliquotas de las suspensiones en vez de ser mezciodas con el
agar fundido como han sido descritas en los métodos a y b, son dis-
tribuidas con pipetos calibradas sobre la superficie de placas previa-
mente repartidas y en las cuales el ccntrol de la esterilidad es llevado
a cabo por una incubacién variable entre 24 horas (Crone) (26) y de
3 @ 5 dias (Snyder) (104) antes de su utilizacién. La extensidon del
indculo se hace por inclinacidon de la placa.

d) PLACA EN SUPERFICIE DISTRIBUIDA CON UNA BAGUETA

Un décimo de centimetro cubico de las suspensiones o utilizor-
c¢ se vierte sobre la superficie de los placas en condicidon similor ol
método ¢; la diferencia con este método consiste en que el inbculo es
distribuido mediante el empleo de una bagueto de vidrio de borde ro-
mc.

l_as tres ultimas modificaciones son las mads corrientements usa-
das, encontrando en la literatura, que el método de lo placa vertida
(pour plate) ho resultado ser el mas frecuentemente elegido por lcs
autores que han desorrolladeo la cuontificacion de bacterias en la ori-
na como Marple (77), Linneweh (68), Sanford (26), Kass (57), Phil-
pot (90a); pero, este método tieme la desventaja de utilizar el medio
licuado que paro su uso debe ser mantenido @ 45°C. El contfrol de es-
ta remperatura muchas veces no es posible, pudiendo tener efectcs sig-
nificotivos sobre la viabilidad de las bacterias como lo ha establecido
Sherman (100) (101), discrepando en este sentido Wilson (113) quien
al analizar este foctor observo que, al agor fundido puede permitirse-
le variaciones entre 41° y 50° sin sufrir efectos deletéreos. Snyder
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(104), ol seAalar los diferencias significativas entre los cuatro méto-
des, considera mas prudente no scmeter este método a las compara-
ciones estadisticas, las variaciones del factor citodo las hace inapli-
cables.

Con respecto al uso del tubo rotado (método b) v los métodos de
lo placo en superficie (métodos ¢ y d) hay discrepancio entre los auto-
res, dependiente de los arades comparativos de exactitud y de las ven-
tajas técnicas del procedimiento. Wilson (113) compard baojo las mis-
mas condiciones ambos métodos, concluyendo por recomendar el em-
pleo del tubo rotado por las enormes ventajas que se obtenion sobre el
método de la placa;

a) Economia de materiales, tanto de placas como de medio;

b) Menor grado de contaminacion (ya que no es necesario el con-
irol previo como en ci de las placas)
¢; Facilidad de su manejo.

“nyder (104) acepto ias dos primeras razones discrepando en la
altima, ya que considera mds tedioso el coniaje de las bacterias en el
tubo; solo los recomiendo cuando las razones de economia y falta de
espacio en la estufa lo requieran; ambos autcres y (90) (93) encuen-
tran siempre cantidades mds altas en el métcdo del tubo rotado, tol
vez en relacidon con la contidad de gérmenes que pueden quedarse en
lo bagueta, pero no hay diferencias sustancioles con respecto a la
exactitud (79).

En cuanto o las discrepancias senalados entre la cuenta total y
viable, los autores estan de acuerdo en asignar un moyor ndmero de
bacterios a la cuenta total (41) (122) (62) aun cuando ésta ha sido es-
tudiada en el periodo logaritmico de desarrollo (54) (113) (3). Varios
son {os factores que dan esta diferencio pudiéndose seralar Jos siguien-
tes:

a) La presencia de grumaos (clumping).—Glynn (41) al analizar sus
diferencias, que fueron entre el 5 al 309, establecid este factor dc
agrupacidon de las bacterias que fué posteriormente senalado por Knay-
si (62) y Wilson (113) Jenninson (54), trabajando con Echerichae Ccli
en lo fase logaritmica y después de descartar otros factores, afirmd
concretamente que este es el factor responsable de las diferencics;
sin embargo, ol lado de estos foctores, Ziegler (122), demostrd que me-
diante una buena agitacién podrian desaparecer los grumos en la so-
lucidn no encentrando una marcado diferencia entre ambas determi-
naciones.
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b) Variacion en la resistencia de ia célula.—Para unos la resisten-
cia depende de la naturaleza intrinseca de la célula, y para otros de
factores extrinsecos como es el proceso de manipulacién, pues, muchos
gérmenes pueden morir por efecto del plagqueado (100), por la tempe-
ratura (102), y por las condiciones de los medios (6).

CAPITULO I

METODO DEL PLAQUEADO

Lo técnico del plaqueado constituye en la actualidad el método
electivo para realizar la cuantificacién de bacterias (104) (26). Varias
razones apoyan esta aseveracion.

1°  Los grados de precisidon que se pueden alcanzar cuando son
estimados todos los factores de error.

2° Lo facilidad que presenta su manipulacién que hoce aplica-
ble el método sobre todo a los objetivos biolégicos.

La literatura ha establecido amplias variaciones para este méto-
do auin bajo las mejores condiciones de trabajo, pero que son evaluo-
bles estadisticamente. Para Wright y Thornton (1170a) los coeficientes
de variocién son de 32%: para Ziegler y Halvorson de 309% (122), pa-
ra Mudge y Lawler (81) de 25%; al lado de otros valores altcs. Jennin-
son (54) encuentra valores tan bajos como de 4% ; encontrdndose nu-
merosos valores intermedios entre estas amplias variaciones.

Con el fin de interpretar estas variaciones analizamos los valores
de error sefalodos dispersamente en la literatura y que han sido en-

fccodos parcialmente por trabajos tan completos como los de Wilson
f113) y Snyder (104).

FACTORES DE ERROR

A) Presencia de 'grumos’ o "‘clumping’’.—Al analizar las dilu-
ciones de la suspensidn original se encuentra siempre la presencia de
“grumos” o “clumping” de bacterias, resultado de la incompleta se-
paracion después de la fisién, que porece depender del tipo de bac-
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teria (Kelly) (60) asi, el género Rhizobia es el que mayores dificultades
ha presentado (Wilson y Kuimann) (116).

Estos “grumos’’ o “clumping’’, para alguncs autores (Ziegler
(122) y (48) se logran separar mediante una adecuada agitacion, pe-
ro para ofros (Jenninson) (54) y Knaysi (62) esta manipulacién ¢s in-
suficiente habiéndose observado que generalmente estdn compuestos
por dos célulos la mayoric. Su presencio, para Jenninson sobre todo,
es el factor fundamental para explicar les discrepancias senaladas en-
tre la cuenta tofal y viable, mientras que paro otros, comparte su im-
pertancia con otros factores observados. En general, este foctor parece
depender del cuidado de la técnica y tiene un oporte limitodo al errcr
total, como lo demuesira Snyder (104).

B) Error en la preparacion de las diluciones v caracteristicas de
la pipeta utilizada.—La literatura considera (55) (113) (104) que es
insignificante su aporte al error tctal dependiendo del manejo tecnico,
habiendo establecido Snyder (104b) en 1940 ecuaciones estadisticas
que permiten su calculo.

C) Error en la distribucion de fas aliquotas en {o suspension.—
Este es uno de los factores de error que mayores esfuerzos hao deman-
dodo a los investigadores: Fisher (35), James y Sutherland (51). Suther-
lond v James (108) sostienen que bajo condiciones ideales pueden se-
guir las variaciones de la ley exponencial de Poisson, y, en general, los
autores (Wilson v Kulman) (116) sugieren que séle es posible dismi
nuir {a variabilidad de este factor aumentando el nidmero de plocas
repicadas. De la mismao opinién es Snyder (104) quien llevando o cabo
una minuciosa evaluacion de cinco de los factores de error (A) (B) (D)
(E), observo que el error en la distribucion de las aliquotos constituye
lo mayor parte del error total, recomendondo que cuanto mayor es-
fuerzo se emplee para tratar de aumentar su grado de precision se re-
ducird el error total. Esto se puede lograr inoculondo el maoyor numero
de placas que las condiciones del experimento lo permito. Snyder ob-
serva que el error standard de las placos repicadas es inversomente pro-
porcional a lo raiz cuadrade del nimero de placas utilizadas, senalan-
do que cuolquiera que sea el error obtenido con tres plocas por grupo,
el error obtenido con el empleo de doce placas es reducido o la mitad
y con el empleo de veintisiete a los 2/3.
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D) Erorr de la medida de las aliquotas al ser colocadas en el me-
dio.—Fs el error obtenido al dejar caer las aliquotas scbre lo superficie
de los medios; este factor ha sido relacionade por Wilson (113) y Mi-
les (79) al grado de precision del pipeteo encontrando que es de poco
valor. Snyder (104) determind este error calculondo la voriabilidod ob-
servada por tres tipos de pipeta mediante el método gravimétrico, ob-
servando peauenas variaciones, siendo mayor cuando se empleaba 0.1
cc. de aliquota (c.v. de 0.2727 %) y menores cuando se empleaba 0.9
cc. de aliquota {c. v. de 0.0098 %). Al relacionarlas al error total en-
contrd que este factor es insignificante.

