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Prefacio

Las enfermedades infecciosas en los dltimos tiempos han mantenido un lugar pre-
ferencial en el 4rea médica, sobre todo por la aparicién de enfermedades virales como
el SIDA y el resurgimiento de cuadros infecciosos que se crefan controlados como la
tuberculosis. Por otra parte, el uso indiscriminado de antibiéticos de amplio espectro
ha incrementado la resistencia a los antimicrobianos y la circulacién de cepas multirre-
sistentes en los ambientes hospitalarios, situacién que dificulta el manejo de pacientes
hospitalizados.

Es por ello, que el clinico recurre al laboratorio de Microbiologia con el tinico pro-
posito de obtener resultados confiables y en el menor tiempo posible. En tal sentido, el
presente manual se ha diseflado de manera que sirva de texto guia para los estudiantes
de Bioandlisis que cursan la asignatura Microbiologia clinica y aplicada e, igualmente,
de texto de consulta rdpida de los profesionales del laboratorio de Microbiologia. Tie-
ne por objetivo mostrar los recursos y técnicas convencionales para el diagnéstico de
algunas de las enfermedades infecciosas mas frecuentes; se hace énfasis en los procedi-
mientos a seguir de acuerdo a la impresién clinica inicial, aislamiento, identificacién,
pruebas de susceptibilidad de los microorganismos involucrados, interpretacién y re-
porte de los resultados.

Las metodologias descritas se presentan en una forma clara y sencilla, su presenta-
cién grafica en forma de figuras a color facilita la comprensién global de las técnicas utiliza-
das para el diagndstico microbiolégico.

La elaboracién del presente manual es producto del conocimiento y experiencia de
varios profesionales del area de microbiologia adscritos al Departamento de Microbio-
logia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes.

Es importante mencionar, que en los tltimos afios se han desarrollado nuevas
tecnologias que escapan al objetivo de este manual, pero que pueden ser consultadas
en otras bibliografias especializadas.

Judith Velasco Carrillo
Prof.? de la Cétedra de Bacteriologia






Principios diagnosticos
de las enfermedades infecciosas

Maria del Carmen Araque

Obijetivo general

Introducir al estudiante en la aplicaciéon de conocimientos técnico-cientificos para
el diagnéstico microbiolégico de las enfermedades infecciosas.

Objetivos especificos

1. Describir la importancia clinica y microbiolégica de las diferentes etapas que con-
forman el procesamiento microbiolégico de una muestra clinica y su relacién con
el éxito o fracaso en el diagnéstico de las enfermedades infecciosas.

2. Reforzar las destrezas practicas adquiridas en Microbiologia general, en cuanto a la
realizacién de técnicas de coloracién e inoculacién de medios sélidos para aisla-
mientos primarios.

Aspectos tedricos

El diagnéstico de las enfermedades infecciosas se realiza sobre la base de los signos
y sintomas clinicos que presenta el paciente, los datos epidemiolégicos y la demostra-
cién del agente causal o las huellas que éste ha dejado en el sistema inmunolégico del
individuo. (1)

El papel del laboratorio de microbiologia clinica consiste en determinar la presen-
cia de patégenos potenciales en los tejidos, los liquidos corporales o las secreciones de
los pacientes, e identificarlos en caso de que estén presentes. Este servicio es indispen-
sable para el médico tratante, porque la informacién acerca de la identidad del patégeno
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PRACTICA1 | Principios diagnésticos de las enfermedades infecciosas

es de importancia primordial para predecir el curso de la infeccién y orientar o decidir
la conducta terapéutica mds apropiada. Esta informacién puede obtenerse por medio de
cuatro formas posibles: (1,2)

. El cultivo y la identificacién de los microorganismos a partir de muestras clinicas.

. El examen microscépico de la muestra clinica.

. Lamedicion o cuantificacién de la respuesta inmune especifica para el patégeno
en el paciente.

- La deteccién de moléculas especificas de los patégenos en las muestras de los pa-
cientes.

La extensién y la confiabilidad de la informacién que puede proporcionar el labo-
ratorio varfan de acuerdo con la naturaleza del patégeno. Algunos de ellos son faciles de
detectar, cultivar, identificar y caracterizar (Escherichia coli); otros requieren medidas
extraordinarias tan s6lo para detectar su presencia (Helicobacter pylori). Sin embargo,
las capacidades del laboratorio de microbiologia clinica se estdn ampliando y perfeccio-
nando aceleradamente, gracias a los avances tecnoldgicos y cientificos en el campo de
la biologia molecular, han permitido introducir, cada vez mds rdpido, nuevos métodos
diagndsticos en la préctica clinica.

La principal conexién entre el médico y el laboratorio de microbiologia clinica es
la muestra que se recolecta y se envia para su procesamiento.(1-3) Es por ello, que la
recolecciéon correcta de una muestra clinica para su cultivo es la etapa més importante
en el aislamiento exitoso de un microorganismo responsable de una determinada enfer-
medad infecciosa (Fig. 1).

10 | MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA



1 | Maria del Carmen Araque
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Figura 1. Estudio microbiolégico de una muestra clinica
Tomado de: Mims y col., 1995
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PRACTICA1 | Principios diagnésticos de las enfermedades infecciosas

Una muestra deficientemente recogida puede ser motivo de confusién al momento de
aislar el agente etiolégico. La recuperacién de gérmenes contaminantes puede conducir a un
diagnéstico microbiolégico equivocado y, en consecuencia, a la instalacién de una terapia
incorrecta, que en algunos casos puede agravar el cuadro clinico del paciente. Por otro lado,
se debe tener en cuenta que la piel y todas las superficies de las mucosas estdn normalmente
colonizadas por una flora habitual. Sin embargo, con frecuencia estas superficies pueden ad-
quirir una flora transitoria o, incluso, ser colonizadas por patégenos potenciales provenien-
tes del medio ambiente. En consecuencia, se deben emplear procedimientos especiales que
permitan distinguir los verdaderos microorganismos implicados en un proceso infeccioso,
de aquellos provenientes de la flora sapréfita y/o de los que son colonizadores “anormales”
que no estdn causando ninguna infeccion (Tablas 1 y 2).

TABLA 1. Algunos sitios de infeccidén y sus posibles fuentes de

contaminacién con flora saproéfita

Sitio de infeccién Fuente de contaminacién

Vejiga Uretra y perineo

Sangre Sitio de puncién

Cuello uterino y endometrio Vagina

Fistula Tracto gastrointestinal

Oido medio Piel del conducto auditivo externo
Cornetes nasales Nasofaringe

Infecciones subcutdneas y heridas superficiales Piel y mucosas

Tracto respiratorio superior Cavidad oral y nasofaringe

Para orientarnos a resolver este problema debemos considerar lo siguiente: (1-4)

1. La obtencién de liquidos normalmente estériles (sangre, LCR, etc.) por aspiracién
con aguja percutdnea deberan ser precedidos siempre por una exhaustiva descon-
taminacién de la piel. Por lo tanto, se deberan extremar los cuidados de asepsia y
antisepsia en aquellas dreas normalmente contaminadas. El alcohol al 70% es satis-
factorio para la piel, sin embargo, debe dejarse actuar, por lo menos, 2 minutos. El
yodo (2%) y la povidona yodada son muy efectivos y de actividad rdapida (1 minuto)
contra todos los microorganismos, incluso, los formadores de esporas.

2. Realizar cultivos cuantitativos que permitan determinar que el microorganismo ais-
lado es el responsable de la patologia infecciosa (contaje de colonias, Ej: uroculti-
vos). Una cuantificacién menos rigurosa puede ser adoptada como rutina, mediante
la implementacién de una escala que oscile entre 0 a 4 cruces, o simplemente,
expresar el desarrollo de microorganismos como crecimiento escaso, moderado o
abundante.

12 | MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA



1 | Marfa del Carmen Araque

3. Considerar la posibilidad de recolectar la muestra en forma seriada y evaluar los

cultivos de acuerdo al criterio anterior.

TABLA 2 . Muestras que no deben ser procesadas debido a su

cuestionable informacién microbiolégica

Tipo de muestra no adecuada Alternativa o comentario
Exudados de heridas por quemaduras Biopsia o aspirado
Descarga de colostomia No procesar
Exudados de tlceras de dectbito Biopsia o aspirado
Punta de catéter de Foley No procesar
Aspirado géstrico en recién nacidos No procesar
Loquios No procesar
Exudados de absceso perirectal Biopsia o aspirado
Exudado de lesién gangrenosa Biopsia o aspirado
Exudado de lesi6én periodontal Biopsia o aspirado
Exudado de lesién varicosa Biopsia o aspirado
Vémitos No procesar

Normas basicas para la recoleccion correcta de muestras biologicas

1. La muestra para cultivo debe proceder, de ser posible, del verdadero sitio de la in-
feccion y debera recogerse con un minimo de contaminacion de tejidos, érganos o
secreciones adyacentes.

2. Se establecerdn los periodos 6ptimos para la recoleccién de las muestras de acuer-
do al proceso natural de la enfermedad y del microorganismo posiblemente involu-
crado. Esto se realiza con la finalidad de aumentar las posibilidades de recuperar y
aislar el agente etiolégico.

3. Obtener la suficiente cantidad de muestra para llevar a cabo todas las pruebas y
técnicas de cultivo solicitadas.

4. Utilizar dispositivos de recoleccién, recipientes para las muestras y medios de trans-
porte adecuados para asegurar el 6ptimo aislamiento de los microorganismos.

5. Siempre que sea posible, se deberan obtener las muestras clinicas antes de la admi-
nistracién de antibiéticos.

6. El envase o los dispositivos de recoleccién de muestras clinicas deberan estar co-
rrectamente rotulados y fechados.

MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA \ 13



PRACTICA1 | Principios diagnésticos de las enfermedades infecciosas

Factores que influyen en el aislamiento de microorganismos

- Localizacién del proceso infeccioso.

. Técnica y material utilizado para colectar la muestra.

- Medio de transporte en el cual la muestra es colocada.

. Tiempo transcurrido entre la toma de muestra y su procesamiento en el laboratorio.

Transporte de muestras biolégicas

El principal objetivo del transporte de muestras clinicas dentro y fuera de un hos-
pital, es la preservacion del material biolégico lo méds semejante a su estado original,
con un minimo de deterioro y sin riesgos de contaminacién para quien manipula estas
muestras (Tabla 3).

TABLA 3. Sistemas de transporte y condiciones

de almacenamiento de muestras*

Condiciones de almacenamiento
4°C 25°C

Sistema de
transporte

Tejido de autopsia, lavado bronquial,
catéter endovenoso, fluido pericardi-
co, esputo, biopsia de pulmén, orina,
muestras con sospecha de agentes vi-
rales.

LCR, liquido sinovial, liquido pleural,

Sin preservar P fos .
P liquido ascitico, agentes bacterianos.

Liquido abdominal, liquido amniético,
liquido biliar, aspirado transtraqueal,
material profundo de heridas, aspirado
sinusal, biopsia, orina, aspirado supra-
pubico.

Transporte para

anaerobios

Muestras inoculadas
directamente en el
medio de cultivo

Raspado corneal, hemocultivo, secre-
cién uretral y humor vitreo.

Medio de

transporte

Biopsia de heridas, secrecién de oido
externo, muestras de heces en donde
se sospecha la presencia de Shigella
sp., Vibrio sp. y Yersinia sp.

Tejido 6seo, hisopado cervical, hiso-
pado conjuntival, secrecién de oido
externo, hisopado vaginal, hisopado
nasofaringeo, exudado de tracto respi-
ratorio superior.

* Condiciones de almacenamiento médximo por 24 horas.

En la actualidad se dispone de una variedad de recipientes para la recoleccién y
transporte de muestras clinicas tales como: placas de Petri, jeringas y agujas para as-
piracién, tubos o viales con medio de transporte, sistema de tubo plastico con medio

14 | MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA



1 | Marfa del Carmen Araque

de transporte e hisopo para bacterias aerobias y anaerobias (Culturette System® BBL),
sistema de bolsas biolégicas para bacterias microaerdfilas estrictas y anaerobios (Pouch
System® Difco), entre otras. Sin embargo, el equipo de recoleccién de muestras mads
utilizado es el hisopo de madera con punta de algoddn, alginato o dacrén. La seleccion
del tipo de hisopo estard determinada de acuerdo al microorganismo en sospecha en la
muestra clinica. Una vez recolectada la muestra, el hisopo es introducido en el medio
de transporte. Este procedimiento suministrard la humedad suficiente a la muestra hasta
por 72 horas.

Los medios para el transporte de muestras més utilizados y que permiten la viabi-
lidad de la mayoria de los patégenos son: el medio de Stuart, Cary-Blair y el de Amies.
Estos medios semisélidos tienen un ph regulado y son esencialmente una mezcla de sus-
tancias tamponadas que carecen de factores de crecimiento. Se les adiciona un agente
reductor como el tioglicolato de sodio para mejorar la recuperacién de bacterias anaero-
bias. En otros casos, se aconseja agregar borato de sodio para preservar el transporte de
muestras donde se sospecha la presencia de micobacterias.

Es importante destacar que aunque los hisopados son la forma méds comtinmente
utilizada para el envio de muestras, se prefiere que la muestra sea enviada en la mayor
cantidad posible (una jeringa o en un vial), de manera que se pueda garantizar su pro-
cesamiento para la mayor cantidad estudios y técnicas bacteriolégicas. Asimismo, si se
sospecha que los microorganismos son escasos, cuanto mayor sea la muestra, mejores
serdn las probabilidades de aislar el patégeno involucrado.(5)

En los capitulos subsiguientes que conciernen a la actividad practica de labora-
torio, se describen los métodos de recolecciéon y el manejo de las muestras clinicas de
acuerdo al proceso infeccioso y al drea anatémica involucrada.

Procesamiento de las muestras clinicas

Toda muestra que se recibe en el laboratorio de microbiologia se debe examinar
visualmente o microscépicamente a fin de evaluar si es adecuada para su posterior pro-
cesamiento. Si hay evidencia de que la muestra ha sido recogida incorrectamente, si
hay cantidad insuficiente de material, si el recipiente es inadecuado o si hubo excesiva
demora en el envio, se debe recomendar la recogida de una segunda muestra.

El examen microscépico de las muestras clinicas es de gran importancia. No sé6lo
puede convalidar la calidad de las muestras, sino también, identificar algunos patégenos
por sus caracteristicas morfolégicas, movimientos o propiedades de tincién particular.

En ciertas infecciones el diagndstico microscépico es altamente sensible y especifi-
co (Tabla 4). También representa una técnica rdpida que permite que el médico inicie un
tratamiento sin tener que esperar los resultados del cultivo.
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PRACTICA1 | Principios diagnésticos de las enfermedades infecciosas

TABLA 4. Muestras clinicas y examen directo

Muestra clinica Impresién diagnéstica Examen directo
Difteria. Azul de metileno de
Exudado faringeo Loeffler
Faringitis o faringoamigdalitis bacteriana. Gram
Ulceras orofaringeas | Angina de Vincent. Gram
Esputo aspirado Bronconeumonia o neumonia bacteriana. Gram
transtraqueal Tuberculosis. Ziehl Neelsen

Lavado bronquial Micosis pulmonar. Azul de Lactofenol

Celulitis bacteriana, furunculosis. Heridas qui- | Gram
rirgicas infectadas, tlceras de dectbito, entre | Solucién Salina.
otras. Mionecrosis.

Heridas cutdneas
0 secreciones

purulentas de .
piel o mucosas Micetoma. Kinyoun
Azul de Lactofenol

Liquido Meningitis bacteriana. Gram
cefalorraquideo Meningitis criptocéccica. Tinta china
. Infeccién urinaria bacteriana. Gram
Orina L
Leptospirosis. Campo oscuro
Gonorrea. Gram
Secrecidn uretral o Infeccién no gonocdcica. Giemsa
cervical purulenta Candidiasis. Al fresco o

Azul de lactofenol

Exudado de ilcera

en genitales Sifilis. Campo oscuro
(chancro)

Secrecién ocular o Conjuntivitis purulenta. Gram

raspado corneal Tracoma. Giemsa

Raspados de piel, | Dermatofitosis.
fragmentos de Pitiriasis versicolor. KOH al 40%
ufias o pelos Candidiasis. Azul de lactofenol

El examen en fresco de materiales clinicos sin colorear, por microscopia de contras-
te de fase o campo oscuro, es 1til para demostrar la presencia y movilidad de bacterias
como las espiroquetas (Treponema pallidum). Muchos patégenos fiingicos también tienen
aspectos morfoldgicos caracteristicos. De manera notable, la meningitis por Cryptococcus
neoformans se diagnostica con mayor rapidez por el hallazgo de la levadura encapsulada en
liquido cefalorraquideo. Mediante la tincién de fondo con tinta china se visualiza la cdpsula
transparente de la levadura. Si bien los virus no pueden verse con el microscopio 6ptico,
los cambios inducidos por ellos en la morfologia de las células hospederas pueden ser diag-
nosticos. Ejemplos de ello son las células gigantes multinucleadas observadas en el material
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1 | Marfa del Carmen Araque

de raspado de las lesiones producidas por el virus herpes simple o el virus de la varicella
zoster (frotis de Tzanck) y los cuerpos de inclusién intracelular especificos observados en
los tejidos activamente infectados por citomegalovirus.

Los patdgenos bacterianos pueden ser visualizados y agrupados de forma morfo-
légica y funcional utilizando tinciones especiales como la de Gram o la coloracién de
Ziehl Neelsen.

La tincién de Gram es rdpida y simple de llevar a cabo y puede emplearse en casi
todos los liquidos o tejido corporal (el fundamento y los pasos de la tincién pueden con-
sultarse en el Manual prdctico de microbiologia general). Esta tincién proporciona tres
tipos de informacién bésica:

- Puede confirmar la presencia de bacterias en un liquido o tejido corporal normal-
mente estéril (LCR, sangre, entre otros).

. Las propiedades tintoriales y la morfologia de los microorganismos en la muestra
o en el cultivo permiten establecer las estrategias de identificacién definitiva del
patégeno y la selecciéon de los antibi6ticos a probar en el antibiograma.

. La observacién de algunos tipos morfolégicos puede ser diagnéstica en algunos
casos por ejemplo; diplococos gramnegativos intracelulares en polimorfonucleares
en muestras de secrecion uretral es altamente sugestivo de Neisseria gonhorroeae.

Las micobacterias poseen una pared celular gruesa y cerosa, de manera que cuando
son tefiidas, por ejemplo, con la coloracién de Ziehl Neelsen, estas son resistentes a la
decoloracién al someterse al tratamiento con potentes solventes organicos tales como
el alcohol 4cido. En consecuencia, los microorganismos que tienen esta propiedad se
llaman acidorresistentes. Un ejemplo caracteristico de este grupo de bacterias son las
pertenecientes al género Mycobacterium.

Aislamiento e identificacion bacteriana por métodos convencionales

El crecimiento e identificacién del agente etiolégico in vitro casi siempre es el re-
curso diagnéstico mads sensible y especifico, y por eso es el método mds usual. Casi todas
las bacterias de importancia médica pueden cultivarse fuera del hospedador, en medios
artificiales de cultivo.

Las muestras destinadas al cultivo de microorganismos se pueden dividir en dos
tipos, segin su procedencia de sitios estériles o de lugares normalmente contaminados
con flora sapréfita. Es importante tener un conocimiento profundo de los microorga-
nismos aislados cominmente en muestras clinicas no estériles y de los contaminantes
frecuentes en muestras provenientes de sitios estériles, para asegurar que todas esas
muestras serdn tratadas adecuadamente y los resultados interpretados correctamente.
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Es posible cultivar la mayoria de las especies de bacterias y hongos de importancia
clinica en medios artificiales, pero no existe un medio de cultivo universal que permita
el crecimiento de todas ellas, y hay algunas especies que sélo pueden cultivarse en ani-
males de experimentacion (Mycobacterium leprae y Treponema pallidum). Otras bacte-
rias son imposibles de cultivarlas en medios artificiales (Chlamydia sp. y Rickettsia sp.)
pero se desarrollan muy bien en lineas celulares.

Una vez que se detecta el crecimiento bacteriano en un medio de cultivo para aisla-
miento inicial o primario, debe determinarse la importancia real de la bacteria que se ha
aislado. Luego, se continuara con el proceso de obtener cultivos puros a partir de colonias
aisladas y la aplicacién de pruebas disefiadas para la caracterizacion e identificacién defi-
nitiva de la bacteria. Las pruebas exactas y la estrategia metodolégica a seguir varian con
los distintos grupos bacterianos, y el nivel taxonémico (género, especie o subespecie) de
identificacién requerido estard en relacién con la utilidad o importancia clinica que se le dé
a esa informacion. En la seccién de anexos se describen las pruebas claves requeridas para
identificar los principales grupos y especies bacterianas de importancia médica.(2-5)

Los métodos convencionales para la identificacién de los microorganismos se fun-
damentan principalmente en:

1. Pruebas bioquimicas: evaliian la capacidad metabélica de un microorganismo rela-

cionado con:

. Los sustratos que puede utilizar la bacteria para crecer (hidratos de carbono, ami-
noécidos, entre otros).

. Las enzimas que posee la bacteria (descarboxilasas, ureasas, peroxidasas, entre otras).

. Los productos metabédlicos producidos por las bacterias (4cido férmico, succinico,
butirico, entre otros).

. La capacidad para metabolizar aztcares por oxidacién o fermentacién.

. La capacidad de reducir ciertos iones (ferroso a férrico).

. La capacidad de movilidad por la presencia de flagelos.

. La produccién o no de hemolisinas.

. Elrequerimiento o no de ciertos factores especiales para el crecimiento bacteria-
no (vitamina K, isovitalex, factor V y/o X, entre otros).

. La produccién o no de algunas toxinas con capacidad virulenta.

2. Pruebas de tolerancia: se refiere a la capacidad que pueda tener la bacteria para crecer
a distintos tipos de temperaturas, atmdsfera, pH, sales presentes en el medio, antibiéti-

cos, entre otras.

Existen métodos que utilizando los fundamentos del diagnéstico convencional se
han disefiado para proporcionar resultados rdpidos. Entre los més conocidos tenemos:
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Sistema API: es, entre los sistemas de identificacién mds rapidos, el mas conocido.
Posee un gran nimero de pruebas bioquimicas, las cuales se presentan como sustratos
liofilizados en una galeria de pozos y se requiere s6lo de un inéculo estandarizado a
partir de cultivos puros y frescos, y un tiempo de incubacién posterior que depende
de la galeria de pruebas que se haya escogido. La identificacion se realiza partiendo de
un sistema de c6digos que se introducen en una computadora cargada con un software
especifico y que identifica la bacteria mediante un banco de datos.

Sistema Sens-Ident: este sistema utiliza placas de microtitulacién y en sus pocillos
tienen sustratos liofilizados. Este sistema también utiliza un inéculo estandarizado. Re-
quiere de un tiempo minimo de incubacién (16 a 18 h) y la lectura se realiza mediante
un lector automatizado.

Sistema VITEK: el sistema VITEK consta de un mddulo de vacio-sellador, un incuba-
dor-lector, un computador, el monitor y la impresora. Permite identificar bacterias hasta
en 3 horas. Se utilizan sustratos liofilizados y se requiere de un inéculo estandarizado,
y es en los médulos del equipo donde se realiza el llenado y sellado de las tarjetas, la
incubacidn y la lectura. El software proporcionado con el computador es el que analiza
las lecturas en cada una de las tarjetas comparandolas con una base de datos, generan-
do de esta forma el resultado de acuerdo con el teorema de Bayes.

Sistema MicroScan: este sistema consiste en placas plasticas de microtubos, que llevan
incorporados sustratos reactivos para la identificacién de bacterias aerobias, anaero-
bias y levaduras. Algunas placas también incluyen microdilucién en caldo de ciertos
antibiéticos, lo que permite realizar estudios de sensibilidad. Las placas o paneles de
MicroScan contienen sustratos y antibiéticos deshidratados. Los microtubos son ino-
culados con una suspensién del microorganismo estandarizado e incubados a 36 °C por
15 a 18 horas, después de este periodo puede realizarse una lectura en forma visual a
los paneles o usar un sistema automatizado de lectura. En este dltimo caso, el equipo
detecta el crecimiento bacteriano o los cambios de color suscitados en los microtubos
por diferencias en la transmision de luz. Las diferencias en las pulsaciones electrénicas
son analizadas automdaticamente por un microcomputador que compara los patrones
de reaccién con un programa interno para determinar la probabilidad de identifica-

cion.
Métodos no convencionales para el diagnéstico microbiolégico

Inmunodiagnéstico. También conocido como serologia diagnéstica. Se utilizan prue-

bas que permiten la interaccién antigeno anticuerpo para diagnosticar enfermedades infec-

ciosas, asi como para identificar microorganismos. En el caso de que se realice el diagndstico
de infeccién en el hospedero susceptible, este método basado en la serologia presenta una
desventaja, que es su caracter retrospectivo, ya que deben transcurrir de 2 a 4 semanas an-
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tes de que puedan detectarse en el suero del paciente las IgG producidas como respuesta a
la infeccién. Por otra parte, un resultado positivo s6lo indica que el paciente ha estado en
contacto con la infeccién en algiin momento del pasado. Sin embargo, las IgM se pueden
detectar en periodos més tempranos de la infeccién (7-10 dfas), indicando infeccién activa.
En este contexto, es importante destacar que la respuesta inmunolégica observada en un
paciente dependerd de la integridad de su sistema inmunolégico. El inmunodiagnéstico es
el principal método utilizado para el diagnéstico de laboratorio de enfermedades virales.