E) Factores de desarrollo de las bacterias que pueden impedir su
visualizacion.—Estos foctores dependen de la distribucidn de las bac-
terias en los medios usados y de las condiciones de desarrollo que ellcs
pueden ofrecer. Han sido analizados por McNew (78) quien demostrd
que el concepto tedrico de una bacteria da origen a una colonia, se
cumple sélo en el 959% de la poblacién bacteriona, pues grumos o agre-
gados de células pueden tombién dar origen a una colonia; otro hecho
relacionado con estos foctores, es que existe una proporcidn de gér-
menes viables que por los condiciones del medio no pueden ser visua-
lizados en forma de colonia. Harmseel (44), contemplando este ospec-
to, basado en la ley exponencial de Poisson logro determinarlos; este
mismo factor de la visualizacidon de las colonias ha sido sefalado (26)
como una desventaja gque presentan los métodos del tubo rotado y de
la placa vertide que no pueden utilizar medios opocos. El porcentaie
de error que este factor da ol error total, tiene para Snyder (104) se-
gunda importancio después del error de distribucidén de las atiquotcs vy
es bastante dificil disminuir su variabilidad.

F) Medios de cultivo.—Las condiciones que lcs medios de cultivo
ofrecen para el desarrollo de las bacterias es un factor de tenerse en
cuenta. Paro algunos autores estos condiciones dependen de la com-
pesicion de ellos, asi Probisher (36) observa que cuonto mds nutritivo
es un medio, se obtienen cuantificaciones mas altas. Ayers (6) compa-
ra diferentes concentraciones de Agor encontronde diferencias; para
ctros autores (22) (1) esto depende del pH. Esta variabilidad que de-
pende del factor medio de cultivo hace recomendar a Fisher (35) que
cuando se hagan comparaciones estodisticas se tenga en cuenta lo va-
riacion de los stock de medios; al lado de estas afirmacicnes, Norton v
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Seymor (85), al no observar variociones opreciobles cuando comparan
cinco diferentes medios, concluyen que este factor es debido mads o los
errores de la tecnica de cuantificacién que a los inherentes a la compo-
sicion de lcs medios.

G) Numero de placas empleado.—Cuanto moyor sea el nimero de
placas permitido a cada experimentador.sin que signifique pérdida de
material y tiempo es mucho mejor, ya que, como hemos anolizodo en
el factor C, disminuye el factor de error total; varias férmulos (53) [62)
(104) (113), han sido propuestas con el fin de establecer el limite in-
ferior aceptable y casi todos coinciden en recomendar un minimo de S
placas para cada dilucidn. Quizas en este sentido, la férmula propuesta
per Wilson y Kullmann (116) resulte la mas practica; este autor, reco-
mienda hacer determinaciones en 4 placas v al hacer el recuento de
colonias, eliminar la que decididamente se aleje de las restantes; las
variaciones encontradas en las otras tres, solo dependera del factor
“chance’ y el error es permisible.

H) Factor de error del diluyente.—FEs evidente la accidn de los di-
luyentes empleados sobre lo viabilidad de los gérmenes. Aun en perio-
dos cortos de exposicion han sido sefaledas marcadas diferencias
para las distintas soluciones acucsas empleadas. Wilson (113), demos-
tré cémo el agua destilada tiene una accion deletérea pregresiva sobre
la Salmonella suispestifer, observando cdmo las suspensiones de bacte-
rias eran esterilizadas a las 18 hrs. y al hacer comparaciones de tres
difcrentes diluyentes: Solucidn de Ringer, aguc de cano y solucion sa-
fina, demostrd que la solucidn de Ringer era lo de menor efecto; que
la <nlucién salina la de efectos mas pronunciados v que el agua de
cano tenia una posicion intermedia.

Cohen {22) cree que las acciones bactericidas de ‘tos diluyentes
estd en la concentracion de hidrogeniones que éstos pueden tener, lo
que ha sido confirmade por Buttertield (18) quien, comporando solu-
ciones a diferente pH, comprobé que las soluciones a pH alcalino
(8.2 @ 9) y soluciones a pH dcido, menores de 55 tenian un efecto clo-
ramente bactericida. Wilslow (115), sehcla que este efecto de los di-
luyentes estéd en razdn directa de la edad de los cultivos, siendo los
cultivos mads jovenes los mas sensibles. Jenninson (54), trabajando con
agua destilada a 227 confirma este mismo efecto. En general, todos los
autores (113) (23) (104) que hon evaluado los factores de error en la
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cuantificacion de bacterias, han insistido en determinar el factor de
error que su propio diluyente presentabo y de esta evaluacién total se

concluye que el mejor diluyente es el que tiene la solucidn bufferado
apH 7.

) Namero de colonias por placa o tubo.—E|l nimero de colonias
desarrclladas en las placas o tubos presentan muchas veces algunas
dificultades para su cuantificacidén; unas veces dependientes del so-
breagrupamiento de las colonias por lo mala distribucién de ellas, so-
bre todo cuando se emplea la técnica de la placa vertida dejando de
lodo el método de disiribucidon del indculo por bagueta o cuando se
produce un excesivo desarrotlo de bacterios. Varios autores (15) (113),
han contemplado este Ultimo factor, sehalando que el nimero limite
de bacterias que es permitido cuantificar sin grandes variaciones de
error esta entre 40 y 200 (15) y entre 100 y 200 (113).

J) Factor de error de la temperatura.—Este factor ha sido consi-
derado en dos aspectos: en relacidn o los efectos que la temperaturo
de los medios liquidos tiene sobre la viabilidad de las bacterias (102)
(1) y respecto de lo variacion que pueden presentar las estufas (54)
(113) (104) donde son incubadas las placas y tubos.

CAPITULO 1!

PARTE EXPERIMENTAL:

A) Experimentacion con el método de plaqueado:

Con el fin de determinar el método de cuantificaciones de bac-
terias que fuese facilmente oplicable a las cuantificociones de oring,
con un minimo de tactor de error, seleccionamos el método en superfi-
cie de placas con distribucién del inéculo por bagueta (método "'b"’ de
Snyder). Fué nuestro proposito repetir series experimentales bajo las
mismas condiciones que sehala el autor para establecer nuestros pre-
pios factores de error.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo: se usd uno cepa de Escherichae coli procedente de una

infeccidon urinaria.
Pipetas seroldégicas, graduadas de 1 cc. (Esax) con un error del

1%.
Fiolas (Esax) de 100 cc. con un. error de 0.6%.
Placas Petri de 10 cc. de diametro.
Tapones de jebe.
Baguetas de vidrio con borde romo.
Diluyente:
Gelatina . . . . .. .. 2 grs.
Fosfato disédico . ........ ... ... 10 grs.
(12 H20)
Agua destilada . ... ..o 1000 cc.
pH 7
Medio:
Triptone . . . .. ... 20 grs.
Cloruro sédico . . . .. ... . ... 5 grs.
Glucosa . . ... .. ... S grs.
Agar ..o 20 grs.
Agua destilada . . . .. oL 1000 cc.
pH 6.8
METODO

Una décima de un cultivo de Escherichae coli, desarrollado du-
ronte 24 horas en caldo Brain Hearth infusién, se colocd en una fiola
estéril o la que se agrego el diluyente hasta el nivel de 100 cc., se co-
locd un tepdn de jebe y se agitd 25 veces. De esta fiola se tomod 0.1
CC. con una nueva pipeta que se colocd en una segunda fiola agitando-
se nuevamente 25 veces; de esta fiola se obtuvo las 10 aliquotas de
0.1 cc., las que fuercn distribuidas en plocas de Petri conteniendo 30
cc. de medio estéril controlado por incubacidon 24 horas aontes de su
empleo; las placos fueron numeradas de 1 a 10 en el orden en que
fueron distribuidos las aliquotas. Una vez dejado caer el indculo, se
dispersd por medio de una bagueta de vidrio adecuada; las placas fue-
ron incubadas a 34° de temperatura en pilas de 5 placas duronte 24
horas.
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Los recuentos fueron realizados por doble cuenta con un disposi-
tivo de fabricacién casera similor al contador de Quebec.

Todo este procedimiento fué realizodo bojo estrictos condiciones
de esterilidad y en un cubiculo adecuado. E! control de temperatura de
la estufa tuvo un - 1.5° de variacién.

Dos series de experimentcs fueron llevados a cabo con esta técni-
ca, con el fin de establecer diferencias estadisticas. En lo primera se-
rie se emplearon grupos de 10 placos, y en lo segunda serie, grupos de
5 placos; en cada serie fueron realizados 10 experimentos bajo las mis-
mas condiicones, teniendo cuidado de usar los mismos stocks de me-
dios, diluyente, temperatura, recultivando lo cepa constantemente pa-
ra evitar su envejecimiento que podria alterar nuestras determinacio-
nes.

RESULTADOS

Como puede verse en las tablas Nos. 1y 2, el coeficiente de va-
riacibn obtenido en la serie de 10 plocas, tuvo un promedio de 119%,
y en la serie de 5 plocas, un promedio de 10.3%; ambos coeficientes
ligeramente mas altos que el 7% sefalodo por Snyder (104). Es posi-
ble que los diferencias obtenidas se deban o los siguientes hechos:

a) El empleo de un mayor nimero de placas, 60 en la serie de
Snyder, mientras que en nuestras series s6lo empleamos 10 y 5, dismi-
nuye el error total.

b) Lo distribucion de las 10 aliquotas los hemos efectuado con
una sola pipeta, y es prudente siempre considerar que la Ultima ali-
auota contenida en la punta de la pipeta da variaciones mds altas que
las otras aliquotas, razdén por lo cual algunos autores recomiendon no
ufilizar esta Ultima.