Las pruebas para la deteccién de antigenos son como pruebas serolégicas inver-
tidas, en lugar de emplear antigenos microbianos para capturar los anticuerpos espe-
cificos en el suero de un paciente, en este caso se emplean anticuerpos “de captura”
para detectar en las muestras clinicas antigenos especificos del microorganismo. En la
mayor parte de estas pruebas los anticuerpos “de captura” se encuentran unidos a un
soporte sélido, tal es el caso del uso de bolitas de latex recubiertas con anticuerpos espe-
cificos (aglutinacién con latex) para detectar el material capsular de los meningococos,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Cryptococcus neoformans, entre
otros (Fig. 2). En muchas ocasiones, este panel de pruebas es utilizado en muestras de
liquido cefalorraquideo para establecer el diagnéstico precoz de meningitis.(1,4,5)

Las pruebas serolégicas usadas mads frecuentemente en el laboratorio para el diag-
nostico de enfermedades infecciosas son:

. Precipitacién - Inhibicién de la hemaglutinacién

. Aglutinacién . Fijacién de complemento

. Hemaglutinacién . Técnicas de anticuerpos fluorescentes
. ELISA

5,
e

Bacterias en LCR o en
muestra de orina con el
antigeno de superficie

en las células bacterianas

Anticuerpo especifico unido a
particulas de latex

Aglutinacion de las particulas
de latex

Figura 2. Prueba de aglutinacién con latex
Tomado de Mims y col., 1995
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Métodos moleculares de diagnéstico en enfermedades infecciosas. El uso de la
biologia molecular para el diagnéstico y seguimiento de las enfermedades infecciosas se
basa en las caracteristicas de los 4cidos nucleicos como cédigos tinicos de identificacién
de todo ser viviente.

El primer paso en el desarrollo de metodologias basadas en técnicas de biologia mo-
lecular se sustent6 en la deteccién de los dcidos nucleicos del microorganismo mediante
una sonda. La sonda genética es una molécula de dcido nucleico que, una vez en estado
monocatenario y marcada, se puede usar para detectar una secuencia complementaria de
ADN hibriddndola con ella. Las sondas de oligonucleétidos se obtienen a partir de ADN
natural, mediante clonacién de fragmentos de ADN en vectores plasmidos apropiados
y aislando posteriormente el ADN clonado. Sin embargo, si se conoce la secuencia del
gen que interesa, es posible sintetizar la sonda especifica que corresponde. Las sondas
se pueden marcar con is6topos radiactivos o con sustancias que produzcan reacciones
de color en condiciones adecuadas.(5-7)

La construccién de sondas de virulencia como las toxinas, permite detectar los or-
ganismos que portan esos genes en las muestras clinicas, sin necesidad de cultivarlos.
Un ejemplo de ello, es la sonda para las enterotoxinas de Escherichia coli o para la toxi-
na de Vibrio cholerae, las cuales se pueden aplicar directamente en muestras de material
fecal.

En la actualidad el desarrollo de sondas comerciales para el diagnéstico de enfer-
medades infecciosas va en aumento, pero la deteccién de un pequefio nimero de orga-
nismos o pocas copias de gen en la muestra clinica es un factor limitante en esta técnica.
Sin embargo, la combinacién de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) con la
hibridacién con sondas puede convertirse en el método de eleccién, especialmente para
microorganismos cuyo cultivo en el laboratorio resulta lento o dificil.(6,7)

La RCP es una técnica de amplificacién que permite detectar y replicar en forma
selectiva una porcién determinada del genoma. La técnica usa polimerasas de ADN
especiales que pueden manipularse mediante cambios alternos en las condiciones de
prueba (temperatura) para que se inicie la replicacién en direccién 3”0 5. La especifici-
dad la establecen los cebadores que reconocen sitios especificos en la cadena de ADN,
de tal forma que el segmento intermedio entre los cebadores puede replicarse mediante
ciclos repetidos de las condiciones de prueba. Cada fragmento recién sintetizado sirve
como molde para su propia replicacion, por lo tanto, la cantidad de ADN se duplica en
cada ciclo (Fig. 3).

Otras técnicas moleculares utilizadas en el diagnéstico de enfermedades infeccio-

sas son:

- Ribotipificacién
- PCR fingerprinting
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. Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién RFLP
. Oligotipificacién

Segundo ciclo:

50 — 3’ Hibridacion de los cebadores (en exceso)
—)  CON los  productos  acumulacion
e ——————————————— [} exponencial de productos cortos en ciclos
* Desnaturalizacion por calor (94°C) SUCESIVOS.
S e ———— ‘
S e ——
N e R
Pttt s
* Hibridacion de cebadores o primers (52 °C) S e 3
i e
= = S e —————
3 ,
3 bttt e

L 1
* Sintesis de la cadena complementaria (72 °C) T

3 bttt Ll 5
R ==

= bl bl g i
Etc.
-« PP t

3 et gl 5
* Terminacion del primer ciclo

S e ————

Bl

5, L 1 3’

TT T T T T T T T T T T T 111

} ety 5

Figura 3. Amplificacién del ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa

Tomado de: Engleberg NC., 1994

[ Actividad practica

1. Realizar la tincién de Gram en frotis de muestras clinicas asignadas a cada equipo de

trabajo.

Observar e interpretar los frotis coloreados.

A partir de las muestras clinicas asignadas a cada equipo de trabajo, los estu-
diantes realizardn la inoculacién de las mismas en medios de cultivo sélidos

para aislamiento primario.

4. En el segundo periodo de préctica, el estudiante evaluara e interpretard los re-

sultados obtenidos en los cultivos primarios.
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Autoevaluacion

1. ;Por qué se considera importante conocer la flora habitual del organismo en el mo-
mento de realizar estudios microbiolégicos?

2. jExisten circunstancias en las que la flora habitual se convierte en patégena?

3. ;Cudles consideraciones previas deberian tenerse en cuenta a la hora de realizar la
toma de una muestra clinica?

4. ;Cuadl es la importancia estratégica que tiene el examen directo al momento de pro-
cesar una muestra clinica?

5. jCudl es el fundamento de las pruebas convencionales en el diagnéstico de enfer-
medades infecciosas?

6. ;Cudles son las ventajas y desventajas que tienen los métodos no convencionales en
el diagnoéstico de las enfermedades infecciosas?
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il practica 2

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Maria del Carmen Araque

Objetivo general
Determinar la importancia clinica y microbiolégica de las pruebas de susceptibilidad.
Objetivos especificos

1. Elaborar correctamente un antibiograma de acuerdo al método de difusién del disco.

2. Conocer los criterios que permiten la escogencia adecuada de los discos de antibi6-
ticos a probar en un antibiograma.

3. Interpretar y elaborar correctamente el reporte de un antibiograma.

Aspectos tedricos

El aislamiento e identificaciéon de un agente infeccioso a partir de una muestra
clinica proveniente de un paciente, no es suficiente para impartir una terapia antiinfec-
ciosa adecuada. Actualmente, numerosos microorganismos han desarrollado miltiples
mecanismos que les permiten resistir a la accién de los mds nuevos y potentes agentes
antimicrobianos.

Como no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias a los antimicrobia-
nos, en la actualidad se dispone de varios métodos para determinar el patrén de suscep-
tibilidad de una bacteria a los antibiéticos. Entre los métodos mads utilizados podemos
mencionar: (1)

Método de difusién del disco en agar (prueba de Kirby-Bauer).

Antibiograma ATB Rapid (bioMérieux).

Método de dilucién en caldo o en agar (Concentracién Inhibitoria Minima [CIM]).
Meétodo de la cinta o Epsilémetro Etest® (AB BIODISK).

W o e
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Otro aspecto importante que se debe tener en cuenta en la realizaciéon de las pruebas
de susceptibilidad, es la eleccién correcta de los antibiéticos a probar. A continuacién
se sefialan algunos criterios que pueden ayudar a seleccionar adecuadamente dichos
agentes: (1-3)

Microorganismo aislado.

Mecanismo de accién del antibiético.

Espectro de acciéon del antibiético.

Biodisponibilidad del antibiético en 6rganos y sistemas (localizacién de la infeccién).
Origen o fuente de la infeccién (hospitalaria o extrahospitalaria).

Estados fisiolégicos del paciente (edad, embarazo, entre otros).

N O Ok W N -

Estados patolégicos subyacentes (inmunosupresion, tratamiento previo con anti-
bidticos, insuficiencia renal o hepética, entre otros).

La prescripcién de algunos medicamentos estd sujeta en muchas ocasiones a fac-
tores o circunstancias inherentes al hospedero. Los antibiéticos no son la excepcién. Es
por ello, que el microbi6logo debera conocer las restricciones que tiene el uso clinico de
algunos antibiéticos, con el fin de elaborar pruebas de susceptibilidad que proporcionen
una valiosa informacién. A continuacién, se muestran algunos de los casos en los que el
uso clinico de los antibiéticos debe evitarse:

TABLA 5. Circunstancias en las que el uso de algunos

antibioticos esta contraindicado

Embarazo Insuficiencia hepatica Insuficiencia renal Neonato
Cloranfenicol Cloranfenicol Cloranfenicol Cloranfenicol
Colistina Isoniacida Acido nalidixico Clindamicina
Dapsona Piracinamida Nitrofurantoina Quinolonas
Nitrofurantoina Rifampicina Tetraciclina Sulfonamidas
Sulfonamidas Tetraciclinas Vancomicina Aztreonam
Tetraciclinas Aminoglucésidos Tetraciclinas
Rifampicina Vancomicina
Metronidazol
Vancomicina
Aminoglucdsidos*

* Si se indican, deben vigilarse los niveles séricos.(4)

El reporte de los resultados de una prueba de susceptibilidad bien realizada, es un
instrumento que le permitird al clinico elaborar un plan antibacteriano eficaz contra el
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patégeno, seleccionando la droga menos téxica para el paciente, y con las caracteristicas
farmacocinéticas més apropiadas seguin la naturaleza y gravedad de la infeccién.(4)

Fuentes de error mas comunes en la realizacion de un antibiograma

1. Falta del control de calidad de los medios de cultivo a utilizar, patrén de McFar-
land y los discos de antibiéticos.

Trabajar con cepas bacterianas que no estdn puras.

Inadecuada estandarizacién de la concentracién del in6culo.

Utilizacién de un ntimero excesivo de discos de antibiéticos por placa.
Utilizacién de medios de cultivo no aptos para las pruebas de susceptibilidad.
Lectura prematura o extemporanea de las pruebas de susceptibilidad.

N g W N

Medicién incorrecta de los halos de inhibicién por una iluminacién deficiente o
reglilla inadecuada.
Incubacién en atmésfera inadecuada.

&

9. Error en la transcripcion de los resultados en la hoja de reporte.

A Actividad practica

El antibiograma

El método utilizado con mayor frecuencia para evaluar la sensibilidad de las bacte-
rias a los agentes antimicrobianos es el denominado prueba de difusién del disco. Esta
técnica fue estandarizada por Kirby y Bauer en 1966, de alli que dicho método también
se le conozca con el nombre de “prueba de Kirby-Bauer”. Es un método sencillo y facil
de realizar en los laboratorios de rutina que sélo brinda informacién cualitativa o semi-
cuantitativa sobre la sensibilidad de un microorganismo a un antibiético determinado.
Sin embargo, los resultados obtenidos son de gran valor clinico para iniciar, mantener o
modificar una antibioticoterapia.(1-3, 7)

Materiales

. Placas con agar Mueller Hinton - Discos de antibidticos

- Regla milimetrada

. Tablas de los criterios estandarizados
del CLSI.

- Hisopos estériles

. Solucién salina estéril
. Patrén 0.5 del estdndar de McFarland
. Pinzas

. Asa de platino
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Procedimiento

1. Cepa bacteriana a estudiar: Debe provenir de un cultivo fresco, preferiblemente de
un cultivo en agar, de manera que podamos comprobar la pureza de la cepa.

2. Inéculo: Se transferirdn una o dos colonias del cultivo a un tubo que contenga so-
lucioén fisiolégica estéril. En el caso de bacterias exigentes (Ej: especies de Haemo-
philus, especies de Streptococcus, etc.), las colonias se transferirdan a un tubo que
contenga caldo Mueller Hinton. En cualquiera de los casos, el crecimiento bacteria-
no se ajustard a la turbidez del patrén 0.5 del estdndar de McFarland.

3. Seintroduciréd un hisopo de algodén estéril dentro del tubo que contiene el in6culo
estandarizado en el paso anterior. El exceso de liquido se eliminard haciendo rotar
suavemente el hisopo contra las paredes del tubo.

4. Con el hisopo debidamente humedecido, se inoculara en tres o cuatro direcciones
toda la superficie de una placa con agar Mueller Hinton, girando sucesivamente
dicha placa en dngulos de 90°. Se deja secar el inéculo a temperatura ambiente du-
rante algunos minutos (no més de 20 minutos).

Nota: El agar Mueller Hinton se suplementard con 5% de sangre de carnero en los
casos que se esté estudiando la sensibilidad en especies de Streptococcus o Corynebac-
terium. En cepas de Neisseria y Haemophilus se tendrdn en cuenta las recomendaciones
del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).

Nunca utilice agar sangre, agar chocolate, agar tripticasa soya, agar nutriente, agar
Luria Bertani, BHI entre otros, para la realizacién de antibiogramas convencionales.

5. Se colocardn con una pinza estéril hasta un méaximo de 6 discos de antibi6ticos en
forma equidistantes, presiondndolos suavemente contra la superficie de agar.

6. Se colocaran las placas a 36 °C, en atmdsfera aerébica durante toda la noche.

7. Lectura: Se realizard después de 18 horas de incubacién. Con una regla milimetra-
da, se medira la zona clara alrededor del disco de antibiético, el cual se correspon-
de con la inhibicién del crecimiento bacteriano. Estos datos se comparardn con los
didmetros de zona establecidos para cada antibiético en las tablas de interpretacién
internacional.(6) La interpretacién de los halos de inhibicién nos permitirdan expre-
sar los resultados como sensible, sensibilidad intermedia o resistente. Estas catego-
rias indican lo siguiente:

* Sensible (S): la infeccién debida al microorganismo aislado puede ser tratada apro-
piadamente con el antibidtico a la dosis recomendada, de acuerdo a la gravedad
de la infeccién. Sin embargo, para la prescripcién definitiva del medicamento, el
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médico tratante tendrd en cuenta algunos factores tales como biodisponibilidad del
antibiético en el tejido o sistema afectado, presentacién del medicamento, edad del
paciente, condiciones patolégicas subyacentes o fisiolégicas, entre otras.

* Intermedia (I): indica que el antibidtico tiene aplicabilidad clinica en sitios corpo-
rales donde el antibiético alcance concentraciones terapéuticas adecuadas, como es
el caso de B-lactdmicos y quinolonas en el tracto urinario. En otros casos, puede uti-
lizarse el medicamento con seguridad en dosis elevadas que no alcancen los niveles
de toxicidad pero que garanticen actividad terapéutica. Sin embargo, es recomenda-
ble evitar el uso de la categoria “intermedia” cuando sea posible.

* Resistente (R): la bacteria aislada no es inhibida por el antibiético a las concentra-
ciones terapéuticas ideales o la bacteria ha generado mecanismos de resistencia que
evaden la actividad del antibiético, por lo tanto, la eficacia clinica de éste no es con-
fiable. Es recomendable que ante el aislamiento de un microorganismo multirresis-
tente clinicamente significativo se ensayen otras pruebas de susceptibilidad adicio-
nales (CIM), tal es el caso de cepas de Staphylococcus resistentes a la vancomicina.

8. El reporte de los resultados del antibiograma debe ser realizado en forma clara y
precisa y enviados en forma inmediata al médico tratante.

Utilice la siguiente tabla para registrar los resultados obtenidos en el antibiograma:

Microorganismo aislado:

. q Didmetro en .
Disco de antibiético Ry Interpretacién
milfmetros

Observaciones:

Autoevaluacion

1. De acuerdo a los datos suministrados por el profesor y los registrados en la tabla
anterior, elabore el reporte del antibiograma:
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2. ;Cudl es la finalidad de las pruebas de susceptibilidad?

3. ;Que significa sensibilidad y resistencia cuando se interpreta un antibiograma?

4. ;En que casos, las pruebas de susceptibilidad requerirdn de medios de cultivos dis-
tintos al de Mueller Hinton?
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Jl practica 3

Diagnoéstico microbiolégico de las infecciones
del tracto respiratorio superior

Kiralba Sanchez

Objetivo general

Desarrollar la estrategia metodolégica para el diagnéstico microbiolégico de infec-
ciones del tracto respiratorio superior

Objetivos especificos

1. Reconocer los microorganismos de la flora habitual y los principales patégenos del
tracto respiratorio superior.

2. Esquematizar los pasos para la obtencion y procesamiento de muestras del tracto

respiratorio superior.

Obtener y procesar muestras de exudado faringeo y secrecién nasal.

Identificar los patégenos implicados en procesos infecciosos del tracto respiratorio superior.

Detectar la presencia de eosinéfilos en moco nasal.

e ok

Registrar y reportar los resultados.
Aspectos teéricos

El tracto respiratorio (TR) estd en contacto directo con el medio ambiente y se en-
cuentra expuesto continuamente a los microorganismos suspendidos en el aire que res-
piramos. El aparato respiratorio estd divido anatémicamente en superior (TRS) e inferior
(TRI). EL TRS comprende: la boca, fosas nasales, orofaringe, nasofaringe y senos parana-
sales. Otra clasificacion incluye al oido medio por la comunicacién estrecha que existe
entre éste y la nasofaringe a través de la trompa de Eustaquio, sin embargo, los procesos
infecciosos de oido medio serdn considerados en un capitulo separado.(1)

Diversos mecanismos no especificos protegen el tracto respiratorio de las infec-
ciones, entre ellos, se sefialan: los pelos, pasaje contorneado, mucus, inmunoglobulina
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A secretora y sustancias antibacterianas como la lisozima presente en las secreciones
respiratorias. Los reflejos mecdnicos como la tos, el estornudo y la deglucién contribu-
yen con la eliminacién de agentes extraflos; por otra parte, la microbiota “normal” de la
nasofaringe y orofaringe previene la colonizacién del tracto respiratorio por microorga-
nismos patégenos (Tabla 6). (2)

Las infecciones de vias respiratorias superiores (ITRS) afectan a la poblacién en
general, son causa frecuente de consulta médica, sobre todo en la edad pediétrica, pro-
vocando ausentismo escolar y laboral. Las ITRS involucran a la cavidad nasal, faringe
y senos paranasales. El 80% de estas infecciones son de etiologia viral, en segundo
lugar son producidas por bacterias y un reducido ntimero de casos son de origen micé-
tico.(2)

Tabla 6. Flora habitual y patégenos respiratorios

Microbiota habitual Posibles patégenos respiratorios Pat6genos definitivos
Estreptococos del grupo viridans Estreptococos beta-hemoliticos Corynebacterium diphtheriae
Estafilococos coagulasa negativo Haemophilus influenzae Bordetella pertussis
Micrococos Haemophilus parainfluenzae Mycoplasma pneumoniae
Corynebacterium sp. Streptococcus pneumoniae
Neisseria sp. (no patégenas) Neiserias patégenas
Lactobacillus sp. Moraxella catarrhalis
Veillonella sp. Enterobacterias
Espiroquetas Fusobacterium sp.

Bacteroides sp.

Actinomyces sp.

Tomado de: Koneman y col., 2001; Murray y col., 2002.
Manifestaciones clinicas

Rinitis: es la manifestacién clinica caracteristica del resfrio comun, se presenta
con aumento de la secrecién nasal, la cual suele ser clara y acuosa al inicio, confor-
me avanza el cuadro puede sobreagregarse una infeccién bacteriana; en estos casos
la secrecion se vuelve espesa o purulenta, requiriendo tratamiento con antibiéticos.
La rinitis alérgica cursa igualmente con aumento de secrecién nasal, necesitdndose
el diagnéstico diferencial que oriente el tratamiento adecuado.(3)

Faringitis o amigdalitis: se manifiestan con dolor faringeo, eritema y edema de los
tejidos afectados; puede existir exudado, petequias hemorragicas y placas de célu-
las inflamatorias, presentes frecuentemente en la infeccién bacteriana. La observa-
cién de vesiculas y lesiones ulcerativas son comunes en las infecciones virales y la
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formacion de aftas o placas blanquecinas con base erosionada son compatibles con
candidosis faringea.(3)

Sinusitis: Posterior a una infeccién nasofaringea, por contigiiidad puede afectarse
una o mas cavidades paranasales. La sintomatologia cursa con obstruccién nasal,
rinorrea, dolor facial, cefaleas y fiebre. En los nifios el sintoma caracteristico es la
rinorrea, que simula un resfriado comtn. Se debe sospechar de una sinusitis cuan-
do los sintomas perduran por mas de 10 dias.(1)

Epiglotitis: es una inflamacién difusa de la epiglotis y de las estructuras adyacentes, de
progresién rdpida; en nifios la obstruccién es brusca, completa y fulminante de la via
aérea (en un lapso de 30 min.), se acompafa de disnea y cianosis que pone en riesgo la
vida del paciente. La epiglotis se visualiza edematosa y de color rojo cereza.(1)

Otras manifestaciones menos frecuentes incluyen la formacién de pseudomembranas,
constituidas por tejido necrético, células inflamatorias y bacterias. Estas formaciones pue-
den orientar el diagnéstico de la difteria faringea o hacia una Angina de Vincent.(3)

Etiologia de las infecciones del tracto respiratorio superior

El 80% de las ITRS son de etiologia viral. El resfriado comtn es causado principal-
mente por el grupo de los rinovirus y coronavirus.

La faringitis aguda en su gran mayoria es causada por rinovirus, adenovirus, para-
influenza y coxsackie. La causa bacteriana mads frecuente de faringoamigdalitis y, por lo
tanto, susceptible de ser tratada con antimicrobianos es Streptococcus pyogenes, res-
ponsable de 15 a 30% de las faringitis agudas en nifios y de 5 a 10% en adultos.(1)

En la tabla 7 se sefialan otras bacterias causantes de faringitis, entre éstas tenemos a
los Estreptococos beta-hemoliticos de los grupos C y G que se han asociado a brotes epi-
démicos de faringitis transmitidas por alimentos, a faringitis endémica en comunidades
cerradas donde concurren jévenes y adultos.(4)

Otros agentes etiolégicos poco frecuentes lo constituyen: Arcanobacterium
haemolyticum, Yersinia enterocolitica, Franciscella tularensis y Neisseria gonorrhoeae,
esta tltima debe ser considerada entre los jévenes y adultos como consecuencia del con-
tacto buco-genital.(1) Existen microorganismos que forman parte de la microbiota habi-
tual de la faringe, algunos participan en la etiologia de infecciones del tracto respiratorio
bajo, sin embargo, no se consideran patégenos en faringoamigdalitis aguda en pacientes
inmunocompetentes; es el caso de H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis y S.
aureus. H. influenzae es un agente causal de faringitis en nifios.(1)

En pacientes inmunocomprometidos, se debe informar el hallazgo de Candida sp.,
bacilos gramnegativos y S. aureus.(1)

Tanto en la sinusitis como en otitis media, entre los microorganismos etiolégicos
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frecuentemente implicados se sefiala a: S. pneumoniae, H. influenzae y, en menor pro-

porcién M. catarrhalis.(1)

La Angina de Vincent es producida por una mezcla de bacterias anaerébicas y espi-

roquetas. Estos cuadros son muy raros y se producen en adultos jovenes.(4)

TABLA 7. Principales causas infecciosas del tracto respiratorio superior

rinovirus, adenovirus, coronavirus

Diagnoéstico Etiologia
lini - -
¢lmico Virus Bacterias y hongos
Virus Coxsackie A, virus parainfluenza
Rinitis e influenza, virus sincitial respiratorio, Raros

Faringitis o

Virus Coxsackie A 6 B, virus parain-
fluenza e influenza, Herpes simple,

Streptococcus pyogenes
Estreptococos beta hemoliticos gru-
pos B,C,G,

o retrofaringeo

amigdalitis adenovirus, rinovirus, Epstein-Barr Neisseria gonorrhoeae,
Arcanobacterium haemolyticum
Streptococcus pneumoniae

L Haemophilus influenzae

Sinusitis Raros Moraxella catarrhalis
Streptococcus pyogenes
Bacterias anaerdbicas

PSB/UdomembranaS Ni Corynebacterium diphtheriae

faringeas 1nguno Fusobacterium nucleatum y
Borrelia vincenti

Epiglotitis Ninguno Haemophilus influenzae
serotipo b

Estomatitis Virus Coxsackie A, Herpes simple Especies de Candida
Fusobacterium sp, espiroquetas

Abscesos Streptococcus pyogenes

L . . Anaerobios bucales
periamigdalino Ninguno

como Fusobacterium sp.
Staphylococcus aureus.

Tosferina o
coqueluche

Bordetella pertussis

Tomado de: Ryan y Ray, 2004; Braun, 2003.
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Diagnéstico

El objetivo primordial del diagnéstico de los ITRS consiste en distinguir los casos

de etiologia viral (80-90% de los casos) de los producidos por bacterias para los que se

dispone de tratamiento. La investigacién de agentes virales involucrados en ITRS no se

practica de rutina, debido a los altos costos y como no son susceptibles de tratamiento

no se justifica su diagnostico, el cual se reserva para la investigacion de brotes epidémi-

cos.(5)

En la tabla 8 se presentan las muestras ttiles para el diagnéstico de los diferentes

cuadros respiratorios.

TABLA 8. Muestras clinicas y consideraciones para el cultivo segun

el cuadro clinico

Cuadro clinico Muestra a cultivar

Indicaciones para el cultivo

Exudado nasal

Rinitis

Hisopado nasofaringeo

Recomendado para la bisqueda de S. aureus
y para el diagndstico diferencial de una rinitis
alérgica.

Investigacién de virus

Faringitis Exudado faringeo

Principalmente se justifica en pacientes sinto-
maticos para la bisqueda de S. pyogenes. Algu-
nas excepciones de esta conducta se relacionan
con las condiciones del hospedero como inmu-
nosupresion, hospitalizacién, antecedentes de
intercurso buco-genital.

Secrecién obtenida

paranasales

Sinusitis por puncién de senos

Indicado en pacientes inmunocomprometidos,
en infecciones nosocomiales, mala respues-
ta antimicrobiana y en casos de complicacio-
nes como: meningitis, osteomielitis, celulitis
periorbitaria.

Epiglotitis Sangre

Se recomienda la toma de hemocultivos
seriados (3 muestras)

Estd contraindicada la toma de muestras farin-
geas o nasofaringeas.

Exudado faringeo
Difteria y Angina de Raspado de

Se cultivardn si existe las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas que orienten

Vincent pseudomembrana a su investigacién
Son muy raros los casos, por lo tanto,
Tosferina Hisopado nasofaringeo no se practica de rutina su investigacién,

salvo solicitud clinica.

Tomado de: Braun, 2003; Koneman y col., 2001.
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Etapa pre-analitica

Los antecedentes del paciente y los factores epidemiolégicos son ttiles para
orientar el diagndstico etiolégico. Entre éstos se deben considerar los datos filia-
torios: nombre, edad, ocupacién, residencia; la evolucién clinica del proceso (ver
manifestaciones clinicas), estado inmunolégico del paciente, procedencia (hospita-
lizacién o de la comunidad), condiciones socio-econémicas, estilo de vida, exposi-
cién reciente a caso clinico de ITR, tratamientos previos con antimicrobianos, entre
otros.(5)

Etapa analitica

La validez de los resultados del diagnéstico microbiolégico depende entre otros
factores, de que se sigan correctamente las normas de obtencién y transporte de la
muestra y que la solicitud del estudio, sea acompafiada de un breve informe con los
datos clinicos y epidemiolégicos, que orienten al bioanalista en la seleccion de las téc-
nicas méds adecuadas, segin el microorganismo que se vaya a investigar.

Tanto la obtencién como el transporte de las muestras al laboratorio constituyen
un punto clave para conseguir un resultado satisfactorio.

|. Obtencion y procesamiento de exudado nasal
Condiciones previas del paciente:

. No debe estar recibiendo antibiéticos, ni antiinflamatorios, ni antialérgicos.
Procedimiento:

Elevar la punta de la nariz con el dedo pulgar.
En caso de ausencia de secrecién, humedecer la punta del hisopo en solucién sali-
na estéril e introducirlo hasta la base de la fosa nasal, donde se rota suavemente.
3. Retirar el hisopo con cuidado de evitar la contaminacién del mismo con las bacte-
rias de la piel, proceder a realizar los extendidos finos sobre laminas portaobjetos
nuevas y limpias para tefliir con Gram y Hansel.
4. Proceder de igual forma con un segundo hisopado para la siembra en medios de
cultivo: agar sangre (AS) y agar manitol salado (AMS) (Fig. 4).
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5. Incubar los medios de cultivo a 36 °C, en condiciones de aerobiosis por 18 a 24
horas.

Observacion: Para la obtencién de secrecién nasofaringea, se sugiere utilizar hiso-
pos flexibles de alginato de calcio. Esta muestra es ttil para la deteccién de portadores
de patégenos como: N. meningitidis, C. diphtheriae y B. pertussis.(5)

Interpretacion del examen directo:

. Gram: no es 1til para el diagndstico, ya que no es representativo del proceso infeccioso
en nasofaringe ni en senos paranasales. Informar la cantidad de leucocitos o células
inflamatorias presentes: 1-4xc escaso; 5-10xc moderado; >10xc abundantes.(6)

. Hansel: esta coloracién es muy 1til para la investigaciéon de eosinéfilos en moco
nasal, la cual permite confirmar el diagnéstico de una rinitis alérgica. Para ello
se realiza un recuento diferencial con objetivo de 40X, se cuentan 50 células por
campo, si se observan 10 eosinéfilos se considera la prueba positiva. Es importante
tener presente que la ausencia de eosinéfilos no descarta el cuadro alérgico ya que
hasta el 70% de los pacientes puede mostrar recuentos menores de eosinéfilos o
ausencia de éstos, segiin el momento en que se recolecte la muestra y la severidad
de la rinitis.(7)

Revision de los cultivos para la investigacion de portadores nasales de S gureus.
La siembra realizada en los medios de cultivo AS y AMS se revisaran en busca de colo-

nias sugestivas de S. aureus, y se procedera a la identificacién bioquimica y determinacion
de la susceptibilidad antimicrobiana por el método de Kirby-Bauer (Anexo 3 y 4).
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Exudado nasal

|
L="

Gram
Hansel

!
AS @l@ AMS

Incubar a 36°C por 18-24 h
en microaerofilia

|

Estudio macroscopico
de colonias

'

!

Colonias sospechosas
de un patogeno

Si no se observan colonias de
interés, reincubar hasta 48 h en
las mismas condiciones

Gram

!

I

Pruebas bioquimicas Negativp 0
Antibiograma flora habitual
Reporte

Figura 4. Procedimiento para el cultivo de exudado nasal.

[I. Obtencion y procesamiento de exudado faringeo

El cultivo faringeo es el método estdndar para documentar la presencia de S. pyoge-

nes en la faringe, esta prueba alcanza una sensibilidad del 90 a 95%.(1)

Condiciones previas del paciente

. El paciente no debe haber recibido antibiéticos en los tltimos 8 dias, previos a la

obtencién de la muestra.

- El paciente debe acudir en ayunas al laboratorio.

- Debe cepillarse los dientes y no practicar gargarismo.
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Procedimiento

1. Inspeccién de la faringe: ubicar al paciente en una posicién cémoday con buena
iluminacion, deprimir la lengua con el baja lengua, visualizar la fosa amigdalina y
faringe en busca de exudado posterior, presencia de pseudomembrana o placas.

2. Indicar al paciente que abra la boca y que pronuncie un largo “ah”, el cual sirve
para elevar la dvula y evitar las nduseas.

3. Introducir el hisopo y frotar enérgicamente ambas amigdalas y la pared posterior
de la faringe con movimientos de barrido.

4. Retirar el hisopo cuidando de no tocar las paredes laterales de orofaringe, ivula,
lengua, encias y dientes.

5. Extender la muestra con suaves movimientos sobre la superficie de los portaobje-
tos para realizar los frotis que serdn tefiidos al Gram y con la técnica de Hansel.

6. Obtener un segundo hisopado de fauces para la siembra en AS de carnero, siguien-
do la técnica de estriado sobre superficie, realizando siembras de profundidad con
el asa para la deteccién de hemolisinas estreptocécicas (Fig.5).

7. Incubar el AS a 36°C, en condiciones de 5-7% CO, por 24-72 horas.

Observacion: En caso de ser necesario, la muestra se podra transportar en medio de
Stuart o Amies, realizando el cultivo de la misma en el menor tiempo posible (menos
de 2 horas).

Interpretacion del examen directo

Gram: describir los hallazgos de células inflamatorias y de alteracion de la flora
habitual, como es el caso del aumento de bacilos gramnegativos fusiformes y es-
piroquetales que orientan el diagnéstico hacia una Angina de Vincent; asi mismo
reportar la presencia de células levaduriformes, hifas y pseudohifas.

- Hansel: observacién de eosindfilos, permite el diagnéstico diferencial de una farin-
gitis alérgica, muy comun en pacientes alérgicos.(7)

Revision de los cultivos

Inspeccionar las placas de AS en busca de colonias pequeias de 1 a 1,5 mm de dia-
metro, rodeadas de un halo de hemélisis completa (beta-hemdélisis).

- A partir de las colonias sugestivas realizar extendidos para tefiir al Gram; si se ob-
servan cocos grampositivos dispuestos en cadenas, se repican de 4 a 6 colonias en
AS y en tubos de caldo Todd-Hewitt e incubar a 36 °C por 24 h.
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Del cultivo en Tood-Hewitt o AS practicar coloracién con el método de Gram, para
confirmar morfologia, reaccién y disposicién caracteristicas de los Streptococcus.
. Realizar pruebas de identificacién (Anexos 3, 7,8y 9)

Exudado faringeo

1 l
—~—/ =

Gram
Hansel l

Incubar a 36°C por 18-48 h
en microaerofilia

! !

Sino se observan Colonias pequefias 3-hemoliticas
colonias de interés |

| ' !

Gram Subcultivar en AS y
caldo BHI 6 TH

|

Negativo o
flora habitual

Identificacion
(anexos 3,7y 8)

A

Reporte

Figura 5. Procedimiento para el cultivo de exudado faringeo

Para diferenciar S. pyogenes de otros beta-hemoliticos, se pueden utilizar diferen-
tes pruebas, siendo la de uso comtn la prueba de la bacitracina (Anexo 7). Esta prueba
se basa en la susceptibilidad de S. pyogenes frente a una concentracién relativamente
baja de bacitracina. Para ello se inocula la cepa pura en AS, mediante hisopo estéril ex-
tendiendo en cuatro direcciones; se coloca el taxo A (bacitracina 0,04 U) y el disco de
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) sobre el cultivo. Al cabo de 18-20 h de incubacién
a 36°C, se detectara la presencia de un halo de inhibicién del crecimiento de cualquier
tamafo, que indica la susceptibilidad del microorganismo.(7)
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Esta técnica tiene un 5% de falsos negativos y entre 10 y 20% de falsos positi-
vos ya que otros Streptococcus (grupos C y G) también pueden dar sensibles.(1)

Otra prueba disponible en muchos laboratorios es la hidrélisis del PYR, ésta se
fundamenta en la actividad de la enzima pirrolidonil aminopeptidasa producida
por S. pyogenes, sobre un sustrato el L-pirrolidonil-beta-naftilamida (PYR), con
formacién de beta-naftilamida libre, que se combina con el reativo cinamaldehido
formando un producto final de color rojo.(6)

Los laboratorios que utilizan las pruebas bacitracina o PYR deben informar: “Hubo
desarrollo presuntivo de Streptococcus pyogenes”

La identificacién definitiva se lleva a cabo mediante la deteccién del antigeno es-
pecifico de grupo, también llamado carbohidrato de Lancefield; ésta se realiza a través
de métodos de aglutinacién con particulas de latex o coaglutinacién, directamente
sobre la colonia aislada. Solo los estreptococos beta-hemoliticos, A,B,C,F,G ylos
alfa o no hemoliticos del grupoD pueden clasificarse con esta prueba. Para su realiza-
cién se procede a una extraccién previa de los antigenos de pared, que dependiendo
del método, se empleara: 4cido, calor o enzimas. Luego se hace reaccionar la cepa pura
de 24 h de desarrollo con cada uno de los antisueros para cada serogrupo. La reaccién
positiva se evidenciard dependiendo de la interpretacién de cada protocolo: ya sea por
aglutinacidn, coaglutinacion, entre otros.(6)

Deteccion directa de Strepfococcus del grupo del A en hisopado de garganta

Estas pruebas permiten detectar directamente el carbohidrato de la pared de S.
pyogenes, a partir de un hisopado faringeo, con la ventaja de obtener resultados in-
mediatos. La mayoria de las pruebas rdpidas tienen excelente especificidad (> 95%)
comparado con el cultivo, sin embargo, la sensibilidad alcanza entre 80 y 90%. Por
lo que se recomienda que una prueba negativa sea confirmada con el cultivo.(1,2)

Entre los métodos de deteccién rdpida de antigenos se emplean las pruebas de
aglutinacién con latex y los métodos de enzimoinmunoanadlisis (ELISA), estos dlti-
mos con una mayor sensibilidad y especificidad.

Actualmente se ha desarrollado la prueba de inmunoensayo 6ptico y sondas de
ADN quimioluminiscentes. Los datos sugieren que son mds sensibles aunque maés
costosos, por lo cual no estdn disponibles para uso rutinario.(1)

Las desventajas de estos métodos de deteccion directa se basan en:

. Solo detectan Streptococcus grupo A, no detecta otros serogrupos.
Bajo valor predictivo positivo, esto es, que no diferencia eficientemente los porta-
dores de un individuo infectado con un reducido nimero de S. pyogenes.

. El elevado costo, sobre todo de los tltimos métodos.
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Investigacion de otros patogenos

1. Bisqueda de Arcanobacterium haemolyticum: Se recomienda el uso de AS humana
o de caballo para el aislamiento primario a partir de exudado faringeo. En su defecto
se puede utilizar el AS de carnero convencional con incubacién hasta por 72 h para
lograr evidenciar la beta-hemolisis. Realizar Gram a todas las colonias - hemoliticas
aisladas sospechosas de S. pyogenes para hacer diagnostico diferencial con A. hae-
molyticum que se presenta como un bacilo corto pleomérfico grampositivo.(5) Para su
identificacién remitase al Anexo 21.

2. Investigacién de Corynebacterium diphtheriae: Se solicitard cuando exista la sos-
pecha clinicay epidemiolégica de un caso de difteria, el cual debe ser orientado
por el médico (Anexo 24).

3. Cuando la historia clinica y el examen fisico orienten hacia una faringitis por N. gono-
rrhoeae, debe seleccionarse el medio Thayer-Martin, ademads del AS. Otras especies
de Neisseria también pueden estar presentes en cultivos de garganta y deben diferen-
ciarse bioquimicamente de N. gonorrhoeae, tales como: N. meningitidis y las especies
no patégenas.(1) Las colonias sospechosas son pequeiias, traslicidas y brillantes, a las
cuales se les practicard la tincién al Gram, prueba de la oxidasa y fermentacién de
azucares (Anexo 12,13).(5,6)

4. La investigacion de B. pertussis, se practicard en caso de sospecha clinica de tos
ferina. El cultivo se lleva a cabo en medio enriquecido de Bordet-Gengou con el
agregado de 10% de sangre de caballo y como agente inhibidor meticilina (2,5ug/
mL) o cefalexina (40ug/mL) (Anexo 25).(5,8)

Etapa post-analitica

El informe al médico tratante debe incluir la identificacién del paciente, tipo de
muestra recolectada, estudio microbiolégico realizado, fecha de recepcién de la mues-
tra, emisién de los resultados y cualquier otro dato que el bioanalista considere necesa-
rio, por ejemplo, las condiciones en que se trasladé la muestra o las caracteristicas de la
misma, hora de llegada al laboratorio, entre otros (Anexo 2).

e En Examen directo. Indique la técnica utilizada y describa la morfologia, reaccién
al Gram de los diferentes morfotipos con importancia clinica, tomando en cuenta
los aspectos mencionados anteriormente, dependiendo del tipo de muestra y el o
los patégenos a investigar. Seifialar en forma semicuantitativa la presencia de célu-
las inflamatorias.(6)
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En el item Cultivo: Registre el microorganismo aislado tomando en cuenta su sig-
nificancia clinica y los aspectos relacionados con el paciente, considerados en el
contenido tedérico de esta practica.
Si estdn presentes microorganismos indigenas y se ha determinado que son con-
taminantes para el caso, incluir el siguiente comentario “Desarrollo de microbiota
habitual de la regién”.
En el caso de cultivos negativos, indicar “No hubo crecimiento bacteriano en 48 (6 72)
horas de incubacion”

.- Reporte el Antibiograma (en los casos que aplique).
En Observaciones, se debe sefialar la lista de microorganismos investigados y otros
datos que se consideren de interés para la interpretacién clinica del resultado.

. Datos y firma de la persona encargada de la investigacién: Nombre y apellido en forma
legible. Ntimero de registro ante el Ministerio de Salud y ante el Colegio de Bioanalis-
tas. Firma y sello del laboratorio o institucién de adscripcién.

E Actividad practica

Primer periodo: Obtencién y siembra de secrecién nasal y exudado faringeo

Materiales
- Hisopos estériles . Coloracién de Gram
. Bajalenguas estériles . Coloracién de Hansel
. Léminas porta objetos . Asa de platino
. Medios de cultivo: Agar Sangre de car- . Solucién salina fisiolégica

nero (AS) y agar manitol salado (AMS)

Procedimiento

1. Elaborar la ficha clinico-epidemiolégica del paciente (Anexo 1).

2. Preparar todo el material necesario para la obtencién y siembra de las muestras.
Rotule las placas, caldo de cultivo y las ldminas portaobjeto con el cédigo asignado
al paciente.

3. Obtener las muestras de exudado nasal y faringeo como se explicé previamente.
Observe la demostracién del docente.

4. Practicar la siembra de las muestras en los medios respectivos: secrecién nasal en
AS y AMS, el exudado faringeo en AS (Fig. 4 y 5)

5. Incubar los medios de AS, a 36 °C, en microaerofilia por espacio de 24 a 48 horas.
Con revisién periddica cada 24 h y el AMS en aerobiosis.
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6. Realizar 2 frotis con cada muestra: uno para tefiir con la técnica de Gram y el otro
para la coloracién de Hansel. Prepare el frotis, aplicando al hisopo movimientos
rotativos sobre la ldmina portaobjeto, procurando que el extendido quede fino. Deje
secar al aire.

7. Fijar los extendidos y siga los pasos para las técnicas de Gram y Hansel. Observar
al microscopio.

Coloracion de Hansel

Fije la ldmina con metanol absoluto por 3 minutos

. Cubrir la ldmina con el colorante durante 1 minuto.

. Agregar agua destilada sobre el colorante por 30 segundos
Lavar con agua destilada

. Decolorar ligeramente con metanol (dos a tres gotas)

. Dejar secar y examinar el extendido con objetivos de 10X y 40X (no utilice aceite
de inmersién)

Segundo periodo: Revisién de los cultivos

Materiales
- Laminas portaobjeto . Plasma citratado
. Asa de platino . Palillos de madera
- Gotero con solucién salina fisiolégica . Pipetas Pasteur
. Placas de AS y caldo Tood-Hewitt (TH) o . Propipeteador
infusién cerebro corazén (BHI) . Coloracién de Gram

. Agua oxigenada 3%

Procedimiento

1. Evaluar cada placa de cultivo segtin las caracteristicas morfolégicas de las colonias,
la presencia o no de hemdlisis y valorar el desarrollo bacteriano en escaso, mode-
rado o abundante. En el caso de AMS observe si hubo la fermentacién del manitol.
Registre todas las caracteristicas observadas.

2. Realizar el andlisis microscépico de las colonias de interés microbiolégico, segtiin
el tipo de muestra. Para ello preparar frotis con las colonias a investigar y tefiir con
la coloracién de Gram. Observar y registrar los resultados.

3. Las colonias de valor diagndstico deben ser purificadas, en AS y en caldo TH o BHL
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4. A partir del crecimiento en AMS, se procede a la investigacion de S. aureus, si-
guiendo el esquema de identificacién propuesto (Anexos 3,4).
5. Incubar los medios AS, TH y las pruebas bioquimicas inoculadas.

Tercer periodo: 1dentificacién bacteriana

Materiales
. Placas de AS . Asa de platino
. Placas de Mueller Hinton sin sangre y . Agua oxigenada al 3%
con 5% sangre de carnero . Palillos de madera
. Solucién salina fisiolégica estéril . Laminas portaobjeto
. Patrén de Mc Farland 0.5 . Taxos de bacitracina
. Viales con discos de antibiéticos . Coloracién de Gram

Procedimiento

1. Revisar y verificar la pureza de los repiques realizados en el periodo anterior me-
diante la técnica de Gram.

2. A partir de este repique realizar un in6culo con las colonias sospechosas de S. pyo-
genes sobre un AS fresco. Aplicar un taxo de bacitracina sobre la siembra e incubar
en microaerofilia.

3. Realizar la prueba de la catalasa a partir del caldo TH. Registre el resultado.

4. Interpretar las pruebas bioquimicas inoculadas en el periodo anterior e identificar
el microorganismo.

5. Realizar la prueba de sensibilidad antimicrobiana, en el caso que aplique.

Cuarto periodo: Continuacién con la identificacién bacteriana

1. Observar la presencia de un halo de inhibicién alrededor del taxo de bacitracina.
Registre el resultado.

2. Identificar el microorganismo.

3. Dar lectura al antibiograma.

4. Registrar y elaborar el reporte respectivo (Anexo 2).
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Autoevaluacion

1. jPor qué en el cultivo de un exudado faringeo se debe utilizar sangre de carnero?

N

Clasifique los medios de cultivo empleados en la practica segtin su utilidad en el
laboratorio.

;Cudl es la importancia de los portadores nasales de S. aureus?

Enumere los patégenos respiratorios y los cuadros clinicos que producen.
Explique el fundamento de las pruebas: catalasa, coagulasa y PYR.

;Cudl es la utilidad de la coloracién de Hansel en una faringitis?

NSOk w

Mencione las pruebas no convencionales para el diagndstico de una faringitis es-
treptocécica y discuta sus ventajas y desventajas.
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Diagnéstico microbioldgico de las infecciones
del tracto respiratorio inferior

Ana Carolina Ramirez

Objetivo general

Aplicar el procesamiento microbiolégico de las diferentes muestras para el diagnéstico
etiolégico de las infecciones de las vias respiratorias inferiores ocasionadas por bacterias.

Objetivos especificos

1. Mencionar los principales agentes etiolégicos causantes de infecciones del tracto
respiratorio inferior.

2. Relacionar los datos epidemioldgicos y clinicos necesarios para la orientacién del
diagnéstico microbiolégico (etapa pre-analitica).

3. Realizar los diferentes pasos que comprende la etapa analitica del procedimiento
para el cultivo de muestras provenientes del tracto respiratorio inferior.

4. Analizar, interpretar y reportar los resultados obtenidos (etapa post-analitica).

Aspectos teéricos

El aire que inhalamos contiene millones de particulas suspendidas, incluidos algu-
nos microorganismos que en su mayoria son inocuos, sin embargo, el aire constituye un
vehiculo para la transmisién de patégenos importantes.(1)

Aunque la via respiratoria es un todo continuo desde la nariz a los alvéolos, es con-
veniente distinguir entre infecciones de las vias respiratorias superiores e inferiores. En
esta seccion estudiaremos estas dltimas, las cuales tienden a ser infecciones mds graves
y la eleccién de un tratamiento antimicrobiano adecuado es importante para salvar la
vida del enfermo.(1)

El tracto respiratorio inferior es un drea normalmente estéril, la afeccién puede
ocurrir por extensién de una infeccién de las vias respiratorias medias, aspiracién
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de microorganismos patégenos que rebasan las defensas de las vias respiratorias
superiores o, menos a menudo, por diseminacién hematégena desde un sitio distan-
te, como un absceso o una valvula cardiaca infectada. Cuando hay infeccién a
través de las vias respiratorias, muchas veces se observa alguna alteracién de los
mecanismos de filtrado o eliminacién de agentes infecciosos inhalados de las vias
respiratorias inferiores.(3,4)

Las infecciones de las vias respiratorias inferiores se presentan con invasién y
afeccion del pulmon, produciendo neumonia y alveolitis o pueden afectar la traquea
y bronquios ocasionando: traqueitis, bronquitis y bronqueolitis (Fig. 6); estos cua-
dros se pueden presentar en forma aguda o crénica.(1,2,3)

Traquea y arbol bronquial

Traqueitis

Bronquitis

Bronquiolitis A

Tejido pulmonar [

Neumonia i '

Alviolitis

Figura 6. Sindromes que incluyen las infecciones respiratorias bajas
Tomado de: Via salud, 2001.