¢) Parece que la composicion del diluyente empleado (gelatina),
por la presiébn osmotica influiria-en el hecho observado de que no exis-
te uno buena correlacién entre la medida exacta de cada aliquota vy
el volumen de la gota que coe en el medio, sobre todo entre las ali-
quotas 4 y 8 (Véanse tablas Nos. 1 y 2), lo que aumentaria el error
total. Ultimamente, con el fin de corregir este factor, hemos venido
tocando la pipeta con el medio, cada vez que distribuiamos una ali-
quota, observando una considerable eliminacidén de las variaciones.
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B) Experimentacion con el medio de McConkey:

Duronte la experimentacién con las dos series, fué dificil al inicio
reducir el grado de contaminacion en los grupos de placas sometidas a
control de esterilidad. Un 20% de ellas, contenion 1 a 3 <olonias co-
rrespondientes a bacterias del aire.

Posteriormente fuimos extremando nuestras condiciones de esteri-
lidad, llegande a cubrir los placos con un papel estéril antes de ser
colocadas en la estufa, reduciendo asi nuestros porcentajes a 10y 8%.

Ya se ha sefalado en la literatura que éste es un hecho habitual
cuando se emplea el método del plagueado, sobre todo con medios nu-
tritivos, y cuando Wilson (113) preconiza el método del tubo rotado,
senala que este riesgo siempre se presentard en un 109%. Breed (15)
cree que este porcentaje, aun cuando se tenga sumo cuidado puede lle-
gar a ser de un 30%; no obstante, Crone (26) valora este factor de
error en 19%.

El grado de contaminacién esta en relacidon con la composicidon
nutritivae de los medios, vy, de otro lado, cuando los medios son inhibi-
dores, no favorecen el desarrollo de gérmenes del aire. Basandose en
esto premisa, tratamos de ver si un medio con inhibidores no se apar-
taba significativomente de nuestros hallazgos.

Para tal fin seleccionamos el medio de McConkey (30), que si
bien es un fuerte inhibidor de todas las formas cocoides y contaminon-
tes del aire permite el desarrollo abundante de todos los bacilos Gram-
negativos, preferentemente del género Enterobacteredceas; ésto permi-
tird aplicarlo en la cuantificacion de bacterias en la orina desde que
el 70 al 80% de este género son los agentes etioldgicos de las infec-
ciones urinarias (24) (32) (33) (39) (50) (61) (72) (88) (95).

Para tal fin, 20 series de 10 placas, con cada uno de los medios
fueron realizadas siguiendo el método descrito anteriormente (véase
métodes), cuyos resultados como se puede apreciar en las tablas Nos.
4, 5y 6, demuestran no haber diferencias estadisticas significotivas,
entre ambos medios y los resultados totales comparativos de las 200
plocos de cada medio tampoco aporta diferencias, como puede verse
en el cuadro N° 1.
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CUADRO N° 1

DATOS ESTADISTICOS OBTENIDOS POR LA COMPARACION DE 200

PLACAS DE AGAR NUTRITIVO Y McCONKEY

| AGAR NUTRITIVO (Snyder) McConkey
“ T N - o - o o S - o T R :
7 Media ....... .. ... 10889 ... ... ... ... 108.86 I
| Desviacion Standard.  28.79 ............ 27.59 |
Coetic. de Variacidn . 26.4% ........... 25.3%
|
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CAPITULO IV

DIAGNOSTICO DE LA INFECCION URINARIA

El diagnéstico de uno infecciéon urinaria (52) (80) se baso en tres
procedimientos:

o) La investigocion de la presencio de un agente infeccioso;
b) El estudic de los factores que condicionan la infeccidon; y
c) El estudic del grado de compromiso renal.

La investigacién de! agente eticlogico realizado medionte el diag-
néstico bacteriologico, condiciona generalmente el estudio de los otros
2 procedimientos.

Con el fin de establecer su evaluacion, analizaremos sistematica-
mente sus diferentes etopos:

a) Obtencidn de lo muestrag;
b) Estudio del sedimento; y
c) Cultivo cualitativo y cuontitativo,

A) OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Es conveniente tener en cuenta las siguientes medidas:
19 Medidas generales que deben cumplirse estrictomente en el
paciente.

2°  Medidos que deben tomarse durante el proceso de extraccion.

Respecto de las primeras, es preferible que los pacientes no estén
sometides a tratomiento con antibidticos, pues su excrecién por la ori-
na inhibe el desarrollo de los cultivos, habiendo encontrado Kass (56),
en pacientes con pielonefritis activa, una cantidad inferior a 10" bact/
ml. que podria hacer suponer que se tratase de una contaminacion.

Se debe someter al pociente a las mismas condicicnes a las que
se somete pora la prueba de Addis, lo que oumenta la posibitidad del
nallozgo de los gérmenes, sobre todo en pacientes cuyo flujo bacterial
es muy pequenc y en el que todo factor de diluciéon de la orina dismi-
nuiria la contidad de bacterias aisladas (57).
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El tiempo que toda orina permanece en la vejiga, es un aspecto
muy poco considerado; Kass, recientemente (58a) ha senalado las pro-
piedades que todo orina puede tener como medio de cultivo, al extre-
mo de permitir el desarrollo de las bacterias depositadas largo tiempo
a2n la vejiga.

Nosctros hemos realizado determinaciones comparagtivas con ori-
na de retencion de 7 hcras y de retencion de 1 horo en los mismos po-
ciertes y bajo las mismas condiciones, encontrando una relocién de 4
a 1, en la cantidad de bacterias de ambas determinociones, y este de-
be ser uno de los factores a considerar cuando se realiza la evaluacién
de todo cultivo cualitativo. Siendo recomendable no hacer dichas de-
terminaciones en pacientes cuya orino hubiese permanecido en la ve-
jiga mas de 4 horas, y mds racional adn es expresor la cantidad de bac-
‘erios contenidas 2n la crina en la unidad de tiempo.

En relacion a las segundos, un aspecto importante a tomarse en
cuenta durante la extraccion de la muestrg, es la composicidn de la
flero uretral tanto masculina como femenina.

Lo uretra mosculina contiene normalmente pequenas cantidades
de bacterias (109) (111), habiéndose establecido que el 809% estd cons-
tituido por Staphilococo albus coagulaso negativo, Streptococo foecalis,
y Dipthteroides; y que el 209% lo constituye el género olcoligenes y Es-
cherichae coli. Esto flora estd depositada principalmente en los S pri-
meros cc. como lo ha referido Helmholz (47). Su estabilidad depende
de las variaciones del pH de la orina (117} y su incremento muchas
veces estd establecidc por las continuas manipulaciones, sean de ins-
trumentacidn: cistocopics, o por los catéteres permanentes; siendo el
exudodo que se produce entre el canal ureteral y el catéter, un medio
cprcpiado de cultivo que propicia la invasion de los gérmenes ¢ la ve-
yiga como ha sido demcstrodo experimentalmente por Guze y Beeson
(42).

La flora normol de la vulva, estd constituide a diferencia de lo
dretra masculina por un enorme predcminio de bacilos Gram negati-
ves, Escherichae coli (65) (99) (96), alcaligenes, lo que se explica por
ia estrecha relacion con la flora anar.

Esta folta de esterilidad de ambas uretras y de lo zona de la vulva,
€s la responsable de la introduccidn de gérmenes en la vejiga, sea por
¢'mgles cateterizaciones (58) (77 (86), por utilizacién de catéteres per-
manentes (31) (65) (107), y también del arrastre de bacterias en las
muesfras obtenidas desarrollando falsas positividades (96) (?). Estas ra-
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zcnes condicionon la recernendacidn de utilizar una estricta limpieza
con desinfectantes de lo zono que rodea el meato, y de la extroccidn
creferentemente de la segunda pcrcidn de lo crina. Recientemente Clo-
baut (21) con el fin de proteger al catéter empleado para lo extraccién
de la muestra, recomienda la utilizocién de un segundo catéter inter-
ro, que disminuye ccnsiderablemente el factor contaminacién como lo
demuestro por sus resultados comparativos de las positividades de los
cultivos de las orinas extraidos por ambos catéteres.

Es recomendable también que una vez obtenida la muestra, debe
ser sembrada en un periodo de tiempo variable entre 1 a 2 horas, con
el fin de evitar lo reproducciéon que puede aun producirse con tempe-
raturos de medio ambiente vy en caso de no ser utilizada en este perio-
do, Kass (57) recomienda que las muestros pueden ser guardadas en el
Freezer por un periodo de 48 hcras, sin sufrir alteraciones

B) ESTUDIO DEL SEDIMENTO.

Generalmente el estudic de un sedimento de orina, preferente-
mente obtenido de una orinc aséptica, permite sospechar la presencia
de una infeccidn urinario, aun antes de que se establezca el diagnéds-
tico bacteriolégico. Comprendiendo este estudio:

a) Estudio de la reaccidén inflomatoria (piuria).
b) Estudio de la coloracién de Grom,

a) Reaccion inflamatoria.

Existe unc serie de discreparicias en la literoturo para establecer
ia cantidad de leucocitos que es considerado como reaccion inflamo-
tcria (piurio), siendo por ol tanto imoortante tener en cuenta los si-
guientes puntos:

1.  Su cantidad; cualitativa o cuantitotivamente.
2. Su relaciéon con el hollazgo de gérmenes (Gram) o cultivo,
3. Su constancia.