La bronquitis aguda es una inflamacién del arbol traqueobronquial, que se carac-
teriza desde el punto de vista clinico por tos, grado de fiebre variable y produccién de
esputo. Este ultimo (material expulsado desde los bronquios, pulmones y trdquea, por la
boca) a menudo es limpido al comienzo, pero puede tornarse purulento si la enfermedad
persiste. La bronquitis puede manifestarse como crup (cuadro clinico caracterizado por
una tos perruna o ronquera, o ambas).(5)
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Las principales causas de bronquitis agudas se mencionan en la tabla 9.

TABLA 9. Principales causas de bronquitis agudas

Bacterias Virus
Bordetella pertusis, Bordetella parapertusis, Virus parainfluenza, influenza, sincitial respiratorio
Haemophilus influenzae, Mycoplasma (VSR), adenovirus y virus del sarampién

pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae

Tomados de: Forbes B. y col, 2004.

La neumonia es un proceso inflamatorio que se caracteriza por la presencia de un
infiltrado exudativo y celular en el parénquima pulmonar. La mayoria de las neumonias
son de causa infecciosa y tienen una evolucién aguda. Ocasionalmente, pueden tener
un origen no infeccioso como en el caso de enfermedades autoinmunes, neoplasias o
exposicion a agentes téxicos.(2)

Las neumonias pueden ser causadas por una gran variedad de microorganismos:
bacterias, virus, micobacterias, hongos y levaduras. En la Tabla 10 se muestran los sig-
nos, sintomas y los patégenos aislados en adultos, y en la Tabla 11 se muestran los pat6-
genos aislados en los nifios de acuerdo a la edad.

TABLA 10. Etiologias mas frecuentes de neumonias en adultos

Patégenos aislados
Frecuentes Poco frecuentes Raros
Bacterias:
e Streptococcus pneumoniae e Coxiella burnetii
e M. pneumoniae o Legionella sp
e C. pneumoniae ¢ Microorganismos anaerobios
* Mycobacterium tuberculosis de la orofaringe
e Coccidioides inmitis
Hongos: e Blastomyces dermatitidis
e Histoplasma capsulatum
e Cryptococcus neoformans
Virus: e Virus Influenza e VSR
e Virus varicela zoster
Parédsitos: e Ascaris lumbricoides

Tomado de: Via salud 2001 [en linea]. Disponible en: http://www.viasalud.com/documento.asp?
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TABLA 11. Etiologias mas frecuentes de neumonias en niflios de

acuerdo a la edad

Patdgenos aislados

Frecuencia <1 mes 1 mes- 5 afios > 5 afios
Bacterias:
e Streptococcus agalactiae | ® S. pneumoniae ¢ S. pneumoniae
e Escherichia coli ¢ Chlamydia trachomatis | ® M. pneumoniae

e C. trachomatis

Frecuentes Virus:
e Virus sincitial ¢ VSR
respiratorio (VSR) e Adenovirus

¢ Virus influenza

e Virus parainfluenza

Bacterias:
e Klebsiella sp. ¢ H. influenzae e Coxiella burnetii
Menos frecuentes | ® Otras Enterobacterias ® Moraxella catarrhalis e Anaerobios de la
e Enterococcus sp. e Neisseria meningitidis microbiota orofaringea
e Staphylococcus aureus e M. pneumoniae ® B. pertusis
Bacterias:
e Ureaplasma urealyticum| ® S. aureus
® Mycoplasma hominis ® S. pyogenes
® S. aureus ¢ H. influenzae
Raros e Streptococcus pyogenes | ® N. meningitidis
e Enterobacterias e Legionella sp.
e M. tuberculosis * M. tuberculosis
Virus:
¢ Citomegalovirus ¢ Enterovirus
¢ Rubéola * VSR

e Virus parainfluenza

Tomado de: Via salud 2001 [en linea]. Disponible en: http://www.viasalud.com/documento.asp?

Las neumonias pueden clasificarse segtin distintos criterios: a) de acuerdo a la etio-
logia (segtin el microorganismo causal); b) segtin el lugar de adquisicién (dentro o fuera
del hospital), este dltimo criterio es el mds ttil a la hora de establecer el tratamiento
inicial de un paciente determinado.(2)

Los sintomas que sugieren neumonia son fiebre, escalofrios, dolor en el pecho y tos
con produccién o no de esputo, dolor tordcico, disnea, consolidacién pulmonar: estertores,
ruidos respiratorios disminuidos, infiltrados radiograficos y empiema. Es importante tener
en cuenta que algunos pacientes con neumonia no muestran signos y sintomas relaciona-
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dos con el tracto respiratorio. Por lo tanto, el examen fisico del paciente, los hallazgos en
la radiografia de térax, los antecedentes del paciente y los resultados del laboratorio clinico
son importantes. Del 10 al 30 % de los individuos con neumonia, ademés de los sintomas
respiratorios, manifiestan dolor de cabeza, nduseas, vémitos, dolor abdominal, diarrea y
mialgias.(5)

Una vez establecido el diagnéstico clinico-radiogréfico de infecciones del tracto respirato-
rio inferior es recomendable precisar el diagndstico etiol6gico mediante pruebas de laboratorio
adecuadas que permitan establecer la terapia antimicrobiana adecuada.(5)

El diagnéstico etiolégico puede efectuarse de diferentes maneras: en forma directa, con
la identificacién del agente causal; indirectamente, a través del hallazgo de un metabolito en
particular y, més recientemente, utilizando técnicas inmunoldgicas y de biologia molecular
como herramientas en reacciones consideradas rapidas no convencionales.(6,7)

Etapa pre-analitica

a) Datos epidemioldgicos: Las infecciones del tracto respiratorio inferior se presentan

a cualquier edad, aunque son mads frecuentes en nifios y ancianos. Estdn especial-
mente predispuestas las personas que viven con un bajo nivel socioeconémico y en
condiciones de hacinamiento.
Los factores que interfieren con las defensas normales del huésped son alteracién de
la conciencia, humo de cigarrillo, hipoxemia, acidosis, alcoholismo, inhalaciones
téxicas, edema de pulmén, desnutricién, infecciones virales previas, uremia, obs-
truccién mecdnica y utilizacién de agentes inmunosupresores (corticoides y drogas
citotéxicas). Asimismo, pueden interferir con las defensas normales, enfermedades
de base como diabetes, fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
enfermedad cardiaca congestiva y enfermedades inmunosupresoras como el SIDA.
Estos datos son fundamentales para orientar al microbiélogo hacia la bisqueda de
determinados agentes, (2,4) por ejemplo:

. Fibrosis quistica: P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae y en menor medida
Burkholderia cepacia y otros bacilos gramnegativos.

. Infecciones virales previas: S. aureus.

- Contacto con aves: Chlamydophila psittaci.

. Viajes a areas endémicas: C. immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Legionella
pneumophila, Francisella tularensis.

- Riesgo ocupacional y/o contacto con animales: C. burnetti, Bacillus anthracis,
Brucella sp., Yersinia pestis.

. Antecedente de macroaspiracién: anaerobios

- Epidemias de influenza: Influenza, S. pneumoniae, S. aureus, S. pyogenes, H. influenzae.
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b)

a)

b)

Bajo nivel socioeconémico: M. tuberculosis.

Alcoholismo: S. pneumoniae, anaerobios, bacilos gramnegativos.

Pacientes infectados con HIV: Pnemocistis carinii, M. tuberculosis, S. pneumoniae,
H. influenzae.

EPOC/fumadores: S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, Legionella sp.
Exposicién a murciélagos o materia fecal de los mismos: H. capsulatum.
Exposicion a conejos: F. tularensi.(4)

Datos clinicos del paciente: signos y sintomas, enfermedades subyacentes y, ade-
mads, en la orden debe sefialarse la impresién diagndstica del médico tratante.

Etapa analitica

Tipo de muestras: esputo o expectoracion, aspirado transtraqueal, muestras obteni-
das por broncofibroscopia, lavado bronquial, cepillado bronquial, lavado bronco-
alveolar y biopsia pulmonar. En algunas oportunidades las infecciones pulmonares
se acompafian de derrame pleural por lo que es necesario recolectar y estudiar una
muestra de liquido pleural obtenida por puncién.(7)

Toma de muestra: independientemente del método a escoger para el procesamiento
microbiolégico, la muestra a seleccionar juega un papel importante en el éxito espe-
rado, ya que toda informacién diagnéstica que el laboratorio pueda proporcionar, de-
pende de la calidad de la muestra recibida.(6,7,8,9)

El esputo o expectoracién en las condiciones habituales de la clinica diaria, no es una
muestra representativa de la situacién existente en el tracto respiratorio inferior por su
mezcla con secreciones procedentes de todo el drbol traqueo-bronquial y con la flora
saprofita de la orofaringe. No obstante, es una muestra de facil obtencién cuya utilidad
o relacién entre resultado obtenido y verdadera etiologia depende en gran medida de
su correcta obtencién, control de calidad antes de iniciar su procesamiento, tipo de
agente que se pretenda detectar y valoracién adecuada del resultado.(10)

La recoleccién de esta muestra es sencilla y consiste en solicitar al paciente seguir

las siguientes indicaciones:

52

Colocar en las paredes exteriores del envase la identificacion del paciente (nombre).
Cepillarse los dientes con agua (no usar pasta de dientes).

Obtener el esputo tras una expectoracién profunda, preferentemente matinal. Para ello,
debe inspirar profundamente, reteniendo por un instante el aire de los pulmones y ex-
peliéndolo violentamente por un esfuerzo de tos, repetir la operacién hasta obtener no
menos de tres esputos. Este procedimiento deberd realizarlo en un lugar ventilado.
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. La recoleccion la realizard en un envase que debe ser de boca ancha con tapa de
rosca, con capacidad para 30 — 50 mL, transparente porque permite ver la cantidad
y la calidad de la muestra y desechable (Fig. 7).

. De no producirse expectoracién espontdnea, puede inducirse el esputo con nebu-
lizaciones de suero fisiolégico estéril (15 mL durante 10 minutos), siendo ttil ade-
maés realizar un drenaje postural o fisioterapia respiratoria.

. Enviar de inmediato al laboratorio, y si esto no es posible, conservar a 4 °C.(10,11)

Las técnicas de recoleccién de muestras obtenidas por métodos invasivos no serdan
objeto de estudio en este capitulo ya que son recolectadas por médicos especialistas y
son trasportadas al laboratorio para su procesamiento.

Figura 7. Envase para la recoleccién de esputo

¢) Examen directo de esputo: para la realizacién del frotis se debe seleccionar la par-
ticula 1til de la muestra, constituida por la parte méds densa o purulenta. Si hay
varias porciones purulentas, se deben mezclar cuidadosamente con los aplicadores
y tomar una porcién de la mezcla. En caso de observarse solo pequerias particulas
purulentas, escoger tres o mds de ellas y mezclarlas en el mismo portaobjeto para
homogeneizarlas.(11) A cada muestra se le realiza un extendido para colorear con
Gram y otro para Ziehl-Neelsen.
1. Coloraciéon de Gram: se usa para el tamizaje del esputo antes de la realizacion
del cultivo, por lo tanto, esta coloracién va a permitir controlar la calidad del espu-
to, lo cual es importante para evaluar el grado de contaminacién con bacterias del
tracto respiratorio superior y si la muestra realmente proviene del tracto respirato-
rio inferior o si se obtuvo de la faringe o por aspiracién de secreciones nasales o si
es saliva solamente.(11,12)

Uno de los sistemas utilizados es el de Murray y Washington el cual se muestra en la
Tabla 12, segtin este sistema, la observacién de gran niimero de células epiteliales en los gru-
pos 1 al 4 indica contaminacién con secreciones orofaringeas e invalida la muestra. Sélo las
muestras del grupo 5 son consideradas clinicamente significativas. Es importante destacar
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que el sistema de graduacién del esputo no puede ser empleado si se sospecha de infeccio-
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nes pulmonares causadas por micobacterias, la mayoria de los hongos y virus.(8)

TABLA 12. Sistema de graduacion Murray y Washington para

el ensayo de calidad de muestra de esputo

Grupo Células epiteliales por campo Leucocitos por campo
bajo de aumento bajo de aumento
1 25 10
2 25 10-25
3 25 25
4 10-25 25
5 <10 25

Tomado de Koneman y col., 1999.

2. Coloracion de Ziehl-Neelsen: este examen directo se denomina baciloscopia, la
cual es una técnica fundamental para la investigacién bacteriolégica de la tubercu-
losis, tanto para el diagnéstico como para el control del tratamiento. Esta observa-
cién microscépica debe cumplir dos objetivos: a) determinar si en el extendido hay
bacilos dcido resistentes (BAR) y b) establecer su nimero aproximado, esto tiene
importancia ya que orienta sobre la eficacia del tratamiento.(11,13)

La baciloscopia es una técnica rdpida, econémica, que permite lograr una amplia
cobertura de la poblacién, por lo cual constituye un aporte importante para los pro-
gramas de control de la tuberculosis, sin embargo, la visualizacién de BAR en esputo
no es afirmativa de M. tuberculosis porque otras micobacterias pueden también causar
enfermedad pulmonar, asi como especies del género Nocardia que también pueden ser
dcido alcohol resistentes. Sin embargo, una baciloscopia positiva en conjuncién con la
clinica y hallazgos radiolégicos puede utilizarse para un diagnéstico presuntivo de mi-
cobacteriosis.(7,13)

La lectura de la baciloscopia debe ser hecha de manera sistemética, leyendo de
izquierda a derecha el extendido, tomando en cuenta sélo los campos microscépicos
ttiles que son aquellos en los que se observan elementos celulares de origen bronquial
(leucocitos, fibras mucosas y células ciliadas); en aquellos campos en que no aparezcan
dichos elementos no deben contabilizarse en la lectura.(11)

El nimero de campos que se deberdn observar varia segin la cantidad de bacilos
que contenga la muestra:
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Si no se encuentran BAR o se observa menos de un bacilo por campo promedio
deben examinarse minimo 100 campos microscépicos utiles.

- Si se encuentran de uno a diez BAR por campo promedio, es suficiente observar 50
campos.

. Si se encuentran mds de diez BAR por campo promedio, basta con la observacion
de 20 campos.(11,12)

Para anotar el recuento de bacilos se utilizard la hoja de “recuento semicuantitati-
vo” (Fig. 8) en la cual cada cuadro representa un campo microscépico 1til y se colocara
el nimero de BAR observados, luego en la columna 11 se anotara la sumatoria corres-
pondiente a cada linea y el recuento de bacilos correspondera a la suma de los resulta-
dos registrados en la columna 11.

Columna 11
) v
LAMINA N° RESULTADO Ne
TOTAL

Figura 8. Hoja de recuento semicuantitativo
Tomado de: Armengol R., Guilarte A, 1998.

Es importante tener en cuenta que la no observaciéon de BAR en una muestra clinica
no descarta el diagnéstico de tuberculosis, ya que es una técnica de sensibilidad limi-
tada. Se ha demostrado que son necesarios de 5.000 a 10.000 bacilos por mL de esputo
para el reconocimiento en la microscopia directa, en estos casos el cultivo detecta de 10
a 100 colonias de micobacterias viables.(12).

3. KOH al 10%: para descartar la presencia de estructuras fingicas.

d) Cultivo de esputo: entre los medios de cultivos primarios tenemos: agar sangre, agar
chocolate, agar Mac Conkey y para investigar micobacterias se puede utilizar: Agar
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Lowenstein-Jensen, Ogawa Kudoh o Middlebrook 7H10-7H11; dependiendo de la
orientacion diagndstica se incluirdn medios especificos para hongos dimorfos tales
como: agar infusién cerebro-corazén, asi como agar infusién de corazén de Sabouraud
(SABHI) con sangre de oveja y también Micobiotic o Mycosel, en caso de sospecha
de infeccién por Legionella se usa el agar extracto levadura carbén con pH regulado
(BCYE) y tincién especifica para P. carinni.(15, 16)

En la Figura 9 se representa esquematicamente el procedimiento para el cultivo de
la muestra de esputo o expectoracién.

Muestra de esputo

Examen directo Sy Examen directo
Proceso de
descontaminacién

25 PMN
Gram Ziehl-Neelsen

v

v Cultivo
@ Agar Lowenstein-Jensen
KOH 10% GVE Ev: E :
| AS ACH |

AMK Incubar hasta 6

l l semanas a 36°C
Incubacién 18-24 h a 36°C Incubacién 18-24 h a 36°C —
en microaerofilia en aerobiosis
| | —
| Identificaciéon
— \
< I Negativo o flora habitual I
Reincubar 24 h a 36°C
Pruebas Prueba de el ACH Reincubar 24 h a 36°C
bioquimicas susceptibilidad

Negativo o flora habitual
Figura 9. Procedimiento para el cultivo de esputo

Para el aislamiento de micobacterias antes de realizar la siembra en el medio de cul-
tivo se debe realizar un proceso de descontaminacién debido a que es necesario eliminar
de las muestras los microorganismos contaminantes que interfieren en el desarrollo de
estas bacterias. También es importante conseguir la licuefaccién de los restos organicos
(tejidos, moco y otros materiales) que rodean a los microorganismos, para que los agen-
tes descontaminantes puedan destruir las bacterias no deseadas.

Pero si éstas no se utilizan adecuadamente pueden afectar, también la viabilidad
de las micobacterias presentes en la muestra y dar lugar a falsos cultivos negativos (por
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exceso de descontaminacién) o a un nimero elevado de contaminaciones (por defecto
de descontaminacién).

Entre los métodos de descontaminacién utilizados tenemos de NaOH 4%, Petroff,
Tacquet y Ticcson, Kubica modificado por Krasnow y N-acetil-L cisteina-Hidréxido S6-
dico (NALC-NaOH). La eleccién de cualquiera de estos métodos dependera del tipo de
muestras que se descontamine y, sobre todo, de la utilizacién de determinados medios
de cultivo y realizacién de técnicas moleculares a partir del sedimento de las muestras
descontaminadas, ya que algunos reactivos utilizados en estos métodos pueden retrasar
el crecimiento de las micobacterias o interferir en las reacciones de amplificacion.(14)

Todas las muestras clinicas sospechosas de contener micobacterias se deben sem-
brar en medios de cultivo adecuados por las siguientes razones:

. Los cultivos son mucho mads sensibles que los exdmenes microscépicos, pudiendo
detectar una cantidad tan pequefia como 10 bacterias por mL de muestra clinica
digerida y concentrada.

. Los aislamientos en cultivo puro son necesarios normalmente para poder identifi-
car las especies de las cepas aisladas.

. Silabaciloscopia es un indice de la eficacia del tratamiento, el cultivo permite ase-
gurar la negativizacién y curacién del paciente.(14)

g) Identificacién: de acuerdo a la correlacién obtenida en el Gram directo de la mues-
tra y el cultivo se procede a la identificacion, realizando la seleccion de las pruebas
de acuerdo con la orientacién preliminar.

En los anexos 4, 6, 7, 14, 22, 23, 25, 26 y 27 se muestran los esquemas de identifi-
cacién de algunos los agentes etiol6gicos que causan infecciones del tracto respiratorio
inferior.

Procedimiento para el cultivo de otros tipos
de muestras provenientes del tracto respiratorio inferior

a) Examen directo: se realizard la coloracién de Gram para el tamizaje de la muestra
al igual que el esputo, en el caso de aspirados bronquiales se usan los criterios de
Murray y Washington; mientras que en las muestras obtenidas por métodos bron-
coscépicos la presencia de més del 1% de células escamosas significa contamina-
cién orofaringea significativa. Ademads, estos especimenes no deben mostrar menos
de un 10% de neutrofilos.(14)
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b) Cultivo: se utilizan los mismos medios primarios que para esputo. Para estos tipos

de muestras se recomienda cultivos cuantitativos que son imprescindibles para po-

der comprender el significado del o de los patégeno/s aislado/s.(14)

Catéter telescopado: El volumen de secreciones respiratorias que se recoge con
este dispositivo es de aproximadamente 0,01 a 0,001 mL. Después de obtener
la muestra, el cepillo se coloca en 1 mL de suero fisiolégico estéril, consiguién-
dose de esta forma una solucién de secreciones respiratorias diluidas entre 100
y 1.000 veces. Posteriormente, se realizard un cultivo cuantitativo de esta solu-
cién. Cuando la neumonia es clinicamente manifiesta, habitualmente las secre-
ciones respiratorias contienen al menos 10* UFC por gramo de tejido y 10° o més
bacterias por mililitro de exudado.(14)

Lavado broncoalveolar (LBA): en este caso, el volumen de secreciones respi-
ratorias recuperadas se estima en algo mds de 1 mL diluido en el liquido que
se aspira (entre 10 y 100 mL), lo que viene a suponer un factor de dilucién de
1/10-1/100 de las secreciones respiratorias originales. Los puntos de corte han
variado entre 10° y 10° UFC/mL. No obstante, el umbral diagndstico general-
mente aceptado es el de 10* UFC/mL de al menos uno de los microorganismos
aislados en el cultivo.(14)

Técnicas ciegas: en el caso del aspirado bronquial ciego y mini lavado bronco-
alveolar se han considerado como significativas concentraciones entre 10° y 10*
UFC/mL. Para el catéter telescopado no broncoscépico se acepta el mismo punto
de corte que para el procedimiento guiado.(14)

Aspirado endotraqueal: E]l umbral diagnéstico mayoritariamente aceptado es de
10° UFC/mL. Algunos autores han recomendado un valor de 10° UFC/mL como
mejor punto de corte para esta muestra.(14)

Factores a considerar en la interpretacion

de

los cultivos cuantitativos de muestras respiratorias

A pesar de establecer estos umbrales diagnésticos para cada una de las muestras

respiratorias, la carga bacteriana debe interpretarse en el contexto clinico especifico de

cada paciente. No obstante, el andlisis de los recuentos bacterianos requiere tener en

cuenta la existencia de factores que puedan influir en la concentracién de microorganis-

mos en las muestras respiratorias:

1. Tiempo de evolucién de la infeccién: Un recuento bajo de microorganismos puede

representar un estadio evolutivo precoz de la infeccién respiratoria.

2. Antibioterapia previa: La exposicién previa a antibiéticos es la variable mds impor-

tante y la que mds a menudo reduce la concentracién bacteriana en las muestras
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respiratorias, particularmente en pacientes que han iniciado un tratamiento anti-
bidtico en las 24 horas previas a la recogida de muestras.

3. Existen subgrupos de pacientes con recuentos bacterianos relativamente altos pero sin
los cambios inflamatorios que definen la existencia de una neumonia, como ocurre con
frecuencia en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

4. Variabilidad de las técnicas: Aunque la reproducibilidad cualitativa es alta, se pue-
de observar una variabilidad en el recuento bacteriano que supone un cambio en la
categoria diagnéstica (por encima o por debajo del punto de corte) de un 25-30%,
tanto en LBA como en catéter telescopado.

5. Factor dilucional: Cambios en el volumen en el que se introduce el cepillo del ca-
téter telescopado (universalmente admitido de 1 mL) pueden producir variaciones
dilucionales de la muestra respiratoria recogida e influir en el recuento de colonias.
En el caso del LBA el problema es mayor debido a la falta de estandarizacién de
la técnica, en la que se usan distintos volimenes segin los autores. Se desconoce
el efecto del volumen de liquido instilado y del porcentaje recuperado sobre el re-
cuento bacteriano.

6. Otros aspectos técnicos: Errores en la toma de muestras o retrasos en el envio de las
mismas al laboratorio de microbiologia pueden ser causa de descensos significati-
vos en los recuentos bacterianos o de sobrecrecimientos inespecificos.(15)

Etapa post-analitica

Una vez realizado el andlisis e interpretacion de los resultados, se procede al repor-
te de los mismos:

a) Baciloscopia:
(-): No se encuentran BAR en 100 campos observados.
(+): Menos de 1 BAR por campo en 100 campos observados.
(++): 1 a 10 BAR por campo en 50 campos observados
(+++): Méds de 10 BAR por campo en 20 campos observados.