1. El examen cualitativo realizado a partir de una orina re-
cientemente centrifugada estd sometido a enormes variabilidodes de-
pendientes de multiples factores (nimero de revolucionss del centrifu-
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gado, tiempo de centrifugacidn, espocio de tiempo que transcurre en-
tre la toma de la muestra y su examen, cantidad de sedimento exami-
nado, variaciones del pH de la orina, etc). De manero que el criterio
para determinar cudl es el nimero de leucocitos observado por compo
microscdpico, que tenga significacion de reaccién inflamatoria (piuria)
es bastante variable. Sin embargo, parece aceptarse (68) (), que un
numero mayor de 10 leucocitos por campo microscdpico observado con
lente de mediano aumento, ya tieng significacidn. Han sido senalados
valores mds bajos (57) (49), como 5 por campo, asocidndolos a las ca-
rocteristicas degererativas de o morfologio del leucocito. Otros auto-
res (68) (103), no aceptan este criterio cualitativo debido a su variabi-
lidod, por lo que recomiendan hacer las determinaciones cuantitativas
mediante el método de Addis (2).

2. La falta de relacidon, entre la presencia de reaccién inflamao-
teria (piuria), sin bacteriuria se presento en varios enfermedades: In-
feccicnes urinarias tuberculosas; infecciones a gérmenes anaerobios
(98); y en las pielonefritis crénicas, cuyo grado de esclerosis renal no
permite el pasaje de bacterias (10) (93), o por defectos técnicos en Ia
recoleccidn de la muestra, en los que existiria pasaje de leucocitos de
lo vagina. Mas frecuentemente se presenta la falta de relacién en csen-
tido inverso, encontrondose una morcada bacteriuria que supera el
hallozgo de 10" bact/cc. de orina (57), sin reoccién inflamatoria, ob-
servandcse sobre todo en pacientes portadores de una infeccion croni-
ca (105) (73), diabéticos (7), y en quienes repetidos exdmenes de orina
no pcdian evidenciarles lo elevada bocteriuria que portabon, v por no
presentar piuria; Kass (57), estudiando un grupo de pocientes mujeres
del hospital de la ciudad de Boston, asintomaticas, y en las que cons-
tatd una bacteriuria superior o 10, el 609% no presentaron reaccién
inflamatoria; Sanford (96), de 91 cosos de pacientes que tuvieron ci-
fros superiores a 107, el 13%; Marple (77) el 10%; Leishman (65) el
10%.

3. Este concepto sobre el que los autores (98) (34) (68), han
venido llomando lo atencidn, el que puede explicar parcialmente las
razcnes discutidas en 2, vy que parece estar relocionado con la inter-
mitencia del pasaje de leucocitos del rindn, dependiente de lo apertu-
ra de micro-abscesos renales que dejon escaopar tanto bacterias como
ieucocitos.
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En 1951 Sternheimer y Malbin (106) empleando una coloracién vi-
tol o base de Violeto de Genciana y Safranino, pudieron observar un
tipo de leucocitos que tenion caracteristicas tintoreales especiales; pre-
sentando una coloracion pdlida azulina y en el citoplosma granulo-
ciones que tenian un movimiento browniano denominado Glitter cells;
que eran encontradas en sujetos portodores de una pielonefritis croni-
co, sugiriendo su empleo como una ayuda en el diocgnhdstico de las pie-
lonefritis. '

Desde esta comunicacidn, numerosas publicaciones se encuentran
en la literatura con el fin de estudior tanto su patogénesis y su rela-
cidén con el cuadro clinico de pielonefritis, permaneciendo aln obscu-
ro el primer aspecto. Pero habiéndose determinado que indudablemen-
te el hallczgo en el sedimento si bien no es un signo patognomonico
ccmo se intenta utilizorlo; constituye una importante ayudo en et dieg-
nosticc de los procescs inflamotorios netamenle renales, pero es bue-
no consignar que su hallazgo también ha sido descrito en otros tipos
de secreciones: prostdticas (11), vaginales y aun en la sangre (50q).

Sternheimer subrayaba aque la principal caracteristica de identi-
ficacion de estas células la constituia el Glitter cells, posteriormente
e ha observaodo que este movimiento, estd sometido a uno serie de
tactores: baja de la tensidn superficial (110), disminucion de la con-
centracion esmcelar de la orina {113). Recientemente Poirier, (90b) ana-
lizando los diferentes tipos de leucocitos en relacién a un estudio con
biopsias renales, pudo establecer que no era tan importante la pre-
sencia de este fendmeno, como lo es la palidez de las células para es-
tablecer la verdadera positividad de este examen,

Es indudable que esta coloracidon de fécil manejo, desde que sblo
es necesario porner una gota del colorante con el sedimento, es de una
gran ayuda para el estudio del sedimento urinario, ya que facilito la
conservacion de los diferentes componentes y puede determinar este
tipo de leucocitos llamados Células de Pielonefritis.

C) COLORACION DE GRAM.

Lo presencia de bacterias en uno preparacion de Grom, propor-
cicno al Clinico de una manera sencilla, facil y prdctica, la evidencio
de uno infeccién urinaria, ya que por los caracteres morfoldgicos vy
reaccidn tintoreal del tipo de bacterio observado, el clinico muchas ve-
ces puede orientar su terapia anfibacteriana. Algunas veces antes de



e ) (] 1 26 ANALES DE LA

obtener el resultado del cultivo o antibiogroama, siendo de enorme uti-
lidad sobre todo cuando no se dispone de un laboraotorio de bacterio-
logia. La apreciocidén de su cantidad facilita al técnico calcular aproxi-
madamente lo cantidad de indculo que debe emplear en su siembra.

Nosotros cuando comenzamos a aplicar la técnica dei plaqueado
en lo cuantificocidn de bacterios de orina, la positividad del Gram,
oermitia orientarnos o calcular la dilucidn que necesitabamos reaoli-
zar, de manera que obtuviésemos un numero adecuado de colonias que
ncs permitiese efectuar su contoje sin la dificultad del sobredesarro-
llo y confluencia.

Esto no era muy exacto porque desconociamos la cantidad de
bact./m). que era necesaria para gue el Gram se hiciese positivo, tan-
to a partir de lo muestra centrifugada como de aquella sin centrifu-
gar. Este hecho permanecia incierto y confuso aun para los autores
que habian realizado determinaciones de bacterias de la orina; algu-
nos se limitaban o mencionar aproximadomente uno cantidad: Jawetz
(52), Beeson (9), Keefer (59), suponen que una cantidad mayor de
16,000 bact./ml. condiciono la positividad a partir del sedimento;
Knight (63) v Kass (57) afirman que debe existir una cantided mayor
aue 100,000 bact./ml. para que el Grem a partir de una muestra de
crina sin centrifuger sea poasitiva; solomente en el trabajo de Sandford
(96) v Kass (58a), se puede encontrar una idea clara a este respecto.

Sonford encuentra en el grupo de pacientes cuya cantidad de
bacterias estaba entre 1,000 o 10,000, que el Gram era discretomen-
te positivo (uno o dos bacilos por campo) en un 239% . Mientras que en
el grupo de pacientes cuya orina contenio mds de 10,000 bact./ml.
todos fueron positivos. Kass trabajando con muestras de orino sin cen-
trifugar en un grupo de pocientes cuya cuantificacidén oscilaba entre
100 v 100,00C bact./ml. encontrd un 209% de positives y 80% fue-
ron positivos cuando la muestra excedid las 100,000 bact./ml.. De don-
de resultabo imperioso estoblecer dichos limites, mds que como uno
simple inquietud cientifica, comd un hecho de uno importante aplica-
cidn prdctica, que podia servir no solamente de ayuda técnica en ia
cuantificacién entre las muestras contaminadas y verdaderas bacteriu-
rias, como analizaremos en el capitulo de cultivo cuantitativo, obser-
vandcse que algunos cutores (24) (49) creen que es tan prdctico que
incluse lo emplean rutinariamente mientros los pacientes hacen ante-
sala.
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Dos series de experimentos fueron llevados @ cobo en el laborato-
rio, y una tercera serie comprendié determinaciones realizadas con cuo-
dros clinicos. En principio, las tres series, de 20 experimentos cado una,
fueron reaiizadas sobre lo base del método seleccionado por nosotros,
con discretas modificaciones surgidos por la necesidad de efectuar nue-
vas diluciones que nos permitiesen obtener el indcule para la prepaoro-
cion de las ldminas.

SERIE I.— METODO.

Una décima de un cultivo de 24 horas de desarrollo de ta misma
cepa de Escherichae Coli utilizada anteriormente, fué colocada en una
folio, la que se completd a 10 cc. con el diluyente (dilucién 109; des-
pués de una previa agitacion (25 veces) se tomaron 10 cc. vy se colo-
caron en una segunda fiola que completada a 1C0 cc. dabo lo dilucién
10", De esta dilucién se tomd 1 cc. que fué colocado en una segunda
fiola y también completado a 100 cc. (dilucidn 107). Esta Ultima sirvid
pora la extroccion de las aliquotas que se distribuyeron en series de
10 v 5 placas y que siguid el proceso anteriormente anotado. La prepa-
racién de las ldmiras se efectud de la siguiente monera: De las dilu-
ciones 10"y 10' previa agitocién, se tomd una azada de 5 mm. de did-
metro y se colocd en uno ldmina portaobjeto (Idmina denominoda sin
centrifugar); 10 cc. de las mismas diluciones se centrifugaron a 2,500
r. m. durante 5 minutos, eliminando el sobrenadante y utilizando la
misma aso de platino se extrojo un indculo para uno segunda ldmina
(Idmina centrifugada). Ambas lédmincs después de fijadas, se colorec-
ron con azul de metileno por 5 minutos. Esta coloracion debido o lo li-
mitado de su maniputacion evité la pérdda del frotis. Fueron conside-
radas positivas sélo los ldminos que contuvieron un minimo de 5 baci-
los por campo 1 +; 2+ aquéllas con mas de 10 becilos por campo
y con 3 4 -t -, las que presentaron incontable cantidad de bocilos por
campo microscopico.

La valoracién de la cantidod de bacterias contenidas en los dilu-
ciones 10"y 10, se obtuvo de la correlacién con la cantidod de bacte-
rias obtenida en la dilucion 10" media de la serie de placas, siguiendo
la ley exponencicl de Poisson y teniendo en cuento que el factor de
dilucion es minimo, ejemplo: si la media de una serie de plaocas de la
dilucidon 10" fué 83; en la ditucidn 10" deben haber 830; en la 10" 8,300
y en la 10" 83,000.
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Como se puede ver en los resultodos de esta serie (Tablas Nos. 7,
8y 9, el nimero minimo de bacterias que nos dié un Gram positivo en
o muestra centrifugada, fué 8,320, y en la muestra sin centrifugor:
83,000, valores que no nos permitian establecer un necesario limite
para observar la aparicidn de la positividad del Gram. Para este fin fué
necesario hacer diluciones mds bojas que nos aproximara a este limi-
te; conociendo el promedio de las medios de nuestras series anterio-
res fué aproximadamente de 100 bact /cc en la dilucion 107, y conc-
ciendo que el factor de error de la dilucién es pequeno, podemos supo-
ner que en lo dilucion 10, la cantidod fué aproximadomente de
10,000 bact/cc. Con esta hipdtesis, se podrd entonces lograr dilucin-
nes a partir de la dilucién 10°, que nos dieran valores aproximados pa-
ra 5,000 y 15,000 bact./cc. y a partir de ellas obtener las preparacio-

nes para el Gram. Este es el fundomento de la serie |} que luego descri-
biremos.

SERIE II.— METODO.

Esta serie fué realizada con la misma sistematica que la serie |,
diferencidndose sélo en el proceso de obtencion del indculo para las
l[dminas:

Para hocer unao dilucion en que se obtuviera la cantidod aproxi-
mada de 5,000 bact./cc, se tomd 5 ce. de la dilucién 107, que coloca-
dos en una folia se completaron a 100 cc. A partir de ellas, se hicieron

las ldminas paro el Gram, tanto para las ldminas denominadas sin cen-
trifugar, como centrifugadas.

Para obtener 10,00C bact/cc. se tomd la muestra de la dilucion
10", como en la serie |.

Y en la dilucidn en que aproximadamente se podria obtener
15,000 bact/cc. se realizd colocondo 15 cc. de la ditucién 107 y se lle-
vé a cabo el mismo procedimiento para la preparacion de la lamina.

Los resultados de estos tres tipos de preparaciones se encuentran
en la tabla N° 10.

Completadas dos series, se pudo tener una idea de la contidad de
bacterios que era necesario que existiese en la solucion para dar po-
sitividad al Gram, determindndose que aproximadamente @ portir de
5,000 bact/cc. el Gram se hace positive en las laminas de nuestras
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centrifugados. Véase Cuadro N° 2. Era ahora imperioso comparar es-
tas dos series realizodos o partir de cultivos de 24 horas, con series G
partir de muestras de orinas de pocientes de infecciones urinarias.

SERIE HI.— METODO.

Los datos fueron obtenidos de la cuantificacidn de bacterias que
se efectud en los pacientes con infecciones urinarias, prefiriendo aque-
llas que necesitaron para su cuantificacidon diluciones mads altas a 10°;
el método seguido fué el mismo de la serie |.

RESULTADOS.

Los técnicas utilizadas tanto o partir de un cultivo de 24 horas
(series | y I1) como de cultivos de orina de pacientes de Infecciones uri-
narias (serie I11), nos han permitido establecer (véase Cuadro N 2)
que lo positividod del Grom a portir de las muestros centrifugadas se
hace positivo cuando lo concentracién de bact/ml. excede a los
5,000/mi; v en las muestras sin centrifugar, el Gram es positivo cuan-
do existe una mayor contidad de 50,000 bact/ml; este resultodo esta-
ria de acuerdo con Sanford (?26) quien suponia que el Grom comenza-
bo a hacerse positivo entre los 5,000 a 10,000 bact/ml; y con Philpot
(90a) quien encontrd, al estudiar su grupo de 50 hombres aparente-
mente normales, | caso con Gram positivo cuya cuantificacion fue de
5,700 boct/ml. Estos hollazgos serian de una ayuda invalorable al
bocteridlogo en la cuantificacidbn de bacterias, porque {e permite orien-
tar lo dilucidon a lo que debe someter su muestra de orina, para obte-
ner adecuada y proporcionol cantidad de bacterias en las placas. Per-
mitiendo ademds por una técnica sencilla establecer aproximadamen-
te una diferencia entre las muestras contaminados duronte la extroc-
cién de las muestros y las verdaderas bacteriurios de la Infeccién Uri-
nariqa.
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TARBIL AN Na @

SERTE o

DILUCTON 10 DILUCTON 16
No. de GRAN No. de GRAM
Bacteria s (@ Baetoria S¢ ¢
83,200 - 4+ 8,320 —  +
83,800 4+ 4 ++ 8,300 I
8G.50¢ 4+ 4+ 8,650  —  +
87,000 -+ +++ 8,700 -— +
87,400 4+ b4+ 8710 — &
87,806  +  +++ 8780  — 4+
92,700 4+ 44+ 0,270 -t
93.200 +  ++-+ 9,320  —
05,500 +  +++ 9,550  —  +
95,700 + + 4+ + 9,750 — —+
08,000  + 4+ ++ 9,800 - +
98,000  +  +++ 9800 —  +
109,700 ++ +++ 10,070 +
LLLIOO  ++ -+ 11,110 -~ 4
113,400  ++  +++ 1,340 — 4
118,700  ++  +++ 11870 —  +
128,000  + -+ +++ 12,860 - +
130,600 +++ +++ 13,000 — 4+
178,000 +++ +++ 17,800 — 4+

180,600 +++  +++ 18,000 — %
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TABLA Noo 1l

SERILE T

GRANM

No. de

No. de

——

Racteria SC ¢ Bacteria SO ¢
3.980 — + 598 — =
6,460 - + 6-16 — =
6,900 ~— -+ 640 — -
7,480 — — 748 — —
7.540 — + 754 — -
9,000 — 4+ 900  — =
9,500 — 4+ + 950 — —

11,120 - 4+ e — -
11,400 — 4 40 — =
14,000 — + -+ 1,400 — —
18,000 — ++ Q00 — —
30,000 += +++ 3,000 — ==
30,000 + +++ 3,000 — —
40,000 £ 4+ 4,000 — —
48,000 - +++ 4,800 — —
59,000 + +++ 3,900 — —
59,98() + +++ 5,998 — —
70,000 +4+ +++ 7,000 — —
78,000 ++4+ +-++ 7,800 — +

150,000 +++ +++ 15000  — 4+
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CUADRO XNoo 2

No. de GRAN] GRAN
Observaciones Sin Centrifugar Centrifugado

Na. BACTERIAS

+ =
0 — 1,000 7 0 0
1.000 : 2,000 b ) 0
2,000 —~ 3,000 0 0 0
4,000 - 5,000 3 0 0
5,000 = 6,000 10 0 5
6,700 = 7.000 10 0 0
7,000 — 8,000 1 0 4
8,000 - 9,000 8 0 8
9,000 - 10,000 12 0 12
10,000 - 20,000 16 0 46

20,000 - 30,000 2 ] 2

30,000 = 50,000 2 1 2

50,000 — 100,000 16 LG 16

100,000 S IR0,000 9 9 9

TOTAL 140

No. de GRAN Cp de POSTTINVIDAD

No. BACTIERIAS Ohservacior ox S.C. (@
0 - 5,000 21 0 0
5,000 - 10,000 44 0 88
10.000 — 50,000 a0 4 100

+  de 50.000 25 10 100

TOT N 140

NOT A Se establecid significacion estadistica de lox valores observaclos
mediante Ta pracha de CHI (121) encontrandose valores menores
de 0.10.
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CULTIVO CUANTITATIVO

El hallazgo de bacterias en un cultivo de orina es una comproba-
cidén suficiente para afirmar el diagnéstico de una infeccidén urinaria.
Una serie de factores que hemos venido analizando anteriormente pue-
den dar falsas positividades, o pesar de las rigurosas técnicas cualito-

tivas que el bacteridlogo emplea, lo que puede desorientar el diagnos-
tico clinico.

Durante los dos ultimos afos se ha tratodo de resolver este aspec-
to recomendando el empleo de una técnico cuantitativa que permite
evaluar en forma mads exacta la positividod del cultivo de orino.

Fatalmente muchas de estas referencias (34) (29) (59) sélo se li-
mitan a establecer cifras arbitrarios para distinguir contaminacién de
infeccion: algunos (9) (52) creen que este limite se encuentra en
10,000 bact./ml.; otros (57) (83) sdlo consideran verdadera bacteriu-
ria cuando la contidad de bacterias es superior a 100,000 bact./ml.