En caso de encontrar s6lo uno a cuatro bacilos en cien campos observados debe
ampliarse la lectura a otros 100 campos utilizando una nueva linea. Al examinar 200
campos y persistir el nimero de bacilos en 1 a 4, realizar un nuevo extendido y si per-
siste el nimero de bacilos, reportar el nimero de bacilos observados y solicitar otra
muestra. (11,12)

b) Cultivo: se realiza el reporte como se sefiala en el anexo 2.
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ﬂ Actividad practica

Materiales
¢ Guantes e Asaen aro
e Tapaboca e Placas: agar sangre, agar chocolate y
e Aplicadores de madera agar Mac Conkey.

e Ldaminas portaobjetos Frasco para microaerofilia

e Equipo para coloraciéon de Gram y e Reactivos para catalasa y oxidasa.
Ziehl-Neelsen

Procedimiento
Etapa pre-analitica

El estudiante recibird dos hojas de solicitud de examen con los datos clinicos y
epidemiolégicos del paciente.

Etapa analitica

Cada grupo de trabajo recibird un frotis para la realizacién de baciloscopia y una
muestra de esputo, el profesor dard las indicaciones y condiciones de trabajo necesarias
para el procesamiento.

Primer periodo
Esputo

a) Colocar sobre la mesa de trabajo papel absorbente humedecido con fenol al 5 %.
b) Realizar los frotis de la siguiente manera:
e Dividir un aplicador de madera estéril en dos y con los extremos irregulares
seleccionar la particula 1til de la muestra.
e (Colocarla sobre la ldmina portaobjeto y extenderla con el aplicador hacia el ex-
tremo opuesto.
e Una vez terminado el extendido, desechar los aplicadores en un recipiente con
cloro al 2%.
e Dejar secar al aire y fijar al calor.
c) A uno de los frotis realizar la coloracién de Gram, y al otro, Ziehl-Neelsen.
d) Sembrar por estria en superficie las placas de AS, ACH y AMK.
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Incubar a 36 °C durante 18 — 24 h, las placas de AS y ACH en microaerofilia y AMK
en aerobiosis (Fig. 9).

Frotis entregado

Fijar al calor.

Realizar la coloracién de Ziehl-Neelsen y dejar secar al aire.

Observar con objetivo de inmersion y realizar la lectura como se explicé en el marco
tedrico.

Realizar el recuento semicuantitativo y registrar los resultados en la hoja destinada
para tal fin.

Segundo periodo

Evaluar la flora bacteriana.

Practicar andlisis microscépicos utilizando la coloracién de Gram de las colonias
sospechosas de interés clinico.

Seleccionar la(s) colonia(s) de interés y purificarlas en el medio de cultivo utilizado
en el aislamiento primario e incubar en las mismas condiciones.

Realizar algunas pruebas preliminares como catalasa, oxidasa, etc., de acuerdo a lo
observado en los cultivos y examen microscépico.

Tercer periodo

Realizar la identificacion de el o los microorganismos de interés clinico utilizando
los esquemas de identificacion (ver anexos) de acuerdo a la orientacion.

Realizar el antibiograma por el método de Kirby-Bauer.

Cuarto periodo

Lectura de las pruebas bioquimicas y pruebas de susceptibilidad.

Etapa post-analitica

Cultivo

Interpretacién de las pruebas bioquimicas y antibiograma.
Reporte de los resultados
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Frotis

Realizar el reporte del resultado (Anexo 2).

Autoevaluacion

. Seriale la utilidad de la coloracién de Gram en el procesamiento de una muestra de

esputo.

. Senale tres agentes etiolégicos bacterianos mds frecuentemente implicados en in-

fecciones del tracto respiratorio inferior.
Seflale los objetivos de la baciloscopia.

4. Sien una baciloscopia se observan de 1 a 4 bacilos en promedio por campo. Sefiale

la conducta a seguir.

. 4Qué conducta se debe seguir si al procesar una muestra de esputo se observan 25

células epiteliales y 10-25 leucocitos por campo de bajo aumento (10X)?

;Como se explica el siguiente resultado: Baciloscopia: Negativa (no se observan

BAR en 100 campos observados); Cultivo: Positivo para M. tuberculosis?

;Se puede establecer el diagnéstico etiolégico cuando se observan BAR en el exa-

men directo de esputo?

Seiiale la importancia del proceso de decontaminacién para el cultivo de micobac-

terias.

Al procesar una muestra de esputo se obtienen los siguientes resultados:

e Examen directo (Coloracién de Gram): 5-10 células epiteliales y 25-30 PMN por
campo de bajo aumento. Se observé predominio de cocos grampositivos en pa-
res y cadenas cortas.

e (Coloracion de Zielh-Neelsen: No se observaron BAR en 100 campos observa-
dos.

e (ultivo: colonias pequenias, circulares, transparentes, brillantes, a-hemoliticas
hasta el tercer cuadrante.

e (atalasa negativa, LAP negativa y al Gram se observa la misma morfologia obser-
vada en el examen directo.

a) Seiiale las pruebas que se le realizarian para hacer la identificacién definitiva
del microorganismo.

b) ;Qué valor diagnéstico Ud. le daria a los hallazgos obtenidos?
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Diagnéstico microbiolégico
de las infecciones o6ticas

Emma Araujo y Aurora Longa

Objetivo general

Aplicar los métodos convencionales para el diagnéstico microbiolégico de las in-
fecciones 6ticas.

Objetivos especificos

1. Describir las condiciones adecuadas para la toma de muestra en los sitios anatémi-
cos relacionados con el cuadro clinico.

Analizar macroscépicamente y microsc6picamente la muestra en estudio.

Cultivar la muestra obtenida para el aislamiento de los agentes patégenos.

Valorar el crecimiento obtenido en los distintos medios de cultivo.

Identificar los microorganismos de interés clinico.

D O W N

Realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a los agentes etiolégicos bacte-
rianos.

7. Analizar los resultados obtenidos.

8. Elaborar el reporte de los resultados.

Aspectos teéricos

La mayor parte de las infecciones del oido afectan el conducto auditivo externo
(otitis externa) o la cavidad media (otitis media) que contiene los huecesillos y estd ro-
deada por otras estructuras 6seas y la membrana timpdanica. La otitis es una enfermedad
del oido caracterizada por inflamacién de la mucosa del oido externo, medio o interno
(mastoides), perforacién de la membrana timpdnica y otorrea. Esta patologia se puede
clasificar sobre la base de consideraciones clinicas o histopatolégicas. Segin su dura-
cién se puede subdividir en fase aguda y crénica. La fase aguda se refiere a la infiltracién
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de polimorfonucleares y a los signos clédsicos de inicio brusco y duracién breve y la fase

cronica se refiere a procesos prolongados y con menos signos inflamatorios.(1)

Otitis externa: se define como la infeccién aguda o crénica del oido externo. Los
factores de importancia en la patogenia de la otitis externa incluyen: traumatismo
local, furunculosis, cuerpos extrafios, o humedad excesiva, que causa maceracién
del epitelio del oido externo (oido del nadador). Algunas veces se desarrolla otitis
externa como extensién de una infecciéon del oido medio, con drenaje purulento a
través de la membrana timpdanica perforada.(1)

Otitis media: el término de otitis media se refiere a la inflamacién del oido medio e
incluye no solo a esa cavidad sino también a la trompa de Eustaquio y mastoides.
Se produce infiltracién por polimorfonucleares y se observan los signos clédsicos de
inflamacién aguda. Segun la duracién, puede dividirse en aguda y crénica.(2) La
trompa de Eustaquio, que comunica el oido medio con la nasofaringe y realiza tres
funciones: ventilacién, proteccién y limpieza a través del transporte mucociliar,
parece tener una participacién importante en la predisposicién de los pacientes
a este tipo de infeccién. Las infecciones virales respiratorias superiores o los tras-
tornos alérgicos pueden causar inflamacién y edema de la trompa de Eustaquio
o su orificio alterando sus funciones, la méds importante puede ser la ventilacién,
cuando ésta se pierde se absorbe oxigeno del aire hacia el oido medio y se genera
presion negativa. La presion a su vez permite la entrada de bacterias potencialmen-
te patégenas de la nasofaringe hacia el oido medio y el fracaso de su eliminacién
normal puede ocasionar colonizaciéon e infeccion. Otros factores que pueden llevar
a afecciones de la funcién de la trompa de Eustaquio son anomalias anatémicas,
como hipertrofia tisular o cicatrizacién alrededor del orificio, disfuncién muscular
vinculada con paladar hendido y falta de rigidez de la pared de la trompa. Esta l-
tima, es frecuente en la lactancia y la nifiez temprana, mejora con la edad y puede
explicar en parte por qué la otitis media aparece mas a menudo en lactantes de seis
a 18 meses de edad y después disminuye de frecuencia al establecerse la permeabi-
lidad de la trompa de Eustaquio.(1)

Otitis media aguda (OMA): es una inflamacién de la cavidad del oido medio aso-
ciada a una infeccién aguda, con acimulo de liquido generalmente purulento y
que se asocia a signos como: membrana timpdnica opaca o hiperémica, que puede
estar abombada y con poca movilidad a la neumatoscopia y sintomas como: otalgia,
fiebre, irritabilidad, anorexia, vémito y disminucién de la audicién.

Es una complicacién frecuente (30%) de las infecciones agudas de las vias respi-
ratorias en niflos de 3 meses a 3 aflos de edad, que se incrementa en aquellos que
asisten a guarderia. Existen varias entidades nosolégicas dentro de la otitis media
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aguda y del adecuado reconocimiento de cada una de ellas dependerd el manejo
apropiado del paciente.

Otitis media serosa: es la presencia de un trasudado liquido en la cavidad del oido
medio en un paciente asintomético (sin datos de infeccién aguda). Con frecuencia
es posible visualizar un trasudado de color dmbar o ligeramente azulado a través
de una membrana timpdnica translidcida intacta. Sin embargo, el hallazgo m4s fre-
cuente es una membrana timpénica opaca.

Otitis media aguda recurrente: es la presencia de episodios repetidos de OMA
con periodos de completa recuperacién (sin secreciéon) del oido medio entre cada
uno de éstos. Para que un nifio sea diagnosticado con OMA recurrente debe haber
tenido tres o mds episodios de OMA en los dltimos seis meses, o cuatro durante el
ultimo afio.

Otitis media aguda no complicada: es la presencia de OMA en un nifio sin la pre-
sencia simultdnea de otras complicaciones tales como bacteremia, mastoiditis, me-
ningitis, sinusitis o absceso cerebral.(3)

Otitis media crénica (OMC): El nombre de otitis crénica se aplica a la infiltracién
del mucoperiostio por células esféricas, es decir, las de inflamacién crénica. Suele
ser producto de infeccién aguda que no se ha resuelto de modo apropiado, ya sea
por tratamiento inadecuado en la fase aguda o por factores del huésped que perpe-
tdan el proceso inflamatorio (ej. disfuncién continua de la trompa de Eustaquio por
factores alérgicos, anatémicos o inmunodeficiencia). Las secuelas incluyen destruc-
cién progresiva de las estructuras del oido medio y riesgo significativo de sordera
permanente. La patogénesis de la OMC no es bien conocida. Las causas de la OMC
son complejas y varian de un paciente a otro; entre ellas se incluyen defectos del
desarrollo, como en el caso de la fisura palatina, movilidad disminuida del extremo
faringeo de la trompa de Eustaquio (adenoides grandes, tumores), infecciones de
adenoides o de los senos paranasales con estasis linfatica en la trompa, tumefac-
ciones alérgicas de la mucosa tubotimpénica. También se han descrito condiciones
anatomofuncionales locales predisponentes como la disfuncién tubaria y escasa
neumatizaciéon mastoidea. Puede ser supurada o no, en el primer caso hace referen-
cia a una infeccién clinica activa.(1, 2)

Epidemiologia

La otitis media serosa (secretoria) se reconoce como la patologia mas frecuente

de la edad pediatrica y una de las patologias sobre la que mads interés, discusiones y

controversias se producen, debido fundamentalmente a las especiales caracteristicas

que la acompafian. La més importante es, sin duda, que usualmente no produce los sin-

tomas que esperamos encontrar en una patologia que puede ocasionar complicaciones
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tan serias, anatémicas y funcionales, en el paciente que la padece. Es por esto que se le
denomina “sindrome silencioso”. Por este motivo gran cantidad de episodios de otitis
medias secretorias pasan sin ser diagnosticadas con las consecuentes alteraciones fisicas
y de desarrollo intelectual como: retraso en la adquisicién del lenguaje, retraso escolar y
alteraciones del comportamiento.

Todas estas caracteristicas hacen que la incidencia real de la enfermedad sea desco-
nocida, aunque muchos autores han tratado de establecer porcentajes aproximados.(4)

La OMA es una de las enfermedades que se diagnostican con mayor frecuencia en ni-
fios menores de 5 afios en todo el mundo. Un reporte mostré que se identifica desde 22,7%
de los nifios durante el primer afio de vida hasta 40% en nifios de 4 a 5 afios de edad.(3)

La prevalencia de infecciones recurrentes del oido medio parece ir en aumento debido
a una asistencia cada vez mayor de nifios a guarderias, o a problemas alérgicos. Algunos
estudios prospectivos han demostrado que en nifios de 3 meses a 3 afios de edad con infec-
ciones agudas de vias respiratorias superiores, una tercera parte llegan a complicarse con
OMA, y que los nifios menores de 2 afios que asisten a guarderias tienen episodios de OMA
y sintomas de vias respiratorias persistentes con una frecuencia aun mayor.

Otros factores de riesgo conocidos para el desarrollo de OMA temprana en nifios son
el tabaquismo pasivo, el uso del chupén y la alimentacién con biberén en posicién horizon-
tal.(3)

En algunos casos hay persistencia de secrecion estéril posterior a la resolucion de la
infeccion aguda, ésta puede variar entre 1 y 3 meses. Existen factores de riesgo implicados
en esta persistencia como: bajo peso al nacer y prematuridad, sexo masculino, condiciones
socioecondémicas desfavorables, asistencia a guarderias, polucién y tabaco, tipo de lactancia,
la edad del primer episodio, factores genéticos e inmunitarios y cambios en la climatologia;
ademds, influyen en la aparicién, recurrencia y evolucién de la enfermedad. Estas multiples
causas van a dar lugar a una disfuncién de la trompa de Eustaquio, esta situacién es también
favorecida por las diferencias entre la trompa infantil y la adulta.(4)

Una de las complicaciones més frecuentes de la OMA es el desarrollo de OM serosa
con la consiguiente disminucién de la audicién. Cuando ésta se prolonga, se acompafia
de una afectacion potencial en el aprendizaje y en la expresion del lenguaje. Otras menos
frecuentes, que si no son reconocidas a tiempo pueden poner en riesgo la vida de los nifios,
son la mastoiditis y los abscesos intracerebrales. Aunque estudios con controles histéricos
indican que estas complicaciones supurativas parecian ocurrir con mayor frecuencia en la
era preantibiética, 13 de los casos reportados en la era postantibiética con frecuencia se aso-
cian a un manejo inapropiado del episodio de OMA.

De acuerdo con una estimacion de la Organizacion Mundial de la Salud en paises en
vias de desarrollo, el nimero de muertes asociadas a las complicaciones de la OMA en nifios
menores de cinco afios llega a 50.000 al afio. Esto podria estar asociado a un reconocimiento
tardio de dichas complicaciones o al efecto de un estado nutricional precario.(3)
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Manifestaciones

La otitis externa se caracteriza por inflamacién del conducto auditivo y drenaje
purulento, que puede ser muy doloroso con extensién de la celulitis a los tejidos blan-
dos adyacentes. Una forma frecuente se vincula con la natacién en agua tal vez conta-
minada por microorganismos aerobios gramnegativos como especies de Pseudomonas.
La otitis externa “maligna” es una forma considerablemente més grave de infeccién del
conducto auditivo externo, que puede llevar a la invasién del cartilago y hueso adyacen-
tes y en ocasiones a la pardlisis de nervios craneales y la muerte. Se observa con mayor
frecuencia en ancianos con diabetes mellitus y en pacientes de cualquier edad con in-
munosupresion. El agente patégeno causal mads frecuente es P. aeruginosa.

La otitis media aguda, casi siempre producida por bacterias, suele ser una com-
plicacién de las enfermedades virales agudas de las vias respiratorias superiores. Se
manifiesta frecuentemente con fiebre, irritabilidad y dolor agudo y el estudio otoscépico
revela protrusiéon de la membrana timpdanica, mala movilidad y ocultamiento de los
puntos de referencia anatémicos normales por la presencia de liquido y células inflama-
torias bajo presién. En algunos casos la membrana timpdnica estd inflamada de manera
aguda y presenta ampollas en su superficie externa (miringitis). Si se trata de forma
inadecuada, la infeccién puede avanzar hasta afectar estructuras adyacentes, como las
células aéreas mastoideas (mastoiditis), o causar la perforaciéon con drenaje espontdneo
a través de la membrana timpdanica. Las posibles secuelas supurativas agudas incluyen
extensién hacia el sistema nervioso central y septicemia.

Como ya se habia mencionado antes, la otitis media crénica suele ser producto de
una infeccién aguda que no se resolvié de modo apropiado.

La otitis media serosa puede representar una forma de otitis media o inflamacién
relacionada con alergia crénica. Tiende a ser crénica, produce déficit auditivo y se vin-
cula con secreciones espesas en el oido medio que por lo general no son purulentas.’

Flora habitual del oido externo

La microbiota general del oido externo es similar a la de la piel, predominando
Staphylococcus (coagulasa-negativo) y miembros del género Corynebacterium. Con
menos frecuencia se observan especies de Bacillus, Micrococcus y Neisseria. En esta
localizacion se han aislado también otros microorganismos que colonizan la piel en
forma transitoria como Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa y especies de la fa-
milia Enterobacteriaceae, entre ellos, los géneros Proteus, Escherichia, Enterobacter
y Klebsiella. Estudios micolégicos demuestran que los siguientes géneros de hongos
pertenecen a la microbiota normal: Aspergillus, Alternaria, Penicillium, Candida y
Saccharomyces.(5,6)
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Agentes causales comunes

Desde hace décadas, los patégenos bacterianos asociados a OMA han permanecido
sin cambios significativos, en los distintos grupos de edad asi como en édreas geograficas
(Tabla 13). Después de los primeros tres meses de vida, S. pneumoniae es el agente cau-
sal mds aislado de otitis media aguda y representa 35 a 40% de los casos. H. influenzae
también es comun (14-27%), en particular, en pacientes menores de cinco afios de edad.
Casi ningun tipo de H. influenzae aislado del oido medio se puede identificar; por tanto,
no cabria esperar que la vacuna actual contra la cepa de tipo “b” redujera de manera
notoria la incidencia de otitis media aguda.

TABLA 13. Agentes etiolégicos mas frecuentes de infecciones 6ticas

Cuadro clinico Agentes etioldgicos

Otitis externa Es frecuente Pseudomonas aeruginosa; en ocasiones, especies de
Proteus, E. coli y S. aureus; las bacterias que se encuentran en la oti-
tis media también pueden recuperarse si el proceso es secundario a
la infeccién del oido medio con perforacién y drenaje a través de la
membrana timpdnica; los hongos, como las especies de Aspergillus,
participan en ocasiones.

Otitis media aguda Streptococcus pneumoniae, Estreptococos del grupo “B”,
< 3 meses de edad Haemophilus influenzae, S. aureus, P. aeruginosa y bacterias
entéricas gramnegativas.

> 3 meses de edad Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae son
los mds frecuentes; otros incluyen Streptococcus pyogenes,
Moraxella catarrhalis y S. aureus.

Otitis media crénica Flora mixta en 40% de los casos con cultivo. Los microorganis-
mos frecuentes incluyen P. aeruginosa, Haemophilus influenzae,
S. aureus, especies de Proteus, K. pneumoniae, Moraxella
catarrhalis y bacterias anaerobias grampositivas y gramnegativas.

Otitis media serosa Igual que la otitis media crénica; sin embargo, muchos de esos
derrames son estériles, con relativamente pocas células inflama-
torias agudas.

Tomado de: Ryan y Ray, 2004.

Sin embargo, s6lo en el 58 a 75% de los casos se logra aislar alguna bacteria. Estu-
dios realizados para la identificacion de agentes virales en el liquido del oido medio de
pacientes con OMA han demostrado su presencia en 41% de ellos, pudiendo coexistir
hasta tres virus de manera simultdnea, que por orden de frecuencia son: Virus sincicial
respiratorio, virus parainfluenza e influenza. La coexistencia bacterias-virus en el liqui-
do del oido medio es una causa de otitis media aguda persistente y un retraso de 2 a 4
dias en la esterilizacién del liquido por los antimicrobianos.(1,3)
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Diagnéstico

El diagnéstico de las infecciones 6ticas se establece con base a la exploracién
clinica. En casos de sospecha de otitis media se puede hacer timpanometria para de-
tectar la presencia de liquido en el oido medio y valorar la funcién de la membrana
timpdnica. La causa especifica de la otitis externa puede determinarse por cultivo
de material obtenido del conducto auditivo afectado; no obstante, debe tenerse en
cuenta que la contaminacién superficial y la flora cutdnea normal pueden originar
cultivos mixtos que son origen de confusién. Por ello, es recomendable tomar mues-
tra del material de ambos conductos auditivos.

En la otitis media, el método diagndéstico més preciso es la aspiracién cuidadosa
con una aguja estéril a través de la membrana timpdénica, después de descontaminar
el conducto auditivo. La tincién de Gram y el cultivo de tales aspirados son muy
confiables; empero, dichos procedimientos se reservan para pacientes en los que
las posibles causas son muy variadas, como en lactantes pequefios o cuando existe
inadecuada respuesta clinica al tratamiento antimicrobiano usual. No se puede con-
fiar en los cultivos del aparato respiratorio ni en los de nasofaringe para emitir un
diagnéstico causal.(1)

Para el andlisis de secrecién 6ética, se debe tomar en cuenta el tipo de otitis que
presente el paciente: otitis externa, otitis media serosa con o sin ruptura timpénica.
Una vez hecho esto se tomard la muestra dependiendo del caso. Si se trata de una
otitis externa se limpia el canal externo con solucién salina fisiolégica estéril y se
introduce un hisopo estéril en el conducto auditivo externo. Los cultivos de canal
auditivo externo generalmente no reflejan la causa bacteriana de la otitis media, a
menos que haya habido una ruptura reciente de membrana del timpano.

Con respecto a la secrecién 6tica de oido medio, ésta es una muestra que debe
ser obtenida a través de un procedimiento médico; posterior a la limpieza del canal
auditivo externo con un antiséptico suave, se recolecta la muestra mediante aspira-
cién, desde el timpano o més atrds.(7)

Si las muestras no son tomadas en el laboratorio éstas pueden ser transportadas
en frasco estéril o en medio de transporte Stuart, manteniéndose a temperatura am-
biente hasta 2 horas luego de la toma.

Para investigar hongos es necesario incluir exdmenes en fresco que permitan
observar sus estructuras caracteristicas asi como medios de cultivo que permitan su
desarrollo y posterior identificacién.

Si se requiere la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana tener
en cuenta la eleccién del agar Mueller Hinton (Mueller Hinton basico, Mueller Hin-
ton con 5% de sangre y Mueller Hinton con 2% de cloruro de sodio) dependiendo
del microorganismo identificado.
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Tratamiento

Excepto en casos graves, la otitis externa puede tratarse mediante limpieza sua-
ve con soluciones tépicas. Las bacterias gramnegativas mds a menudo referidas son
susceptibles a un ambiente dcido y suelen ser eficaces las soluciones 6ticas amorti-
guadas a un pH bajo (3.0 o menos), como aquellas con 4cido acético al 0,25%. Se dis-
pone de varios preparados, de los cuales un gran porcentaje de los mismos también
contienen antimicrobianos.

La otitis media aguda requiere de antimicrobianos y vigilancia cuidadosa de
la evolucién para asegurar su resolucién. La seleccién del antimicrobiano suele ser
empirica, ideada de forma especifica para cubrir a los patégenos bacterianos mas
frecuentes, porque la aspiracién directa para fines diagnésticos casi nunca es nece-
saria. En el caso habitual, esos microorganismos patégenos son S. pneumoniae y H.
influenzae. Si hay presién extrema con dolor intenso, tal vez sea necesario el drenaje
de los exudados del oido medio mediante incisién cuidadosa de la membrana tim-
pédnica. En pacientes con otitis media serosa o crénica, el tratamiento tal vez sea maés
complejo y suele aconsejarse buscar interconsulta otorrinolaringolégica para deter-
minar procedimientos diagnésticos adicionales, asi como planear posibles medidas
terapéuticas médicas y quirtrgicas.(1)

H Actividad practica

Etapa pre-analitica
Aspectos a considerar del paciente

e Se debe tomar en cuenta tipo de otitis que presenta.

e Nombre, edad, sexo, cédula de identidad, ocupacién, procedencia
e Signos y sintomas, impresiéon diagnéstica

e Historia clinica del paciente

e Si estd recibiendo o recibi6 algin tipo de tratamiento

Aspectos a considerar de la muestra

e Si el laboratorio estd en capacidad de tomar y procesar la muestra para el examen re-
querido.

e Sila muestra no fue tomada en el laboratorio se debe tener en cuenta: si viene bien
rotulada, transportada de forma adecuada, tiempo de toma de la muestra, si es apta
para el tipo de anadlisis a realizar, si estd en suficiente cantidad.
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Etapa analitica

Primer periodo

Materiales

Hisopos estériles e KOH al 10%

Solucién salina fisiolégica estéril (SSF) e En caso de haber observado estructuras
Medios de cultivo: agar sangre, agar fingicas: Agar saboraud dextrosa con y sin
chocolate suplementado, agar Mac- antibidticos, agar actidione, bilis-agar.
Conkey y agar manitol salado. * En caso de que la muestra sea tomada
Equipos para tinciéon de Gram a distancia del laboratorio debe trans-
Lédminas y laminillas portarse en el medio Stuart.

Procedimiento

Toma de muestra del conducto auditivo externo:

1. Limpiar el canal auditivo externo con un hisopo impregnado con SSF.
2. Humedecer varios hisopos estériles con solucién salina igualmente estéril y to-

mar la muestra del conducto auditivo externo de cada oido. Introducir el hisopo
siguiendo una direccién oblicua de atrds hacia delante y de abajo hacia arriba.
Obtener la muestra del margen activo, incluyendo la secreciéon fresca de dreas pro-
fundas.

Realizar un examen directo y colorearlo con la tincién de Gram con muestra prove-
niente de cada oido, los hisopos se descartan una vez utilizados.

Preparar exdmenes en fresco con SSF y KOH si se sospecha de hongos.

Describa lo observado:

Gram de oido derecho Gram de oido izquierdo

SSF KOH 10%
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5. Sembrar la muestra de cada oido por separado en una misma placa. Hacer este pro-
cedimiento con cada uno de los agares (Fig. 10).

6. Diseminar e incubar bajo condiciones de microaerofilia a 37 °C por 24-72 horas los
medios de agar sangre y agar chocolate suplementado y en aerobiosis el agar Mac-

Conkey y el agar manitol salado

Muestra
(Conducto auditivo externo)

-@@-

KOH al 10 % *

| -

Observacién de elementos b c
fungicos Incubar a 36 ° I b 36 °C
5 por 24 h en n;:)l;r z;r;lh en
l microaerofilia aerobiosis
Sembrar en agar Saboraud Incubar — | |
dextrosa con y sin antibiético, |
agar bilis, agar actidione. 3-8 dias l
aTa l Estudio macroscépico
. ﬂrutl'%lg.aS bioquimicas Colonias sospechosas Si no se observan colonias de
¢ Antibiograma «— .
oS de un patdgeno interés reincubar hasta 48 h en
Incubacién 36 °C l las mismas condiciones.
x 18-24 h

Identificacién bioquimica y

lectura del antibiograma —>

Figura 10. Procedimiento para el cultivo de secrecién 6tica

Segundo periodo
Materiales
e Hisopos estériles e Patrén de McFarland.
e Solucién salina fisiolégica estéril (SSF) ¢ Discos de antibiéticos.

e Medios de cultivo: Agar Mueller Hinton, e Equipos para tincién de Gram
agar Mueller Hinton més 5% de sangre.*, e Laminas
Mueller Hinton més 2% de cloruro de sodio* e Pruebas bioquimicas dependien-
do de la bacteria en estudio.

* Depende del microorganismo aislado.
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Procedimiento

1. Revisién de los cultivos sembrados cada 24 horas hasta las 72 horas de incubacién.

Describa las caracteristicas observadas en cada medio de cultivo:

Agar sangre

Agar chocolate con suplemento

Agar Mac Conkey

Agar manitol salado

2. Hacer un extendido para la coloracién Gram y observar microscépicamente los
diferentes tipos de colonias encontrados en el cultivo.

Describa lo observado:

3. Hacer una suspensién en caldo BHI de la bacteria en estudio, si fuere necesario.
4. Realizar las pruebas bioquimicas dependiendo de la bacteria aislada por identificar
e incubar dichas pruebas a temperatura y tiempo adecuado.
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5. Realizar prueba de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.

Tercer periodo
Materiales
e Reactivo para prueba de oxidasa. * Papel de filtro.
e Reactivo para prueba de catalasa. e Palillos de madera.

(Per6xido de hidrégeno).

Lectura e interpretacion de las pruebas bioquimicas.
Anote los resultados:

1. Cotejar con tablas de identificacién bacteriana.

2. Leer prueba de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.

Etapa post-analitica
Realizar el reporte final (Anexo 2).
Autoevaluacion
1. ;Cuadles son los diferentes tipos de muestra para el diagnéstico microbiolégico de

una infeccién ética?
2. ;Qué medios de cultivo utilizaria usted en una secrecién 6tica?

76 | MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA



5 | Emma Araujo y Aurora Longa

3. ;Qué factor contribuye a que en un nifio de corta edad se instalen con mayor
facilidad gérmenes de la region rinofaringea?

4. Describa detalladamente los pasos a seguir para realizar una toma de muestra de
secrecion 6tica del conducto auditivo externo.

5. ;Qué medios de transporte utilizaria usted para trasladar una muestra tomada a

distancia?

Nombre las diferentes bacterias patégenas que originan problemas éticos.

;Por qué se incluye examen en fresco con SSF y KOH 10%?

iPor qué los nifios menores de 5 afios son més propensos a sufrir de OMA?

e

Describa los pasos a seguir al realizar el informe de un paciente con secrecién
ética.
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Diagndstico microbiolégico de las infecciones
oculares

Kiralba Sanchez

Objetivo general
Desarrollar la estrategia metodolégica para el diagnéstico de infecciones oculares.
Objetivos especificos

1. Enumerar los microorganismos de la flora habitual y los principales patégenos
del 6rgano de la visién.

2. Describir los principales cuadros infecciosos que afectan al érgano de la vi-
sién.

3. Describir las condiciones del paciente y la técnica adecuada para la obtencién
de secrecion y raspado conjuntival.

4. Obtener y procesar muestras de secrecién y raspado conjuntival para la investi-
gacién de agentes productores de conjuntivitis.

5. Identificar los microorganismos de interés clinico segin los esquemas conven-
cionales del diagnéstico microbiolégico.

6. Distinguir un proceso infeccioso de un proceso alérgico a través de la deteccion
de eosindfilos.

Aspectos tedricos

El 6rgano de la visi6n en su conjunto cuenta con un sistema altamente espe-
cializado para hacerle frente a las injurias del medio ambiente externo, como una
capa resistente de coldgeno que recubre las estructuras intraoculares y membranas
conjuntivales que tapizan los pdrpados y se extienden sobre la superficie del globo
ocular. Las pestafias previenen la entrada de cuerpos extrafios en el ojo durante el
parpadeo (aproximadamente de 5 a 20 veces por minuto). Las secreciones de las
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glandulas lagrimales y de las células caliciformes arrastran las bacterias y materiales
extrafios. Por otra parte, la lisozima y la Ig A son secretadas localmente coadyuvando
en la defensa natural del ojo.(1)

En el saco conjuntival existe una microbiota habitual relativamente escasa. En-
tre los microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia se citan: Staphylo-
coccus epidermidis, Lactobacillus sp. y Corynebacterium sp. Entre 0-30% de las
personas son portadores de S. aureus y Haemophilus influenzae no tipificables en
0,4-25%. En un pequeiio porcentaje de individuos se presentan Moraxella catarrha-
lis, algunas Enterobacterias, S. pyogenes, S. pneumoniae, otros alfa y beta-hemoliti-
cos.(2)

Cuadros clinicos y etiologia

* Conjuntivitis: es una de las causas més frecuentes de enfermedad ocular. Se
define como un estado inflamatorio de la conjuntiva, con hiperemia conjuntival
(dilatacién de los vasos sanguineos) o con hemorragia subconjuntival. La mayo-
ria de las conjuntivitis son de etiologia infecciosa (ocasionadas principalmente
por virus o bacterias) y en algunos casos por procesos alérgicos.(3) En la tabla
14, se presentan los signos y sintomas diferenciales de la conjuntivitis aguda.

TABLA 14. Rasgos diferenciales de la conjuntivitis aguda

Caracteristicas Tipo celular Edema
Etiologia . p . i Adenopatia

8 de la secrecién predominante palpebral Leti b P

Bacteriana purulenta leucocitos poli- Moderado no no
morfonucleares
Viral clara mononucleares minimo no frecuente
. clara, mucoi- .y .
Alérgica ’ eosinofilos M(?derado intenso no
de en hebras a intenso

Tomado de: Beer y Berkow, 1999.

La conjuntivitis aguda es la presentacién clinica mas comun, segtin su etiologia se
clasifica en:(3,4,5)

e Conjuntivitis no gonocdcica: ocasionada frecuentemente por S. aureus, S. pneumo-

niae y H. influenzae biogrupo aegyptius, Moraxella lacunata; éstos se adquieren

por inoculacién mano-ojo y por féomites.
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e Conjuntivitis gonocécica: producida por N. gonorrhoeae, afecta principalmente
a los adultos que se contagian por un contacto sexual con sujetos con gonorrea
o por autoinoculacién (genital-mano-ojo). El neonato puede infectarse durante
el paso por el canal de parto de la madre con infeccién gonocécica.

¢ Conjuntivitis de inclusién: causada por Chlamydia trachomatis serotipos D has-
ta la K, se produce en los adultos (por autoinoculacién) y en los neonatos (du-
rante el paso por el canal de parto infectado).

¢ Conjuntivitis alérgica: producida por una reaccién de hipersensibilidad tipo I o
anafildctica frente a determinados antigenos, como pélenes que son transporta-
dos por el aire.

La conjuntivitis crénica: se caracteriza por exacerbaciones y remisiones duran-
te meses o aflos. Los sintomas son similares a los de la conjuntivitis aguda, aunque
menos intensos, puede presentarse hiperemia conjuntival con secrecién acuosa, mu-
coide o sin ella. Las causas son variadas: infecciosas, alérgicas, iatrogénicas, entre
otras.(3)

El tracoma: es un tipo de conjuntivitis crénica producida por C. trachomatis
serotipos A, B, Ba y C; cursa con hipertrofia folicular conjuntival, neovasculariza-
cién corneal y cicatrizacién grave de la conjuntiva, cérnea y parpados, que pueden
conducir a una pérdida irreversible de la visién.(5)

Otros cuadros clinicos menos frecuentes se citan a continuacién:

* Queratitis: es la inflamacién de la cérnea producto de la aplicacién de medidas
quirurgicas con fines curativos o correctivos y del uso indiscriminado de ciertos
medicamentos tipo corticoesteroides o antibiéticos, asi mismo estdn implicados
en un 60-90% las infecciones bacterianas producidas por: Pseudomonas aeru-
ginosa, S. aureus o Streptococcus del grupo viridans, también levaduras como
Candida albicans.(6)

e Blefaritis: es una inflamacién del borde palpebral con hiperemia, engrosamien-
to y formacién de escamas o costras o tlceras superficiales. Las de origen infec-
cioso son producidas principalmente por S. aureus. La blefaritis crénica es cau-
sada por Demodex folliculorum, especies de Corynebacterium 'y Staphylococcus
sp.(3,6)

® Orzuelo: induracién redondeada y dolorosa localizada en el foliculo de la pes-
tafla o en una o mds glandulas de Zeis, Moll o de Meibomio. El microorganismo
implicado generalmente es S. aureus.(3)

MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA \ 81



PRACTICA 6 | Diagndstico microbioldgico de las infecciones oculares

Diagnéstico

El diagnéstico etiolégico de las infecciones oculares requiere de un cuidado mi-
nucioso en el momento de la obtencién de la muestra. Es de resaltar que la muestra
a seleccionar juega un papel muy importante para la deteccién de algunos microor-
ganismos fastidiosos y complejos para su deteccion.

Etapa pre-analitica

El estudio epidemiolégico del paciente incluye, ademds de los datos filiatorios
del paciente, la impresién diagnéstica, evolucién clinica del proceso infeccioso (ver
cuadros clinicos), antecedentes de traumatismos, enfermedades subyacentes, usos
de lentes de contacto, uso de corticoesteroides tépicos, entre otros.(2)

Etapa analitica
La obtencién de la muestra constituye un punto clave para la consecucién de
un resultado confiable. En la tabla 15 se especifican los tipos de muestras que son

requeridos segtn el cuadro clinico, asimismo, los microorganismos patégenos y po-
tencialmente patégenos que se asocian a cada caso.(3,7)
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TABLA 15. Tipos de muestras y patégenos a investigar

en infecciones oculares

Cuadro clinico Tipo de muestra Patégenos a investigar

C. trachomatis!

H. influenzae biogrupo aegyptius

S. aureus
e Secrecién conjuntival S. pneumoniae
Conjuntivitis aguda
Raspado conjuntival N. gonorrhoeae

Moraxella lacunata
Enterobacterias?

P aeruginosa*

S. aureus

P. aeruginosa

Streptococcus del grupo viridans
. Staphylococcus coagulasa negativo
Queratitis Raspado de cornea® ) .
Aspergillus niger
Fusarium sp.

Acanthamoeba sp. *

S. aureus

S. pneumoniae
Aspirado de humor vitreo, liqui-
Endoftalmitis do de cdmara anterior por para-
centesis?

P. aeruginosa
B. subtilis®
Mjyrcobacterium sp.

Streptococcus sp.

S. aureus

Celulitis orbital Secrecién purulenta S. pyogenes
elulitis orbita .
Aspirado de lesién S. pneumoniae

H. influenzae

S. aureus
Staphylococcus sp.
Blefaritis Raspado palpebral phy. p
Pestafias® Corynebacterium sp.

Demodex folliculorum

! Para la investigacion de C. trachomatis obtener raspado conjuntival.
2 En pacientes inmunocomprometidos.

¥ Muestras obtenidas por el especialista en oftalmologia.

* En pacientes que usan lentes de contacto blandos.

° En pacientes con antecedentes de traumatismo.

% S6lo para la bisqueda de Demodex folliculorum.

Tomado de: Beers y Berkow, 1999; Mandell y col., 2002; Ryan y Ray, 2005.
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Obtencién y procesamiento de secrecién ocular
Condiciones previas del paciente

No aplicarse tratamientos tépicos.
No estar recibiendo tratamientos antimicrobianos.
No lavarse los ojos para el momento de la obtencién de la muestra.

Procedimiento

En el caso de conjuntivitis, la muestra se obtendréd del angulo interno del ojo.
Utilizar hisopos estériles de algodén o alginato de calcio

Humedecer el hisopo en solucién salina fisioldgica estéril

Rotar suavemente el hisopo en el dngulo interno del ojo

Cultivar cada ojo por separado en una misma placa AS y ACHs (Fig. 11).

Incubar a 36 °C, bajo condiciones microaeréfilas por 24 h hasta 72 h.

Obtener muestras de cada ojo para realizar los preparados directos en ldminas para
teflir con Gram y Hansel.

Obtener raspado conjuntival del borde interno del parpado superior e inferior para
la investigacién de C. trachomatis, realizar el frotis siguiendo las instrucciones del
docente y tefiir con la coloracién de Giemsa.

Observacion: Para la investigaciéon de otros microorganismos poco frecuentes en

infecciones oculares se recomiendan los siguientes medios de cultivo:(2)

Anaerobios: caldo tioglicolato, agar sangre con base Schaedler

Micobacterias: Lowestein-Jensen

Corynebacterium diphtheriae: medio inclinado de Loeffler, agar telurito de potasio
Hongos: Saboraud-glucosa con y sin antibiéticos, agar bilis semisélido.

Interpretacion del examen directo

Gram: observar la presencia de células epiteliales y microorganismos intra o extra-

celulares, presencia de células inflamatorias.

Hansel: para la investigacién de polimorfonucleares eosinéfilos, que orientan a un

proceso alérgico.

Giemsa: para la observacién de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos, sugesti-

vos de infeccién clamidial.
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Revision de los cultivos

Revisar los cultivos cada 24 horas, hasta las 72 horas

Inspeccionar las placas de AS y ACH, estimar el nimero de cada microorganismo
en cada placa. El desarrollo de moderado o abundante crecimiento bacteriano, ter-
cer o cuarto cuadrante de la placa respectivamente, podria indicar una etiologia
bacteriana de la infeccion. Al crecimiento de escasas colonias de algiin patégeno,
se le debe dar importancia. Estos hallazgos deben correlacionarse con el examen
directo (Gram).

Muestra Medio AMIES
Secrecién ocular y Raspado conjuntival

o

] 1

Gram Inmunoflluorescencia
H.EIHSBI directa (C. trachomatis)
Giemsa | | Incubacién | |
' bowe |
CO, CO, aerobiosis CO,
24-48 h 4 dias x 24 h 24-48 h
*Se adiciona solo cuando hay sospecha l

clinica y epidemiologica de gonococo 3 .
Estudio macroscépico

de colonias

|
v v

Gram
Identificacién bioquimica y > Pruebas bioquimicas
« lectura del antibiograma <“— | » Antibiograma

Figura 11. Procedimiento para el cultivo de secrecién ocular y raspado conjuntival

Deteccion de Chlamydlia trachomatis

C. trachomatis es uno de los microorganismos cominmente involucrado en infec-
ciones oculares tanto en el adulto como en el neonato. C. trachomatis es una bacteria
intracelular obligada, por lo tanto, debe ser cultivada en lineas celulares, lo cual resulta
impractico para uso rutinario en los laboratorios de diagnéstico clinico. Entre los méto-
dos de diagnéstico disponibles para detectar la infeccién clamidial se incluyen el exa-
men microscépico directo a partir de raspado tisular, tefiidos con Giemsa, éste método
tiene una sensibilidad del 60% a partir de este tipo de muestra.(8)
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Alternativamente, existe en el comercio una prueba rdpida de inmunodiagnéstico
como la Inmunofluorescencia Directa (IFD) que muestra una buena sensibilidad y espe-
cificidad a partir de raspado ocular. Otras técnicas disponibles comercialmente para la
investigacion de patégenos fastidiosos como es el caso de C. trachomatis son las prue-
bas de amplificacién de acidos nucleicos: reaccién en cadena de la polimerasa (RCP),
reaccién en cadena de la Ligasa (RCL) y la amplificacién mediada por transcripcién
(AMT).(8)

Un aspecto fundamental que influye en la deteccién de Chlamydia, es la obtencién
de la muestra, esta bacteria infecta especificamente a las células del epitelio columnar
del tejido conjuntival, por lo que la muestra debe ser obtenida por raspado, teniendo
cuidado de retirar previamente las secreciones purulentas que cubran la mucosa.(4)

Etapa post-analitica

e Describir los hallazgos al examen directo (Gram): tincién y morfologia de todos los
microorganismos con significancia clinica. Asi{ mismo, registrar si los microorga-
nismos se encuentran intra o extracelularmente y la presencia de células inflamato-
rias. A partir de Hansel reportar los eosinéfilos; del extendido tefiido con Giemsa,
los hallazgos positivos se reportan: “Se observaron cuerpos de inclusién sugestivos
de Chlamydia trachomatis”.

e Reportar la cantidad (escasa, moderada o abundante) del microorganismo aislado
en cultivo puro o aquel que se le haya dado valor por su crecimiento predominante.

e Si estdn presentes microorganismos indigenas y se ha determinado que son con-
taminantes para el caso, incluir el siguiente comentario: “Presencia de microbiota
indigena conjuntival” o “Desarrollo de microbiota habitual de la regién”.(6)

A Actividad practica

Primer periodo: Obtencién y siembra de secrecién ocular y raspado conjuntival

Materiales
e Hisopos estériles ¢ Solucioén salina fisiolégica estéril.
e Laminas portaobjetos ¢ Asa de platino
* Medios de cultivo: agar Sangre, ¢ Coloracion de Gram, Hansel y Giemsa.

agar chocolate suplementado,

agar manitol salado.
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Procedimiento

Elaborar la ficha clinico-epidemiolégica del paciente (Anexo1).

Preparar todo el material necesario para la obtencién de la muestra. Rotular las
placas que contienen los medios de cultivo y las ldminas portaobjetos con el cédigo
correspondiente.

3. Recolectar la secrecién del angulo interno del ojo afectado. Proceder a inocular
los medios de cultivo y estriar la muestra por agotamiento. Se recomienda obtener
secrecion del ojo no afectado para tener un patrén de referencia acerca de la micro-
biota habitual ocular del paciente. Incubar bajo las condiciones mencionadas.
Con un hisopo realice dos ldminas, una, para tefiir con Gram, y otra, para tefiir con Hansel.

5. Practicar la obtencién de raspado conjuntival, para ello retire con un hisopo estéril
el exceso de secrecién, proceda al raspado de la conjuntiva inferior y superior luego
de la eversion del péarpado.

6. Realizar el frotis con la muestra obtenida, distribuyendo la misma siguiendo un
patrén en zig-zag, tratando de que la muestra quede bien extendida sin formar acu-
mulos (Fig. 12).

7. Fijar las ldminas segtin las indicaciones para cada técnica de coloracién.

Coloracion de Giemsa

Fije la ldmina con metanol absoluto por 5
min.

Cubra la ldmina con una solucién de Giemsa

(3 gotas del colorante comercial para 1 ml de
N /VVWVW agua de chorro) durante 1 h.
Lave con agua de chorro.

Decolore con unas gotas de metanol al 30%.

Dejar secar y examinar el extendido con obje-
tivo de 10x y 40x.

Figura 12. Representacién esquemadtica
del extendido para Giemsa

Segundo periodo: Revisién de los cultivos.

Materiales
e Laminas portaobjeto ¢ Baterfa bioquimica para identificacién bacteriana.
e Asa de platino e Patrén Mc Farland 0,5
e Solucién salina fisiolégica estéril e Papel filtro y palillos de madera

e Medios de cultivo: AS, ATS, caldo e Equipo de coloracién de Gram
BHI, agar Mueller Hinton (MH)
e Viales con discos de antibiéticos. e Agua oxigenada al 3%
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Procedimiento

. Evaluar cada placa de cultivo segtin el desarrollo bacteriano (escaso, moderado o

abundante), las caracteristicas morfolégicas de las colonias y la presencia o no de
hemolisis.

Seleccionar el microorganismo que desarrolle en cantidad moderada o abundante,
cuidando que se corresponda con lo observado en el examen directo. Proceder a la

purificacién de la o las colonias de interés microbiolégico en AS 6 ATS y en caldo
BHLI.

. Inocular la bateria bioquimica adecuada segtin las caracteristicas morfolégicas y

tintoriales del microorganismo.
Realizar el antibiograma (método Kirby-Bauer).

Tercer periodo: 1dentificacién bacteriana

Materiales
e Per6xido de oxigeno al 3% e Palillos de madera
e Laminas portaobjeto e Tablas de identificacién bacteriana

Procedimiento

Leer las pruebas bioquimicas inoculadas en el periodo anterior.

Practicar (si aplica) la prueba de la catalasa a partir del caldo BHI, segtin el caso.
Cotejar con las tablas de identificacion bacteriana.

Leer e interpretar el antibiograma.

Registrar y elaborar el reporte respectivo (Anexo 2).

Autoevaluacion

. Enumerar los microorganismos que forman parte de la microbiota habitual del ér-

gano de la visién.

Seiiale los agentes infecciosos mds importantes productores de infecciones ocula-
res y mencione para cada caso el tipo de muestra a seleccionar.

Explique la importancia de la coloracién de Hansel en el diagnéstico de una conjuntivitis.

4. Esquematice el diagnéstico de una conjuntivitis por C. trachomatis.

;Cudl es la importancia de los métodos moleculares en el diagnéstico de las infec-
ciones oculares?
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Diagndéstico microbioloégico de las Infecciones
del Tracto Urinario (ITU). Urocultivo

Aurora Longa / Judith Velasco

Objetivo general

Aplicar los métodos convencionales para el diagnéstico microbiolégico de infec-

ciones del tracto urinario (ITU).

Objetivos especificos

Describir las condiciones adecuadas para la toma y transporte de la muestra de orina.
Sembrar la muestra de orina por el método del asa calibrada.

Cuantificar la carga bacteriana.

Identificar el (los) microorganismo(s) aislado(s).