Este problema se ha venido aclarando anteriormente cuando se
han realizado determinaciones cuantitativas de bacterias en la orina
correlaciondndolas con el cuadro clinico (57), con el tipo de bacterias
(96) y con los hallazgos anatomopatolégicos (83).

Marple (77) en 1940 ha sido el primero en introducir el criterio
cuantitativo para establecer el diognhostico bacteriolégico exacto. Este
autor, sorprendido por la enorme incidencia de cultivos positivos de
orino que eran hallados en pacientes hospitalizados que carecian de
sintomatologia del tracto urinario, realizd determinaciones cuantitati-
vas empleando el método de lo placo vertido (“pour plate’’), en 100
mujeres hospitalizadas en el servicio meédico de la Universidad de
Stanford, encontrando que 31 de ellas tenian significativas cantidades
de bacterias en su orina; sus determinaciones fueron hechas en forma
seriado y con correlacién clinica, estableciendo pautas para el estudio
de pacientes de infecciones urinarias y recomendando como imperiosa
necesidad el empleo de la determinocion cuantitativa, desgrociadamen-
te, su trabajo no establece la cantidad necesaria de bacterias para con-
siderar la verdodero bocteriuria.

Kass (56) en su primera comunicacién del aofo 1955, dé suge-
rencias preliminares de enorme importancio para la aplicacién de es-
ta técnica; él cree que una proporcién mayor que 100,000 bact/ml.
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de oring, tiene una significacion valiosa de infeccion. Cuando se efec-
taa la cuontificacidn es bueno tener en cuenta el segmento de donde
prccede la oring, pues existen variaciones en la cantidad, en los dife-
rentes segmentos; ademds, hace la cbservacién que uno puece hacer
determinaciones menores que 100,000 bact/ml. adn en pacientes en
que se comprueba una pielonefritis activa, lo que depende de los si-
guientes factores:

a) Presencia de un ogente bacteriostatico: b) rapidez del flujo
bacierial; ¢) pH urinario; d) lo presencia de organismos de dificil de-
sarrollo; e) factores mecdnicos de obstruccién,

Pcsteriormente, en 1956 (57) en un trabajo mas amplio y con el
precposito de subrayar la importancia de las bacteriurias asintomaticas,
establece definitivamente que una proporcién mayor de 100,000
bact/ml. tiene significacién clinica de infeccién y que cantidades me-
nores pueden corresponder a contaminacién de la muestra.

Al iniciar nuestros estudios de cuantificacion de bacterias en la
cring, en 1956, empleamos durante 8 meses, el método de la placa
vertida (“pour plate”), con la misma sistematica de Anderson (4) y
Santord (96).

La experiencia que fuimos logrando con lo aplicacion de este
método, y los constantes andlisis a que fuimos sometiendo el método,
nos ha permitido establecer que esta técnica no era todo lo exacta que

se requeria y presentaba algunas desventojos que enumeraremos a con-
tinuacién.

1. Dificultad en determinor con exactitud la temperotura del
medio utilizado que, como hemos analizado en el copitulo |, es de mu-
cha importancia.

2. Lo falta de uniformidad en la mezcio del indculo-medio que
se obtiene con el método de agitacion de lo place.

3.  La utilizacién de una placa, que aumenta desproporcionada-
mente el factor de error, no siendo permisible estadisticomente.

Estas razones rin- impulsaron a abandonar la técnica y realizar
una estricta revisidn de la literatura con respecto a los métodos que
se emplean en la cuarntificacién de bacterias, con el fin de seleccionar
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un método que nos resultase fécilmente aplicoble y exacto. En este
sentido los trabojos de Snyder (104) y Wilson (113), han sido de una
oyudo invalorable para ir obteniendo una experiencio en la cuantifi-
cacidon de bacterias y hacer oplicable un método a nuestros proposi-
tos de cuantificar bacterias en la orina.

La sistematica de andlisis que hemos venido desarrotiando, ha
sido la siguiente:

a) Seleccidon del método del plaqueado, estableciendo nuestros
propios factores de error con este método.

b) La experimentacion con un medio de McConkey; con el fin
de utilizar uno que impidiese las contaminaciones.

c) Los estudios experimentales de la cuantificacién de bacte-
rias y su correlacién con el gram.

Esta sistemdtica nos ha permitido contar en la actuciidad en nues-
tro Departamento de Bacteriologia de la Catedra de Clinica Médica de!
Hospital Loayza con una técnice de cuantificacidn de bacterios exacta
y facilmente aplicable.

TECNICA DE LA CUANTIFICACION DE BACTERIAS EN LA ORINA
Metédicamente empleada en nuestro laboratorio:
A) Recomendaciones generales para la toma de la muestra:

Los pacientes deben estar sometidos a las mismas condiciones
que cuondo se efectda la prueba de Addis; esto permitird obtener una
orina concentrada.

La toma de la muestra debe estar encomendada a un personal
entrenado o ser efectuada por el mismo bacteridloge, quien, mediante
una cuidodosa limpieza de las mdargenes del meato con soluciones de-
sinfectantes (principalmente cloruro del alquil-benzilamina), evitard
la introduccién de bacterios contaminadaos.

Es preferible lo utilizacién de sondas metdlicas o de vidrio por
su inocuidad, facilidad de esterilizacién y fdacil manejo. La obtenciéon
de o muestra debe ser efectuada una o dos horas después de haber
vaciado la vejiga voluntariamente. Este método permite:
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a) Establecer una cuontificacién de bocterias en la unidod de
tiempo.

b) Obtener una orina aproximodaomente igual a la del flujo bac-
terial renal.

c¢) Limitar el factor de reproduccién bacterial o nivel vesical.

Una vez obtenida la muestra, de no ser utilizada en un periodo
de dos horas, debe ser guardado en la refrigeradora para evitar la re-
produccidn de bacterias que puede producirse a temperatura ambiente.

B) Metodo de cuantificacién de bacterias de la orina.

Tonto durante el proceso de preparacién de las plocas, como du-
rante el periodo de control de esterilidad (24 horas antes de su uso),
éstas deben estar rodeadas de los mdximas precauciones de esterili-
dad con el fin de disminuir el factor de contaminacién que habituol-
mente se presenta en los laboratorios.

Si las condiciones del loboratorio no permitieran obtener un por-
centaje menor al 109% es preferible la utilizacidén del medio de Mc
Conkey, que, como hemos demostrado, no difiere sustancialmente de los
medios nutritivos teniendo la ventoja de impedir la contominacidon y
de poderse guardar pos un tiempo mayor los stock de los medics, asi
como de permitir una diferenciacién precoz de los gérmenes, sobre to-
do cuando existen dos tipos de gérmenes.

Dentro del periodo en que es prudente realizar la cuontificacion
una vez obtenida la muestra, un primer paso seré la realizacion de colo-
racion de Gram haciendo un frotis de la muestra sin centrifugar, como
de un sedimento. Los resultodos obtenidos en nuestras series experimen-
tales nos han llevado a utilizor esto técnica como uno guia precisa po-
ra la reolizacion de laos diluciones de muestro de orina:

a) Cuando la coloracion de Gram fuese positiva en ambas [dmi-
nas ce elegira la utilizocidn de diluciones entre 107y 107

b) Cuando el Grem resultase positivo solamente en la ldmina
del sedimento, la dilucién a efectuorse en la muestra oscilard entre
?O_TY y ]O_\.

¢} Cuando la coleracién del Gram resultase negativa en ambas
laminas, se reolizard una dilucién de T0-%
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Seleccionadas las diluciones que han de emplearse, lcs directivas
del proceso siguen las mismas indicaciones que hemos descrito en la
parte experimental, cuando repetimos la técnica del plaqueado reco-
mendada por Snyder. Aqui sélo nos limitaremos a describir algunas
pequefas modificaciones y recomendaciones:

a) Es preferible para la realizacién de las diluciones el empleo
de fiolas en lugar de tubos, por los siguientes razones:

1° Se realiza menor nimero de dituciones.

2° Permite una mayor agitacién de las soluciones lo que focilita
tanto la ruptura de los grumos {("'clumping’’) como una mejor distri-
bucion de las aliquotas en las soluciones.

b) Hemos llegado a la conclusién que el nimero de plecas que
deben emplearse en la cuantificacién a partir de coda diluciéon debe
ser de cuatro, eliminando una de ellas que durante el contaje se elige
decididamente de las otras tres; esta indicacidén estd basado en el tra-
bajo de Wilson y Kullmann (116) y también en nuestras propias ob-
servaciones, al comparar nuestras series experimentales (véase cuadro
N® 1 y N° 2) en que hemos encontrado diferencias significativas en
la serie de 10 placas y las tres primeras placas utilizadas en la serie.

¢) Unao recomendacion importante es el hecho de distribuir las ali-
quotas tocando la punta de la pipeta con la superficie del medio con
el fin de disminuir el factor de error total.

d) Debe eliminarse toda placa cuyo numero de colonias desarro-
ladas sobrepase o doscientos.

CAPITULO V

APLICACIONES CLINICAS

La cuantificacidn de bacterias de orina viene siendo utilizado
principalmente para dos objetivos:

a) Diferenciacion de falsas positividades por contaminacién de
verdaderas bacteriurias,

b) Evaluacion de la terapia antibacterianc.
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a) Todos los autores (52) (77) (96) (58-b) que han empleado la
técnica de cuantificacion de bacterias en la orina, han dirigido su
atencién sobre este aspecto, como hemos analizado onteriormente.