Determinar la susceptibilidad antimicrobiana del (los) microorganismo(s)
aislado(s).

. Analizar los resultados obtenidos.

Reportar los resultados siguiendo las normas de taxonomia y de pruebas de suscep-
tibilidad antimicrobiana.

Aspectos tedricos

El término ITU define la presencia de microorganismos en las vias urinarias, siendo

las patologias més frecuentes cistitis (infeccién de la vejiga) y pielonefritis (infeccién del

rifién y su pelvis).(1)

Epidemiologia

Las ITU son de las enfermedades més frecuentes, en particular en mujeres. Su pre-

valencia es dependiente de la edad y el género. Casi 1% de los nifios, muchos con
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anomalias funcionales o anatémicas del aparato urinario, presenta infeccién durante el
periodo neonatal.(2) Se calcula que 20% o mds de la poblacién femenina sufre alguna
forma de ITU en su vida. La infeccién en la poblacién masculina es rara hasta el quinto
decenio de la vida, cuando el crecimiento de la préstata empieza a obstaculizar el vacia-
miento de la vejiga. En los ancianos de ambos sexos las intervenciones quirtrgicas gine-
colégicas o prostdticas, la incontinencia, la instrumentacién y el sondeo uretral crénico
favorecen tasas de ITU de 30 a 40%. Un solo sondeo vesical conlleva riesgo de infeccién
del 1% y al menos 10% de los individuos con sondas a permanencia se infecta.(3)

Patogenia

La orina, producida en el rifién y descargada a través de la pelvis renal y los uré-
teres hacia la vejiga, es estéril en el individuo sano. Se desarrolla infeccién cuando las
bacterias logran ingresar a ese ambiente y pueden persistir en él, sobre todo a través de
una via ascendente de bacterias residente de la flora perineal, provenientes de la flora
del intestino grueso. Entre los factores que favorecen el acceso de las bacterias el mas
importante es el coito, que desplaza bacterias de forma transitoria al interior de la vejiga
y pone en riesgo a la mujer por la corta longitud de la uretra. Otro es la manipulacién
de la uretra como el sondeo. Las bacterias también pueden alcanzar las vias urinarias
desde la corriente sanguinea, lo cual es menos frecuente y requiere una infeccién en otro
sitio. La persistencia se favorece por factores del hospedero que interrumpen o retar-
dan el flujo urinario, como instrumentacién, obstruccién o anomalias estructurales. Los
factores bacterianos incluyen la capacidad de adherirse al uroepitelio y producir otros
factores como las exotoxinas. Los miembros del género Proteus, productores de ureasa,
se vinculan con cdlculos urinarios, que por si mismos son factores que predisponen a la
infeccién.(3)

Diagnéstico

El diagnéstico de laboratorio de una ITU se realiza a través del urocultivo, el cual
consiste en el cultivo bacteriolégico de la orina para determinar la presencia y cuantifi-
cacién de gérmenes patégenos. Para la evaluacion de estos gérmenes y de su potencial
importancia en un proceso infeccioso de las vias urinarias es imperativo conocer los
siguientes aspectos:(1)

Flora habitual de los genitales externos y la uretra anterior

Estafilococos coagulasa negativa, Corinebacterias no patégenas (difteroides), En-
terobacterias: Escherichia sp., Proteus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. entre otras.
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Micobacterias saprofiticas, especialmente Mycobacterium smegmatis, Levaduras y
Streptococcus sp. Todos estos microorganismos pueden contaminar ficilmente las mues-
tras de orina sin que ello signifique infeccién, por eso se deben seguir estrictamente las
normas que se explican mds adelante, que permiten recolectar y conservar correctamen-
te las muestras para urocultivo.

Agentes productores de ITU

Todo microorganismo puede potencialmente producir infeccién urinaria; sin em-
bargo, las més frecuentes son:

Escherichia coli (85% aproximadamente), Proteus sp. (especialmente Proteus
mirabilis), Klebsiella pneumoniae, Enterococcus sp., Enterobacter sp.

Pseudomonas sp., Serratia y Acinetobacter generalmente en pacientes hospitaliza-
dos con sondas permanentes o con otra patologia de base.

Levaduras, Staphylococcus saprophyticus (generalmente en mujeres en edad repro-
ductiva), Haemophilus, principalmente en nifios.

Del hospedero

Para interpretar correctamente el resultado del urocultivo es importante conocer la
epidemiologia, condiciones generales y la clinica del paciente, tales como: enfermeda-
des metabdlicas, estrechez uretral, hipertrofia prostdtica, desérdenes neurogénicos.

En estos casos una buena relacién entre el médico y el microbiélogo es determinan-
te para un diagnéstico preciso.

Urocultivo
Etapa pre-analitica
Antes de iniciar el estudio de la muestra, el microbiélogo debe conocer algunos
datos concernientes al paciente: edad, género, factores predisponentes, sintomas, ante-
cedentes de ITU, tratamiento actual o previo con antibiéticos. El paciente no debe haber

recibido terapia antimicrobiana durante los tres dias anteriores a la recoleccién, excepto
en los casos de control de tratamiento y pacientes gravemente enfermos.
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Recomendaciones previas a la toma de muestra

Mujeres: se debe higienizar la zona genital con agua y jabén, de adelante hacia
atrds, secarse con toalla limpia, se deben colocar un tapén vaginal (torunda de gasa o
algodén) y se recomienda orinar separando los labios mayores.

Hombres: se debe retraer el prepucio e higienizar el glande y surco balanoprepucial
con agua y jabén (no usar antisépticos). Se elimina el primer chorro de orina y luego se
recolecta en un envase estéril la fraccion siguiente.

Recoleccion de la muestra

* Nifios y adultos que controlan esfinteres: La muestra de eleccién es el chorro me-
dio miccional, entre 15 a 30 ml. El tiempo de retencién deseado es por lo menos 3
0 4 horas, siendo la muestra mds representativa la primera orina de la mafiana.
e Ninos y adultos que no controlan esfinteres
Al acecho: se aplica a los lactantes y es similar al descrito para los pacientes que
controlan esfinteres. El operador deberd esperar el momento de la miccion y re-
cogerd en un envase estéril lo que seguramente serd la porcién media del chorro
miccional.
Puncién suprapibica: se reserva para casos especiales por ejemplo: pacientes
cuyos urocultivos previos presentan resultados conflictivos, neonatos graves,
entre otros. Deberd ser realizada por médicos entrenados.
Cateterizacion: Debe ser realizada por personal entrenado y se recomienda en
enfermos con vejiga neurogénica, lactantes entre otros. La muestra recolectada
debe ser la porcién media del chorro de orina que sale por la sonda.
e Enfermos sondados: Nunca tomar la orina que fluye del extremo distal de una
sonda que no es nueva. En caso de estar recién colocada tomarla directamente del
extremo distal en un recipiente estéril.

Puncién de la sonda: se realiza en aquellos pacientes con sonda permanente. Se
obtura la sonda con una pinza “ad hoc”, se espera unos minutos, se desinfecta la parte
externa de la sonda en la zona proximal con alcohol yodado y se punza con una jeringa
estéril, colocando posteriormente el contenido en un envase estéril.

Conservacion y trasporte de la muestra: La muestra para urocultivo debe refrigerar-
se a 4 — 8 °C inmediatamente después de recolectada. Si el traslado al laboratorio demora
mas de 15 minutos, debe colocarse el recipiente con la orina dentro de un contenedor
con hielo. Este procedimiento permitird que el nimero de microorganismos permanezca
relativamente constante por un tiempo no mayor de 24 horas.
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Etapa analitica

Procesamiento de la muestra: antes de iniciar el estudio de la muestra, el microbi6-
logo debe conocer algunos datos concernientes a la misma.

Muestra: tipo de recoleccién: chorro medio, puncién supraptbica, sonda (puncién,
sonda nueva). Conservacion.

Examen directo

1. Examen macroscépico: olor, color, aspecto, pH, densidad.

2. Examen microscépico: estudio del sedimento (en fresco): se centrifuga entre 10 -
15 ml de orina a 3000 rpm durante 10 min, el sedimento obtenido se coloca entre
ldmina y laminilla y se observa al microscopio con objetivo de 40X.

Interpretacion

e Presencia de 5 o mds leucocitos por campo, es signo inequivoco de piuria y refuerza
el diagnéstico de infeccién.

e La demostracion de cilindros leucocitarios en una muestra en la que se ha identifi-
cado un germen con recuento significativo, sugiere posibilidades de pielonefritis.

¢ En infecciones vesicales agudas, ademds de piuria, puede comprobarse hematuria.

e La presencia de gran cantidad de células epiteliales escamosas, evidencia contami-
nacioén y la necesidad de repetir la muestra.

3. Preparacién del frotis: Se toma una gota (con pipeta Pasteur) o una asada de orina,
se coloca sobre una ldmina portaobjeto y se deja secar sin extender, luego se fija y se
colorea con la técnica de Gram. Cuando se sospecha de tuberculosis renal, la orina
se centrifuga y se toma una gota del sedimento, se coloca sobre una ldmina portao-
bjeto, se deja secar sin extender, se fija y se colorea con la técnica de Zielh Neelsen,
para la bisqueda de bacilos dcidos resistentes.

Interpretacion

e La observacién de una o mds células microbianas por campo de inmersién se pre-
senta en muestras con contajes mayores de 100.000 colonias/ml de orina, acompa-
fiadas generalmente por al menos un leucocito cuando existe piuria.

e En las muestras que contienen contajes menores de 100.000 colonias/ml de orina,
generalmente no se observan microorganismos ni células.
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e La presencia de muchas células epiteliales escamosas asi como de una flora vaginal
mixta, evidencia contaminacion y la necesidad de repetir la muestra.

4. Cultivo y recuento de colonias: Permite diferenciar la verdadera bacteriuria de una
contaminacién. Se conocen varios métodos para determinar la cantidad de micro-
organismos.

* Método de dilucién en tubo o método de Kass: Es un método poco practico, muy
laborioso, estd basado en diluciones 1:100 y luego 1:10.000 de la orina, depositadas
en placas estériles a las que se les agrega el agar fundido. Después de varios pasos
se observa el crecimiento en las diferentes placas.

* Meétodo del asa calibrada: Es un método practico, sencillo y econémico, que con-
siste en sembrar la orina sin centrifugar con un asa calibrada a 0.001 ml (3mm de
didmetro) o 0,01 ml (4mm de didmetro).

En la eleccién de los medios de cultivo debe considerarse la recuperacién de la
mayoria de los patégenos, con el menor costo posible. Generalmente se recomienda la
utilizacién de un agar sangre (AS) y un agar CLED o un medio selectivo diferencial como
MK o EMB. En nifios incluir un agar chocolate suplementado para la recuperacién de
Haemophilus.(4)

Agar CLED (cistina-lactosa-electrolito-deficiente): utilizado como medio diferencial
para el aislamiento, contaje e identificacién de microorganismos en orina; su contenido
en cistina y lactosa y la presencia del azul de bromotimol (como indicador de pH) facili-
tan diferenciar a las bacterias fermentadoras de lactosa, que acidifican el medio, virando
el indicador de pH al color amarillo (color que toman las colonias). Por otra parte, la
deficiencia en electrolitos inhibe el cardcter invasor de las colonias de Proteus.(5, 6)

Nota: en caso de muestras obtenidas por puncién supraptbica, se recomienda utili-
zar un medio para la recuperacién de bacterias anaerobias (Ver préctica infecciones por
bacterias anaerobias).

Procedimiento

Mezclar cuidadosamente la orina restante.
Insertar el asa estéril verticalmente en la muestra y luego diseminarla sobre la
superficie de la placa desde el centro, formando una linea y posteriormente hacer
estrias sobre la placa cruzando la linea del inéculo varias veces (Fig. 14).

3.  Incubar las placas durante 18—24 horas a 37 °C en aerobiosis y el AS en microae-
rofilia y en anaerobiosis si la muestra asi lo exigiera. En caso de tener cultivos
negativos a las 24 horas, se deben incubar 24—48 horas mas.
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Analisis cualitativo

La identificacién de los agentes se hace mediante el estudio de las caracteristicas
microscépicas de las colonias y la utilizacidn de los sustratos del medio, ejemplo: lacto-
sa, hemolisis y la identificacion final a través de pruebas fisiolégicas diferenciales, como
la prueba de la oxidasa, accién sobre aztcares.

Analisis cuantitativo

Contar el nimero de colonias y multiplicar por el factor 1000 o 100, de acuerdo a
la capacidad del asa utilizada, para determinar las unidades formadoras de colonia por
mililitro de orina (UFC/ml).

Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

Generalmente se usa el método de Kirby Bauer, tomando en cuenta para la eleccién
de los antibiéticos el agente aislado y aquellos que mds se utilizan en el tratamiento de
las ITU.

Etapa post-analitica
Informe de resultados

Datos personales del paciente: Nombre y apellidos, cédula de identidad.
Nombre del médico tratante

Fecha de recepcién de la muestra y emision del reporte.

Tipo de muestra: Orina (especificar método de recoleccién)

Examen realizado: Urocultivo o cultivo y antibiograma

Resultados del examen directo: fresco o frotis

Agente microbiano aislado (género y especie) y recuento de colonias:
Recuento de colonias:

Generalmente un recuento de 10.000 o menos colonias por ml de orina indica con-
taminacién y un recuento de 100.000 o mads, indica infeccién.

Cuando se obtienen valores intermedios, el examen debe ser repetido, ya que exis-
ten factores como, por ejemplo, la obstruccién uretral, diuresis, infecciones crénicas e
infecciones por cocos grampositivos, que pueden explicar recuentos bajos en infeccio-
nes urinarias verdaderas.

Antibiograma.
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TABLA 16. Criterios para informar recuentos en urocultivos

Recuento de , . Microorganismo .
colonias (UFC/ml) Método de recoleccion (s) presentes Pasos a seguir
0 Ninguno Reporte negativo

Cualquier recuento

Puncién supraptbica

Todas las especies

Identificar microorganismo

10.000 - 100.000

Cualquier método
y condicién

Cultivo puro de levaduras

Cultivo puro de
Staphylococcus aureus

Identificar microorganismo

Orina por sonda uretral

Hombre sintomatico

Cultivo puro

patégenos e infeccion
Sintomadtica

Tres o mds especies

1.000 . de probables patégenos Identificar microorganismo
Control post-tratamiento
10.000 i Dos especies de probables Identificar microorganismo
. Orina por sonda uretral patégenos 8

Cultivo puro de probables | Identificar microorganismo
patégenos
Dos especies de probables . . .

100.000 Orina de chorro medio Identificar microorganismo

Identificar microorganismo

Tomado de: Montiel y Lam, 2001.

ﬂ Actividad practica

Urocultivo

Primer periodo

Materiales

¢ Muestra de orina

e Asa calibrada

e Laminas portaobjetos y cubreobjetos.

e Agar sangre y agar CLED, MacConkey o EBM.

¢ Coloracién de Gram

1. Llenar la planilla de registro del laboratorio con los datos personales, epidemiolé-
gicos y clinicos del paciente.

2. Realizar el examen macroscépico y microscépico (Sedimento y Gram) de una mues-
tra de orina y describir lo observado en cada caso.

3. Sembrar la muestra de orina en AS y CLED o MK o EMB, utilizando el asa calibrada
e incubar en las condiciones ya sefialadas (Fig. 13 y 14).

98 | MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA



7 | Aurora Longa / Judith Velasco

Muestra de orina

L1

| — } |

AS AMK CLED
»Examen al fresco o
(Sedimento) Incubar a 36 °C |
> Gram por 18-24 h
Microaerofilia Aerobiosis

| | |
. }

Reincubar48h & Negativo Positivo
l l » Recuento de colonias
Negativo Positivo » | > Pruebas biogquimicas
» Antibiograma

Incubar a 36 °C por 24 h

Identificacion de la bacteria aislada
<—
y lectura del antibiograma

Figura 13. Urocultivo

Método para introducir un asa calibrada en la orina para que
se adhiera a ella el volumen apropiado de muestra

o b &

El in6culo se extiende en
forma de una linea (como
indica la figura) a lo largo del
didmetro de la placa

El asa toca el centro
de la placa

Sin quemar el asa ni
agregar mads orina realizar
trazados horizontales
cruzando la linea del
inéculo inicial

Figura 14. Método del asa calibrada
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Segundo periodo

Materiales
 Pruebas bioquimicas e Agar Mueller Hinton
* Reactivo de oxidasa e Patrén de MacFarland 0,5
 Reactivo para la prueba de catalasa  Hisopos estériles
e Papel de filtro * Discos de antibidticos
e Palillos de madera e Pinza sin dientes

Procedimiento

. Observar las placas sembradas en el periodo anterior, describa las caracteristicas
observadas en cada medio y realice el contaje de colonias.

. De acuerdo a las caracteristicas macroscépicas y microscépicas observadas, jsospe-
cha de un agente en particular? Escriba el nombre.

. Con base en la morfologia y tincién observada en el examen directo de la muestra
de orina coloreada con Gram y el estudio de las caracteristicas de las colonias y su
efecto sobre el medio del agente etioldgico, seleccione y siembre las pruebas fisio-
légicas que le permitirdn identificar el microorganismo, asi como los antibiéticos
para la prueba de sensibilidad de acuerdo al agente presuntamente identificado y
los datos clinicos y epidemiolégicos.

. Incubar a 37 °C durante 24 horas.

Tercer periodo

Materiales

e Reactivo de Kovacs
e Reactivo de oxidasa

* Reactivo FeCl,

Procedimiento

1. Realizar la prueba de la oxidasa si es el caso.

2. Realizar la lectura de las pruebas fisiolégicas montadas en el periodo anterior e

identifique el agente aislado.
. Realizar la lectura de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

4. Elaborar el informe definitivo de los resultados.



Cultivos negativos: Negativo a las 48 horas de incubacion o no se observé desarro-
llo bacteriano hasta las 48 horas de incubacién.
Cultivos positivos: Desarrollo de nimero de UFC/ml de orina de nombre del mi-
croorganismo.
Ejemplo: Desarrollo de més de 100.000 de UFC/ml de orina de Escherichia coli.

Autoevaluacion

1. Mencionar en orden de frecuencia las especies bacterianas productoras de ITU.

2. Describir la técnica mas utilizada para el diagnéstico microbiolégico de una ITU.

3. Senalar las condiciones de conservacion y transporte de una muestra de orina para
urocultivo, justificar la respuesta.

4. Mencionar los antibiéticos mds utilizados para el tratamiento de una ITU.

5. Definir los siguientes términos: disuria, poliaquiuria, piuria, cistitis, pielonefritis.

6. Mencionar la ventaja de incorporar el medio CLED en el urocultivo.
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Diagndstico microbiolégico de la Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA). Coprocultivo

Judith Velasco / Aurora Longa

Objetivo general

Aplicar los métodos convencionales para el diagndstico microbiolégico de la Enfer-

medad Diarreica Aguda (EDA).

o O

Objetivos especificos

Describir las condiciones adecuadas para la toma y transporte de la muestra de heces.
Aislar los agentes etiol6gicos bacterianos involucrados en la EDA.

Identificar los agentes etiolégicos bacterianos involucrados en la EDA.

Determinar la susceptibilidad antimicrobiana del (los) microorganismo(s)
aislado(s).

Analizar los resultados obtenidos.

. Reportar los resultados obtenidos, siguiendo las normas de taxonomia y de pruebas

de susceptibilidad antimicrobiana.
Aspectos teéricos
Enfermedad diarreica

Las infecciones del tracto gastrointestinal representan un grave problema de salud

publica. La diarrea es la manifestacién mas comtn de esas infecciones, las cuales cons-

tituyen una de las causas mds importantes de morbilidad y mortalidad en lactantes y

nifilos menores de cinco afios, con el mayor nimero de casos en los paises en vias de

desarrollo de Asia, Africa y Latinoamérica.(1,2)

La terapia de rehidratacion oral, se ha identificado como la medida mas eficaz para

la reduccién de la mortalidad por diarrea. Una mayor reduccién de la misma se alcan-
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zard al lograr el tratamiento integral de los casos, particularmente en los cuadros de
disenteria y de diarrea persistente.(1)

La etiologia de la enfermedad diarreica es diversa y numerosos esfuerzos se han
realizado para tratar de explicarla, observandose que el factor infeccioso continua sien-
do el més importante, sin duda, por su caracter transmisible. De los agentes infecciosos,
los bacterianos se encuentran entre los més frecuentes en todos los paises del mundo.

La utilidad del diagnéstico de la diarrea se enfoca fundamentalmente desde dos
puntos de vista:

1. El clinico, para la atencién y seguimiento de pacientes, particularmente cuando
estd indicado el tratamiento con antibiético-terapia, como, por ejemplo, en la disen-
teria.

2. Desde el punto de vista de salud publica: control de brotes, vigilancia epidemiol6-
gica y estudio sobre vacunas.

Definiciones operativas:

* Diarrea aguda: incremento en el niimero o volumen de las heces de 72 horas o me-
nos de duracién.

* Diarrea crénica o persistente: incremento en el niimero o volumen de las heces de
mas de 14 dias de duracion.

* Disenteria: historia de moco o sangre en las heces con tenesmo o dolor al defecar y
temperatura axilar de 38,5 °C.

* Gastroenteritis: diarrea liquida de color amarillo verdosa o no, acompaiiada con
vémito y fiebre en algunas oportunidades.

» Fiebre entérica: fiebre, cefalea, dolor abdominal, bradicardia relativa, esplenome-
galia y leucopenia. Ej: Fiebre tifoidea.

El estudio de la material fecal, para el aislamiento e identificacién de las bacterias
productoras de diarrea se denomina: coprocultivo.
Al realizar un coprocultivo es importante tener presente:

Flora bacteriana intestinal

En el intestino delgado, el duodeno es estéril, en el yeyuno aparecen enteroco-
cos, lactobacilos y difteroides, en el ileon se suman algunos miembros de la familia
Enterobacteriaceae y anaerobios gramnegativos, en una proporcién de aproximada-
mente 10° por gramo de heces.

En el intestino grueso, la flora habitual constituye el 50% del peso seco de las heces.

104 | MANUAL PRACTICO DE BAGTERIOLOGIA CLINICA



8 | Judith Velasco / Aurora Longa

Las bacterias anaerobias que se encuentran en mayor proporcioén son las siguientes:
Bacteroides 100%, Peptococcus, Fusobacterium, Peptostrepotococcus, Lactobacillus y
Clostridium.

Las bacterias anaerobias facultativas o aerobias son las siguientes: E. coli 100%,
Klebsiella y Enterobacter 40 — 80%, Proteus 5-50%, Citrobacter sp., Pseudomonas sp.,
Enterococccus sp. 100%, Staphylococcus 30-50%.

Esta flora se mantiene en equilibrio por diferentes mecanismos tales como: produc-
cién de bacteriocinas y sustancias téxicas como dcidos grasos, entre otras.

Etiologia y patogenia

En la trascendencia del proceso diarreico, interviene no solo la patogenicidad del
agente, sino la respuesta particular del huésped y de su propio ecosistema microbiano,
esto trae como consecuencia que el espectro de respuestas clinicas varie de un indivi-
duo a otro, manifestdindose en unos, con enfermedades clinicas graves, en otros, con
sintomas leves, y en otros, con infeccion intestinal subclinica, de alli que algunas veces
al realizar coprocultivos en personas sin diarrea, se aislen enteropatégenos.

En la Tabla 17, se exponen los microorganismos relacionados mas a menudo con proce-
sos diarreicos, el posible mecanismo de patogenicidad del agente y el sitio de accién.