Presentamos como ejemplo de esta aplicacidon, un grupo de 10
casos, extraido de nuestro archivo de pacientes estudiados en el Hos-
pital Loayza. (Véase Cuadro N° 3). En este grupo, como puede obser-
varse, sblo el cultivo cuantitativo pudo establecer la exactitud del re-
sultado del cultivo. '

b) El problema del tratamiento en las infecciones urinarias, cons-
tituye aun un serio problema (13) (17) (32) (46) (50) a pesar de! avan-
ce logrado con 'a terapia antibiética. Una serie de foctores han sido
senalados como condicionantes de la cronicidad y de las repetidas
recidivas que es frecuente observar: (@) factores de obstruccidén me-
canica (25) (71); malfermaciones congénitas (33); algunas entidades:
diobetes (7), embarazo (73) (89); sumandose ademds 2 complicacio-
nes surgidas con el empleo de la terapio con antibidticos como son:
lo enorme incidencia de cepas resistentes (39) (44) (61) (88) (92) vy
los cambios de la flora urinario observada durante el tratamiento (5)

(20) (120).

La evaluaocidon sobre la eficacia de la terapia antibacteriano, ge-
neralmente se efectla mediante el control de un cultivo cualitativo,
pero esto es relativo, porque si el cultivo permanece positivo no pro-
porciona el dato si ha aumentado la contidad de bacterias o ha dis-
minuido. Linneweh (68) en sus 30 casos observdé que el 809% tenian
cultivo cualitativo positivo, pero que la cantidad de bacterios era in-
significante en el cultivo cuantitativo. Estas razones han impulsado a
que el cultivo cuantitativo sea utilizado para evaluar lo terapia anti-
bocteriona.

La sistemdtica empleado en nuestro laboratorio, establece que
cuando un cultivo cuantitativo resulta positivo, efectuamos controles
seriados de cuantificacion paro evaluor la teropia; el segundo con-
trol es efectuode el 5° dia de iniciada la teropio y el tercer control, 5
dias después de terminado el tratamiento; esta oplicacién del método
del cuantitativo nos indica de manera mds exacta la eficacia terapéu-
tica.

Nosotros hemos seleccionado un grupo de pacientes (Grupo N°
2) cuyos controles cuontitativos resultaron negotivos demostrando una
real desaparicion de la bacteriuria,
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En el Grupo N° 3, presentamos & casos en que el cultivo pudo
orientar al clinico sobre la accién de los antibibticos; en los casos 3,
4 y 5, la cantidad era elevada pero fué disminuyendo paulatinamen-
te; en los casos 1 y 2 los pacientes estaban asintomadticos y no mos-
traban reaccién inflamatoria, sélo los cultivos cuantitativos nos per-
mitieron establecer la mognitud de la infeccion.



——

_{H - | 59Ua30. wy | | aequny _
* OALJREY N WPRGOWY | HaN odwe)y X wojoqel | Moo | IX-%| << VoI
CSHLUDUOL | w DIGRI]
._ “0ANRDO N sy dequuiny
0AIRTON MO NFRO.) 3aN odwwy X Q1 -Lpuopl] 7 1010(] X-2l| &¥ AN
4 020)0[R)S _ rLnSI(]
sodue) ‘ eLINSI(]
_ TOALPRBY N m SOUIBI IV BN SOLUA Uo | SUYLOUO[OL ] _E.: mbyog | xi-6 Sz ./
_ “[rudl r_ne:_,: _
| | |
| S N i A I S A
, oanedoy vsop | SHLJRUOL | RUOLQI] |
oanedoN -ndeos ooodoquydeyg BoN odwty X p o -t oonsinh, equangra-g) €6 | CAA
| , -1jod :::;: 10[0(]
NN S [ SO, SEEpSA, [IIIN WS N,
[ h | |
_ _ sty Ry
oanedy N\ w 1o,y BoN | odwm X )z -LL2Uo 01 aequing 11A-01] gF A
_ m 10[0(]
_ | - L
NORYPRETIIN . 110,) "9 BN T:QEE SOLIRA U9 | 1y TLINSICT | A= 02 | 'IND
| ,ﬁ SLHAUOOL ] ,m
[, (S N— _ —_— e ———f——— —_— | ———
| |
_ m 2Ll
oanrRoN | straou) oponodo :J.m BoN S SNSI WU | [A-6Z 01 ML
_ -LIjauofaL ] | -nmbeio]
* s
“ oanesoN SOUISI RV | uoz LU0 ol | LS | A-FZ | T8 | T
| | _ |
{——— . e e e e s PRSP RREE SIS S —_—
“ _ #
| 01 oAy OATJRIIRN) OALN) 7 wear) OAUNSIL] | SOLIBULIY ¢ RYDIT| PRPS] | OSR))
[PRIUMENG: 0ATN0 | 0O13sOUGRI(] | sPwWoyNg | _ '
Cpwonq ool > . I "ON Odildb
£ OON OMAdNV D




— 4+ o+ + 14

SOLIRULIL SRAIOpuiQ

- + -4+ ++ ("2 X1 o waTw)
HIOIN |
- — + weay)
BN o,y "o OPRISIE UDWLDT)
0001 RULLO D) X
IR 0N
8¢ RLANNELY
6 ¢ PUBRYS TAR(]
tl FIPO TN
— t
- - [
- — U}
- - {1¢
- - ¢l
=01 2 -0l 01 oIy
01 6 S L 4 G f g G [ [A-0¢ 68 8¢ LT 4% T.A-€ vI(]

| ON OsY)

¢ ON Od YUY



VNILYDENONOTO IR
VNIDITKOLIAIULST | . h

e e il s o s e o ST RGO

- +++ 4+ 4+ 4 (d0dwea 1od ([ A doatw)
SO0

e - + 44 [T
- - o) 'y OPR|sE WU )
- - 000°StL TR0 "9 X
SRLID)JORY 0N

- - LT UDLITLIT A 7 J00,)
- — IRy PARPUIG ARI([
- - N1l EHESAN
AUl il 01 US|
AL 4 g T & (e I 0 68 Al-8C & ¢ 4¢ 16 AI=ES vI(|

¢ ON O=V)

¢ OON Odaun)

N



% VNIDIWNY HNDIS _

— 4+

++

l_l

T__E.~:.:_O.,v EC_C.VQ.;«A—
000 HFF.T

Al

80721

9t

bt
¢el
¢
101
Gel
¢ 0T

0JUDIUIT)RT,

SOLRALY STWOULY
(oduwres tod (] 10ABW)
S01200NY' T

we.)

:m;_._c.-.v

SRLIDJORY 0N
DTLBA JI0)
DIBPURIS “ASI(T
BIPOTA

3 L 9 [A—G

4

IA-0z 61 80 L1 90 SL +1 &1 3l I JA-GD 6

£ 0N 08V)

ON Od0YD

v




| VNIOIWNYRWDIS OJUIMUIT A,

—_ - = - - — —_— - - - — — 4+ ++ ++ +4++ +4+4+ soueun) stwojulg
(odwwy 1od ) 9p 10 ATW)
- — + 4 SOJ0INY |
_ — ++ we.y)
BoN BaN 1o,y 'q UaUlLLat )
V00 6086 SRI103ITE 0N
86 WRLIBA )OO
N_ _Zi—::ﬁ.ﬁ ,.)mcc
9131 BIPOIN
- — all
- — 0tr1
- - 1G1
- — Ol
- — ¢gt
01 0l W01 uotanji([
L0 9 sl ot €l 4 11 0l 6 8 2 v AN ¢ 4 \ ¢ BI(]

T OON Od Uy



I S i e o o e e S S e
= F

- +44
- ooy ol
- 000 915

3_:;_;:::._._‘

SOLIR ML ) S0 palS
(X (] op loxvu)
SOOI

ey

QPRSI Ugu iy
CULIO ")) X

SULO N ON

) ¢l 2y 100

IS0 PuRIg aRo(|

o 9" 10 IHTERINY
i - 0!
B - 0!
B - 1)
3 h g9
- B 0L

- ¢ 0l wOLN{ICT

N 1% 06 61 81 LI 01 A¢l Rl gl a I 01 S i

¢ oy 08V)

¢ ON Od Uy



EPRAV[D VLML IR RUN BGRIROWIP OATIGJIIURIY [0 olh 50] W A RLIOPRWREJUD UOTIIVLE RIQEN vuh
X RLEWOSE dJuobd v opurlap RIuIQIaR BidBioy BUN U0Y 9JUDWRLIO IS vdredeson ojps aub v
SPALN OO PUL OPJIL 1IN RERUOIPUOD otb [RL03IR d0isUg LA Ty BRI BN 0D 0NN 0APURN)  SU0IN1)IU0,)

I vNT1IoINAd | [OVNIDINYRDIS | oyalmLRAT,
+4+4- -+ 4+ + 4+ b + - --— ===+ F+++++++ + +++ SRUOYUIS
3 + ++ +4 (9N01 9P oA

. .ﬁC.ﬁ..Zk.ZCQ
+++ +++ . ++ +++ wear)
o,y o o) "ol - — 10,0 10 "W OPTIT Uawi)
000°009. { 00008 F.2 - — 00008, | 000026 BULIO "0 X

SRLID)IVE "0\
Il Il — N~ M.N_ :C_;ﬁ._._‘:n/ ..Twc_u
¢eyl 9§ — = €22 OLTT paepugg asa([
991 S - = 081 56 WIPOTN
081 S2 - = £61 zu1
0¢i 92 — = ¢8| S
191 62 — — SFI 16
bl [ - L20¢ 16
1€1 (9 — - Ll 601
<04 01 P <01 <01 <0l up Iy
JAYLGLFLELG T AUl 68296 FETL0LAGESEL3984T A€8€232 12 (05 A6l 81 LLY1 Gl A-FI I

] CON OsV))

&€ ON Odaaun



UDLIN[OAD NS ITNFIS SOUOPUFIPIAWIL BB NS (012108 94 U0LTA B[ onb 0Ur) SRaIul[d

SOUO LT PRI JLIRI ST JILINIP TR 008 91D — SOUDWLIRA S02)0 12 RUO[} B] OP IRIQUIL) OPURLA0] "TouLIvE [0 Bysry
Laatrdusop 10avy 0] wah OWIL I 9)89 OPUILE (LUTIULGZ () ¥ I[(ISUIR) RUIIWLWIAS £ (LRI g7 () T I[([1s
-103) v od v opqiRuas ony o(os auh vuowopnasd vun op vyuasadd v 1od fpw INe 9R0PULIIGUOSL)
DRDLIIFUL QUPBID 042438 UN BRUSOWUOP 9Juafaid 1159 9P 30200010400 SOFZL|[RY SO} A 0IULR OAPTNY (5] JHO2U)Iu0;)

o\

e e e e ol L

+++

4+
BN
H6O'GROLE

+4 o+

A+
RN

0007460,

¥
-
ire
1z
G&
W0l

08 \-62

NG

e

¢e e

VNITDO LW VI OIS

OuIT LY,

S0 ULg
+++ 444 aX (g opIoAtw)
SO0
+-++ +++ W
0IIURIIOL | OILIRIIOL[  OPURSIT AW
0000862 100°0¢2.6  #UMO 9P oo X
,/;. .:.:..M_ Lt .o./.
Sl % IRLIE A CJO0;)
It (! paIpuRyg CAsac]
S LG ol nIpoly

<< ré

NC g

21 Gl

12 Sl

(2 o
401 201 A0
A G I A2 eI(]

€

N .:./( OT,/A_Q

0 ./.q

Od Uy



uHyLL

P wopdwosur toarjod i 2od BPracLIpuost BEEIs 10aafdl dPIoaL ®Ysd o oo Lwgsod awg
TWERLY (9P s0dsa) 0s0WIv Ul OIpenY s 9AIpLVL Fuaed vsd

~U0) ISOPURIFO| "R O] 9P OWUERY U0 0]

JUQISNINO, )

[ VNLLNYaVHOd | | e w o
.1 VNLLIOITINHI YL _ i YNLLNYAV.ad “ ojuonuRyR g,

e i e o i T S o o e i sl o o S S O S o B T J S o S 2 b SR L
- = + — (" X (] op loxTW)

e 7

SOTO0INI"

+++ uliy)

ISR <00 — SIWLIOJ10:) TO[OITIT ] OPT[STE UL

000002.¢ 000°008.9 000088, 1 ULO P X

SULLPIRY OP 0N

82l S 8l - Qg ITaBMTE Ny JR0))

| F §zl PET PURS AsI(]

44 sS4 = 0881 RHIRJAN
Le 44 — (81
g 04 — 81
it Nt — 881
A4S 06 = 43
¢ ) = 061

2 0l .01 =01 .01 uoLUL(|

A-Lg 4% ¢C t¢ €& %% le A0Z 60 ST LIOITCIFLEl NTL 0l 6 5 2 ) A-¢ 21e!

¢ON 0%V

& O0N OdaUn



ﬁ W ()| 09stp o _:._:_:—_r.:;fv OAlI9JY skl C..::_A:::u un oy vsuajul spwl c_ﬁ_ﬂ._.: rwun u Cd:n_o anb (uu

IRODSIP UD PBPIIPISUDS) BUIPLBYSLIE] U0 0JUONIMEL) [ Ut op[oqod LI X BLINLIHTQ BRUJULBUD tortw

A0 SOABOOLLPIRC SOFZU[RY SOf RLRULIN vdO[0RuoUs €SI arjuosdLd op dtsod v oonh opuont|

PN
NN

02618 LE 91 G111 €l N_

VNILNYAVIL | | | VNIIDIDVILS
— e m mumow o e w m mommd - +4++ +
—= F +++
+++  +++ +4++
SRl YOI oy of
000'008.6 0002682 0000841
L'y ¢4 161
e 012 0t 8
36 2 €82 8 841
— ¢ €8¢ 061
— 01 €1z ¢yl
. 86 163 081
e 201 068 St
— 06 ¢l1g 1%
01 .01 0l 0l

/::.w::/

0N ONY,)

¢OON 0daUn

_..,m_ _Momxm \N:N A »N_.wvmmo_o : :N

J0UDIUIUO,)

::_ OJUTUIB T,

F SOMTULL ) sBWo)jug

L+ + (") X [ 9p JoAvu)

SOYOIN |

+ + ey

o) "9 OPRISTE WU

000°01¢.2 VULO "9 X

SUL JaRvg O "ON]

11 UOLRLIT N\ 90,)

FA A paepurs asa(

G 1¢2 HIPIT\
0¢g
065
09g
ad
€2

<01 W]

R



TPEPHUTD UK D JUIWRATROLF0 OPUIATULWSID U0

KOS9 SO UL =0 w) w9 apand owws odad prprpigisuas op vganad v aod tprapil BRoap oasiep ap

s 1 opogal AN OLITULIN, 0508100 U] 0IPRIY U QUIILWJOP oo wad Rpuos Uil (Bh) 2] Ud 9 Judidt |

| VNPTDINGD
[ YNLLUDIINONOT)

++
+++

++ -

+++

SN0 |

000" 11

01
Fl
01
6
Gl
01

| r‘

.:./,

0 \A—-6@

; VN LLDTINOMO 1)

b A At A A

++

+++

SNOJO T
000°0¢ L

N
I-= —

W~

1R
K0
oY
¢
8!
¢=01

¢ oaN ORY))

Od. Ty

20U U0, )

O UL,

NRIOJULS
444 (odwra X (| op Joarw)
KOOI N[
wrn )

OpRRIT UaulIgl)
RULIO "9 X
SRLIYIRY 0N

4+

LD
000099, 1

<t IRy JI00)
¢ F paEpuUR)S AR
911 PO
611
il
Fil
011
121
4-01 UOLINI(T
YA K 4 vi(]



PEPIIISUIN op B B[ U ¥PRIIPUL $RI0OIP U0I 0JUBTIUB)BL |3 OIR(| 0]0s OPUIIPID "RIIUIJEISIL 9](¥)
-0U TUN UOIBUIULIDIOP $340113)s0d SOPRI[NSAL SOAI) O1)1A UL PEPLLISU0s 9p seqaiud sB IRZIBal Uls Opr[eYy
-SUT BUIPDLEL T U0) 0JUIIWTRAG B 01pad ou Branld A PLINLIDIIRG BAUD OPHER 0DTUD 0IPRND U0D JJUOITJ [ UDIST)IUO,)

| YNIINVAVIOT | OVNITIOIDVIIAL | OJUDIUB)ELT,

— ——— = — 4+ + 4+ + + + o+ A+ At A+ A A SEwojulg

— + — 4+ 44+ (o x [ op 10ARwW)

S031000N9" [

o — +++ +++ e

o) I O INC OPEsT® UL

000°08L.1 000°002.& BULIO 9 X

SRLIBJORE 0N

— - &gl A WBLE Y J90,)

— — 096713 9g 01 PLBPURYG " ASI(]

- - 8L1 43 PO
— - 191 [§%
— — 121 83
— - €61 e
== - &5l (43
— : = 80¢ £

201 =01 +~01 » 01 oL

INSGt € 2 | 1§ 08 62 83 ALE 98 $C ¢ € \N¢g 12 (0T 61 3l ALl tid

9 0N 0SV))

€ ON 0dNYn



FACULTAD DE MEDICINA 155 @I

CONCLUSIONES

1 .—Se hace un estudio sistematico de los diferentes métodos emplea-
dos en la cuantificacion de bacterios y de sus factores de error,
seleccionando al método del plaqueado como el que mejores con-
diciones ofrece para su aplicacién ¢ la clinico.

2.-—-Se compruebo que los coeficientes de variacion alcanzados por
nosotros, empleando el método del plaqueado recomendado por
Snyder, no presentan diferencias significativas con las de este au-
tor.

3.—Se comprueba que no existe una diferencia entre el Medio Mc
Conkey y el medio utilizado por Snyder; recomendando su aplica-
cidn en la cuantificacidén de bacterias en la orina, cuando los fac-
tores de contaminacién de las placas sean elevados o cuando se
desee realizar determinaciones especificas de la flora grom ne-
gativa de la orina.

4. —Se demuestra la necesidad imperiosa de utilizor el cultivo cuan-
titativo de orina para establecer una clara diferencia entre culti-
vos contaminados y verdadera bacteriuria; y ademds evaluar los
resultados de la terapia antimicrobiana.

5.—Se demuestra que una concentracién mayor de 5,000 bact/ml.,
determina la positividad del gram a portir de una muestro de ori-
na centrifugada y que, una concentraciéon superior a 50,000
bact/ml. determina la positividod del Gram a partir de una mues-
tra de orina sin centrifugar.

6. —Se propone una sistematica de cuantificacién de bacterias en la
oring, con minimos factores de error y facilmente aplicable.
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