TABLA 17. Caracteristicas de los sindromes infecciosos gastro-

intestinales

q q q a.a q A0 Localizacié Mi i
Microorganismo Sindrome clinico Mecanismo de patogenicidad ocaizacion 'croscopla
anatémica de heces
Virus
Rotavirus Diarrea acuosa Alteracion de células absortivas | Intestino grueso -
Bacterias
ECET Diarrea acuosa Enterotoxinaf(s) Intestino delgado -
Adherencia y destrucciéon
ECEP Diarrea acuosa Intestino delgado -
de microvellosidades
ECEH Colitis hemorrdgica | Citotoxina Intestino grueso | GR
ECEI Diarrea disentérica | Invasion de la mucosa Intestino grueso PMN (85%), GR
Serotipos de Disenteria Invasién de la mucosa Intestino — delga- PMN
Salmonella do/grueso
Salmonella typhi leebre entérica o Translocacmr.l, bacte'rlanell mj[(-:\stl— Intestino  delga- Monocitos (95%)
tifoidea nal (penetracién y diseminacién) | do/grueso

Shigella sp. Diarrea disentérica | Invasién de la mucosa, citotoxina | Intestino grueso | PMN (84%), GR
Yersinia Fiebre entérica Translocacién bacteriana intesti- | Intestino  delga- i
enterololitica nal (penetracién y diseminacién) | do/grueso
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O aclo ABLA
Microorganismo Sindrome clinico Mecanismo de patogenicidad Locall}za(flon Microscopia
anatémica de heces
Plesiomonas Diarrea acuosa Enterotoxina Intestino delgado -
) ) / grueso
shigelloides Diarrea disentérica | Invasion de la mucosa PMN, GR
Campylobacter Diarrea disentérica | Invasién de la mucosa, citotoxina Intestino delgado PMN, GR
/[grueso
jejuni Diarrea acuosa Enterotoxina Intestino delgado -
Diarrea ;
Invasién de la mucosa }ntestmo delgado PMN, GR
Aeromonas sp. disentérica grueso
Diarrea acuosa Enterotoxina Intestino delgado -
Vibrio cholerae Diarrea acuosa Enterotoxina Intestino delgado -
Vibri . .
oo . Diarrea acuosa Se desconoce Intestino delgado -
parahaemolyticus
Parasitos
Entamoeba
Diarrea disentérica | Invasién de la mucosa Intestino grueso | Monocitos
histolytica
Giardia lamblia Diarrea acuosa Irritacién de la mucosa Intestino delgado -
Cryptosporidium sp. Diarrea acuosa ;Enterotoxina? Intestino delgado -
Blastocystis . Intestino  delga-
Desconocido -
hominis do/grueso

ECET: Escherichia coli enterotoxigénica; ECEP: Escherichia coli enteropatégena; ECEH: Escherichia coli
enterohemorrédgica; ECEIL: Escherichia coli enteroinvasiva; PMN: Leucocitos polimorfonucleares; GR: Glé-
bulos rojos.

Tomado de: Vizcaya y col, 1999; Romero y Herrera, 2002; Ryan y Ray, 2004.
Coprocultivo
Etapa pre-analitica

Muestra: La muestra de heces o hisopado rectal debe ser recolectada durante el
periodo agudo de la enfermedad, antes de iniciar el tratamiento antimicrobiano. Utilizar
un envase de boca ancha, tapa hermética, preferiblemente estéril, en caso de muestras
liquidas se recomienda recolectarla en un envase para recoleccién de orina.

Conservacion y transporte de la muestra: Si la muestra no se cultiva de inmediato,
antes de las dos horas, se recomienda colocarla en un medio de transporte: Cary Blair y
mantenerla a temperatura ambiente por un lapso no mayor a 5 dias.

Datos clinicos y epidemiolégicos del paciente: Edad, sintomas, tiempo de evolu-
cién del cuadro diarreico, tipo de alimentos ingeridos, contacto con animales y cudles,
procedencia, ocupacién.
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Etapa analitica
Examen directo

Examen macroscépico: consistencia, color, olor, presencia o ausencia de moco y/o
sangre.

Examen microscépico: para determinar rdpidamente la naturaleza de una enferme-
dad diarreica es de gran ayuda y tiene un alto grado de confiabilidad la Investigacién de
leucocitos fecales, que consiste en determinar el tipo de células inflamatorias presentes
en las heces; esta informacién orienta sobre la naturaleza del proceso infeccioso, ejem-
plo, en la shigelosis hay abundancia de neutréfilos polimorfonucleares.

Deteccion de leucocitos fecales

1. Colocar una pequeila cantidad de moco o de heces en una ldmina y mezclar con 2-3
gotas de azul de metileno al 1%.

2. Cubrir con una laminilla y esperar 2 a 3 minutos con la finalidad de obtener una
buena coloracién nuclear.

3. Observar al microscopio con los objetivos secos (10X y 40X).

Nota: También se puede realizar un frotis y colorearlo con una coloracién simple o
compuesta.

Interpretacion

La presencia de 5 o mds leucocitos por campo microscépico sugiere la presencia
de un agente enteroinvasor. La ausencia de células inflamatorias sugiere la presencia de
un agente toxigénico (Tabla 17).

Aislamiento bacteriano

En las muestras de heces, las bacterias entéricas patégenas se encuentran siempre
asociadas a una gran variedad de bacterias comensales, es por ello, que para facilitar el

aislamiento y posterior identificacién de estas bacterias, se emplean diferentes medios
de enriquecimiento, selectivos y selectivos diferenciales (Fig. 15).(1)
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Muestra de heces
o hisopado rectal

Medio Cary @
Blair > Gram
@ » Azul de metileno

Examen macroscépico

Suspension fecal
en SSF
Caldo selenito APA

Incubar 6-8 h a 36 °C
| y subcultivar

%@?@@@6@ &

TCBS TCBS

—— Incubara36°Cpor24h —— | |
en aerobiosis | Incubar Incubar a36 °Cen
48 h aerobiosis
| M bas bi
P Pruebas bioquimicas
v Pruebas bioquimicas TA 42°Cen
E. coli (25 °C) microaerofili
diarreogénica Shigella sp- V1br1o SP
Pruebas bioquimicas Salmonella sp-
v v Aeromonas sp -
. Plesiomonas shigelloides
Shigella sp. Campylobacter sp.
Salmonella sp . v
Aeromonas sp -
Plesiomonas shigelloides Yersinia enterocolitica

Figura 15. Coprocultivo
Medios selectivos y selectivos diferenciales

La muestra completa (Suspensién fecal en solucién salina fisiol6gica) o conservada
en Cary Blair se siembra en los medios agar MacConkey (MK), agar xilosa-lisina-desoxi-
colato (XLD), agar salmonella-shigella (SS), agar cefsulodin-irgasan-novoviocina (CIN),
agar desoxirribonucléico-ampicilina (ADN-AMP), agar tiosulfato-citaro-sales biliares
(TCBS) y agar preston modificado (PM). Todos los medios a excepcién del CIN y PM,
son incubados a 36 °C durante 24 horas y luego a temperatura ambiente por 24 horas
mas. Los medios CIN y PM se incuban durante 48 horas a temperatura ambiente (25 °C),
42 °Cy en microaerofilia, respectivamente.(1)

Medios de enriquecimiento: Se utiliza el caldo selenito (para enterobacterias) y
agua peptonada alcalina (APA) pH 8,4, para Vibrio, los cuales después de transcurridos
6-8 horas de incubacién a 36°C, del caldo selenito se toma una muestra con el asa en
aro de la parte mds superficial del caldo y se inoculan los medios agar MK, XLD y SS,
y del mismo modo a partir del APA al agar TCBS, luego estos medios se incuban en las
condiciones anteriormente sefialadas.(1)
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Se investigan cuatro tipos: E. coli enteropatégena (ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI)
E. coli enterotoxigénica productora de la toxina termoldabil (ECET-TL), E. coli enterohemo-
rragica O:157 H:7 (ECEH). Para ello se seleccionan del agar MK, de la siembra directa con
la materia fecal, 5 colonias fermentadoras de la lactosa sugestivas de E. coli, las colonias

seleccionadas se identifican como E. coli mediante las pruebas de: oxidasa, Kligler, Indol-

motilidad, citrato. A esta bioquimica inicial se le adiciona el medio lisina-hierro-agar (LIA),

cuando se sospecha de ECEI (particularmente cuando el recuento de leucocitos es superior

a 5 x campo microscépico), la cual no decarboxila la lisina. Cuando se sospecha de ECEH
serotipo 0:157 H:7, se adiciona caldo sorbitol, la cual no fermenta el sorbitol, también se re-
comienda el uso de agar MK con sorbitol para la recuperacién de este serotipo (Fig. 16).(1)

MK
siembra

5 colonias Lactosa (+)

Purezas
en TS 3%

Oxidasa

Pruebas bioquimicas:

» Kligler

» Indol-motilidad

» Citrato

» LIA (decarboxilacién lisina negativa
sospecha de ECEI)
Sorbitol (negativo: sospecha de

ECEH 0:157 H:7)

v

Positiva Negativa

Identificacion
de Aeromonas

Pruebas
bioquimicas:
» Kligler
LIA
MIO
Citrato
Urea
Inositol

vVvyvyVvyy

E. coli

Serologia para
ECEP, ECET-TL,
ECEI ECEH,
segun el cuadro
clinico y la edad
del paciente

Figura 16. Investigacién de Eschericha coli diarreogénicas
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Luego en el caso de ECEP, ECEI y ECEH, se procede a realizar la identificacién
serolégica, utilizando antisueros comerciales anti “O” y la determinacién de la toxina
termoldbil en el caso de ECET-TL.

En la actualidad, la identificacién definitiva de estas categorias de E. coli se realiza
mediante técnicas de biologia molecular, detectando genes que codifican fundamental-
mente factores de virulencia.

Géneros Salmonella y Shigella: La recuperacion e identificacién de estos géneros, se
realiza seleccionando colonias no fermentadoras de la lactosa de los medios MK, XLD y SS,
de la siembra directa y a partir de la siembra en estos medios del caldo selenito. También se
seleccionan como colonias sospechosas de Salmonella, las no fermentadoras de la lactosa y
con produccién de H,S que han desarrollado en los medios XLD y SS (Fig. 17). La identifi-
cacién bioquimica se realiza mediante las pruebas de oxidasa, kligler, LIA, motilidad-indol-
ornitina (MIO), citrato, urea y otras que se consideren necesarias (Anexo 15, 16, 17).(1,6)

MK XLD SS
Siembra directa o a partir del caldo
selenito

Colonias Lactosa (-) en MK
Colonias Lactosa (-) con o sin H,S en XLD y SS

Purezas en Pruebas

TS 3% bioquimicas:
> Kligler
LIA

MIO
Citrato
Urea

Oxidasa

vvyvyy

Diagnéstico presuntivo por

Positiva Negativa pruebas bioquimicas

Identificacién de

Aeromonas y Shigell Sal 1l
Plesiomonas shigelloides 1geta ammoneta

Serologia Serologia
Shigella dysenteriae (A) Salmonella
Shigella flexneri B Grupos A, B,C, D,

(B)
Shigella boydii (@) EyF
Shigella sonnei (D)

Figura 17. Investigacién de Shigella y Salmonella
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La identificacion serolégica se realiza con antisueros polivalente anti "O” para los
grupos A, B, Cy D en el caso de Shigella y antisueros anti ”O” para los grupos A,B, C,
C1-2, D, Ey F en el género Salmonella.

Género Yersinia: Se investiga fundamentalmente en el medio CIN. Después de 48
horas de incubacién a temperatura ambiente (22 °C), se seleccionan colonias fermen-
tadoras del manitol, la identificacién bioquimica se realiza mediante las pruebas de:
oxidasa, kligler, urea, motilidad a 36 y 22 °C (Fig. 18).(1,6)

CIN

Incubar 22 °C
(TA Mérida)
48 horas

Colonias sospechosas
Colonias puntiformes
Manitol + (rosadas)

Purezas en Pruebas
TS 3% bioquimicas:
» Kligler:
(K/A, A/A)
» Urea
Oxidasa » Motilidad a :
36°Cy 22 °C
Negativa

Figura 18. Investigacién de Yersinia enterocolitica

Género Aeromonas (Fig. 16, 17): La bisqueda de este género bacteriano se realiza
en los medios MK, XLD, y SS, sembrados directamente con la materia fecal o a partir
del caldo selenito. En algunas oportunidades se puede recuperar del agar TCBS. En los
primeros medios se recupera como una colonia no fermentadora de la lactosa, pero al-
gunas especies son fermentadoras de este carbohidrato. Del medio TCBS, puede aislarse
como fermentadora o no de la sacarosa. En el caso del ADN-AMP, la biisqueda se facilita
porque ademds del cardcter selectivo del medio, la mayoria de las cepas hidrolizan el
ADN, lo cual se evidencia por el viraje del indicador de pH azul de toluidina, de azul a
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rosado. La identificacién bioquimica se realiza mediante las pruebas de oxidasa (positi-
va), fermentacion de glucosa y se debe realizar la diferenciacién con el género Vibrio y
Plesiomonas shigelloides (Anexo 15, 16, 17).

Plesiomonas shigelloides: Se investiga en los medios MK, XLD y SS de la siembra
directa o a partir del caldo selenito (Fig. 17). Se seleccionan colonias no fermentado-
ras de la lactosa que deben ser positivas a las pruebas de oxidasa y fermentacién de la
glucosa; al igual que en el género Aeromonas, realizar diferenciacién con los géneros
relacionados (Anexo 15, 16).

Vibrio cholerae: Del medio TCBS de la siembra directa o a partir del APA, se selec-
cionan colonias fermentadoras de la sacarosa (Fig. 19). Con la coloracién de Gram de las
colonias sugestivas se confirma que sean bacilos gramnegativos para continuar la iden-
tificacién. Luego se comprueba que sean oxidasa positiva, fermentadoras de la glucosa,
no productoras de gas, crecimiento en caldo nutritivo con cloruro de sodio 1% pero no
al 6,5%. Se deben realizar otras pruebas bioquimicas para diferenciar a V. cholerae de
otros géneros relacionados (Anexo 15, 16).

TCBS
Siembra directa o a partir del APA

Colonias fermentadoras o
no de la sacarosa

Purezas Pruebas bioquimicas:
en TS » Kligler

» LIA

» MIO

» Fermentaci6n inositol
Oxidasa » Crecimiento en NaCl, otras
Positiva Diagnéstico presuntivo por

pruebas bioquimicas

V. cholerae Otros Vibrio

Serologia O1 y 0139

V. cholerae O1 V. cholerae O1
Serotipos: Owaga, Biotipos:
Inaga o Hikojima Clésico o El Tor

Figura 19. Investigacién de Vibrio
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Luego se realiza la tipificacién seroldgica, con antisueros “O1” y “O139”. En el caso
de “O1”, se debe realizar la serotipificacién para determinar si es el serotipo Owaga o
Inaba, y la biotipificacién si se trata del biotipo Clasico o El Tor (Anexo 20). En los la-
boratorios de referencia se debe determinar si la cepa aislada es productora o no de la
toxina termolabil.

Campylobacter sp.: A partir del medio PM, después del periodo de incubacién
durante 48 horas a 42 °C en microaerofilia (frasco con la vela), se investigan las campi-
lobacterias termotolerantes, las colonias sospechosas son de color gris, brillantes, con
aspecto de gota de agua, algunas pueden seguir la linea de siembra, adherentes, a las
cuales se les practica una coloracién de Gram con el fin de observar bacilos gramnegati-
vos curvos, en forma de coma o con apariencia de alas de gaviota. La identificacién de
las especies mds involucradas en trastornos diarreicos se realiza mediante la prueba de
oxidasa (positiva) y las descritas en la Figura 20.

PM
Colonias sospechosas: color gris, brillantes,
con aspecto de gota de agua.

Gram: Bacilos curvos gramnegativos (alas
de gaviota o coma)

Oxidasa (+)

Catalasa

[ ]
Negativa Positiva
1,2,34 5
Nitratos: +
I Hipurato: -

N AN: R
Nitratos C:R

[
[ ]
Positivo Negativo
1,34 2
[
Hipurato

Positivo Negativo
1 3y4
AN: S I

C R
AN

: Campylobacter jejuni
: C. jejuni subsp. doylei
: C. coli

: C. lari

: C. concicus

AN: Acido nalidixico

I C: Cefalotina

S: Sensible

R: Resistente

TR WN =

oW
o
RS

Figura 20. Investigacién de Campylobacter sp., especies mas asociadas a problemas diarreicos
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Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para el tratamiento especifico se

realizan en los siguientes casos:

a)

b)

d)

Fiebre tifoidea causada cldsicamente por S. typhi, sin embargo, otras salmonelas
como S. paratyphi A, B, S. cholerasuis producen cuadros clinicos similares.
Sindrome disentérico: los agentes asociados son diversos: Shigella sp., ECEI,
Campylobacter jejuni, Aeromonas sp., Plesiomonas shigelloides, S. typhimu-
rium, V. parahaemoliticus entre otros. Se recomienda tratamiento especifico
para Salmonella sp. en el caso de menores de un afio o cuando se sospeche de
infeccién extraintestinal.

Diarrea crénica o persistente que puede ser causada por C. jejuni, Salmonella
sp. y ECEP.

Célera: producido por V. cholerae O1 y O139. El tratamiento no cura la enferme-
dad, pero acorta el volumen y duracién de la diarrea y reduce el periodo de ex-
crecion del Vibrio. Se recomienda sugerir al médico tratante realizar un estudio
de control post-tratamiento.

Etapa post-analitica
Informe de resultados

Datos personales del paciente: Nombre y apellidos, cédula de identidad.
Nombre del médico tratante

Fecha de recepcién de la muestra y emision del reporte.

Tipo de muestra: Heces completas o hisopado rectal

Examen realizado: Coprocultivo o cultivo y antibiograma

Resultados del examen directo: fresco o frotis: Azul de metileno al 1% o Gram:
Observacion o no de leucocitos mononucleares o polimorfonucleares (cantidad
X campo microscopico).

Agente microbiano aislado (género y especie):

Antibiograma: Solo se debe realizar en aquellos casos que se mencionaron an-

teriormente.

Observaciones: Mencionar solo los microorganismos investigados.
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E Actividad practica

Coprocultivo

Primer periodo
Materiales
® Muestra de heces e Azul de metileno al 1%
* Medios de cultivo: Cary Blair, Caldo * Solucién salina fisiolégica (SSF)
Selenito, APA, agar MK, XLD, SS, e Laminas portaobjetos y cubreobjetos
TCBS, PM, CIN. e Coloracién de Gram

Procedimiento

1. Llenar la planilla de registro del laboratorio con los datos personales, epidemiol6-
gicos y clinicos del paciente.

2. Realizar el examen macroscépico y microscépico (leucocitos fecales) de una mues-
tra de heces y describir lo observado en cada caso.

3. Preparar una suspensién fecal en SSF y sembrar con pipeta Pasteur en los dife-
rentes medios selectivos-diferenciales, selectivos y de enriquecimiento, diseminar
por agotamiento en las placas de agar e incubar en las condiciones ya sefialadas
(Fig.16).

Segundo periodo
Materiales

e Agar Tripticasa Soya (TS) al 3%
* Pruebas bioquimicas: Kligler, LIA, MIO, IM, Urea, Cit

Procedimiento

1. Observar las placas sembradas en el periodo anterior,
describa las caracteristicas observadas en cada medio

y seleccione las colonias de interés, realizar la puri-
ficacion correspondiente en agar TS 3%, inocular las

pruebas bioquimicas segun el caso, incubar a 37 °C en
aerobiosis durante 12-18 horas.
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Tercer periodo

Materiales
* Reactivo de oxidasa e Agar Mueller Hinton
* Reactivo de Kovacs ¢ Patréon de MacFarland
e Papel de filtro y palillos de madera * Hisopos estériles
e Antisueros * Discos de antibi6ticos

Procedimiento

1. Realizar la prueba de oxidasa de las colonias purificadas y ubicar la bacteria segin
el resultado obtenido, utilizando el anexo 15.

2. Realizar la lectura de las pruebas bioquimicas montadas en el periodo anterior e
identificar la(s) bacteria(s) presente(s), utilizando las tablas y esquemas.

3. Realizar las pruebas serolégicas en caso necesario.

4. Realizar el antibiograma si el caso lo amerita, de lo contrario realizar el reporte

Cuarto periodo
Realizar la lectura del antibiograma
Etapa post-analitica
Realizar el reporte del resultado (Anexo 2)
Autoevaluacion
1. Mencionar en orden de frecuencia los microorganismos productores de EDA.
2. Seiialar las condiciones de conservacién y transporte de una muestra de heces para
coprocultivo.
3. Mencionar la importancia del examen directo de una muestra de heces en el copro-
cultivo.

4. Explicar la utilidad de cada uno de los medios utilizados en el coprocultivo.

5. Explicar la importancia de la etiologia y patogenia en el diagnéstico microbiolégico
de la EDA.
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Diagndstico microbiolégico de las infecciones
del aparato circulatorio. Hemocultivo

Elsa Velazco

Objetivo general

Determinar mediante el hemocultivo el diagnéstico microbiolégico de una infec-
cién del aparato circulatorio.

Objetivos especificos

1. Reconocer y aplicar los pasos a seguir en la toma adecuada de muestra de sangre
para la realizacién del hemocultivo.

2. Aplicar las técnicas microbiolégicas convencionales para el aislamiento e identifi-
cacién de bacterias involucradas en infecciones del aparato circulatorio.

3. Determinar el patrén de susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas en sangre.

Aspectos tedricos

El aparato circulatorio, es un sitio naturalmente estéril, por lo tanto, la presencia de
microorganismos o sus productos (ej: toxinas) constituyen un problema para todos los
6rganos y sistemas que son irrigados por el mismo.(1) La deteccién e identificacién de
los diversos agentes microbianos, es de vital importancia desde el punto de vista clinico
y epidemioldgico. Desde el punto de vista clinico, ofrece informacién necesaria para
instaurar una terapia antimicrobiana adecuada, asi como para establecer el pronéstico
del paciente; y desde el punto de vista epidemiolégico, permite registrar la etiologia, la
frecuencia y el tipo de poblacién afectada por estas infecciones a nivel local, lograndose
establecer e implementar medidas de prevencién y control especificas en las mismas.

Se han descrito diferentes tipos de infecciones en el aparato circulatorio, tales
como: (2,3,4)

* Bacteremia: Presencia de bacterias en la sangre. De acuerdo a su origen se clasifican
en primarias y secundarias.
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Bacteremia primaria: Ausencia de foco primario de infeccion.

Bacteremia secundaria: Existe una asociacién clinica, temporal y bacteriolégica con
un sitio reconocido de infeccién en el paciente. Los sitios de origen méds frecuentes
son: infecciones genitourinarias, pulmonares, endovasculares, intraabdominales,
de heridas quirirgicas y cutdneas. Cabe destacar, que las bacteremias asociadas con
complicaciones de terapias intravenosas, como celulitis y tromboflebitis, se consi-
deran bacteremias secundarias.

* Fungemia: Presencia de hongos en la sangre.

» Septicemia: Es un conjunto de alteraciones fisiolégicas resultante de la presencia
de los microorganismos (Tabla 18) o sus productos en el torrente sanguineo o en los
tejidos, con capacidad de producir invasion e infecciones a distancia. Actualmente
se considera como una respuesta sistémica a una infeccién, esta respuesta se mani-
fiesta por dos o mds de los siguientes parametros como resultado de una infeccién:
temperatura mayor de 38 °C o menor de 36 °C, ritmo cardiaco mayor de 90 latidos
por minuto, ritmo respiratorio mayor de 20 respiraciones por minuto o pCO, menor
de 32 mm Hg, recuento leucocitario mayor de 12.000 células por mL® o mayor del
10% de formas inmaduras (en banda). El progreso de la enfermedad se denomina
choque (shock) séptico.

* Choque (shock) séptico: Sepsis con hipotensién, a pesar de una reanimacién ade-
cuada con liquidos el paciente no responde, ademads se observa alteracién de la
perfusién orgédnica, que puede incluir disminucién del gasto urinario, cambios del
estado mental, acidosis sistémica e hipoxemia.

 Infecciones endovasculares: Consisten en infecciones localizadas en el torrente intra-
vascular, incluido el corazén y los grandes vasos con o sin la presencia de protesis
como valvulas, injertos o parches, asi como sitios de acceso intravenoso periférico,
central y para hemodialisis.

De acuerdo a estas definiciones se entiende que el ambiente hospitalario es el lugar don-
de se concentra el mayor niimero de este tipo de infecciones, no excluyendo cifras impor-
tantes de bacteremias en la comunidad (ej: zonas endémicas de brucelosis humana).(3,5)

La etiologia microbiana de este tipo de infecciones estd influenciada por varios fac-
tores: edad, procedimiento médico y 6rgano comprometido en el paciente®. En general,
de los microorganismos involucrados, las bacterias gramnegativas, ocupan el primer
lugar, representadas por las enterobacterias, seguidas de especies de estafilococos (S.
aureus resistente a la meticilina y Staphylococcus coagulasa negativa), enterococos y
especies de Candida. Ocasionalmente pueden presentarse micobacterias, ricketsias y
virus como agentes etiolégicos.(1)

Mundialmente, la septicemia bacteriana nosocomial constituye una de las enfer-
medades infecciosas mads graves ya que su mortalidad oscila entre el 40 y el 60% de los
casos.(3) Es por ello que la deteccién e identificacién bacteriana es una de las funcio-
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nes mas importantes del laboratorio de microbiologia y para ello se necesita establecer
pautas a seguir desde la toma de muestra y su transporte para garantizar un anélisis y
reporte de resultados veraces.

En el caso de las bacteremias y septicemias es necesario el cultivo de sangre asi
como en las infecciones endovasculares el cultivo de la punta de catéter para el diagnos-
tico microbiolégico de los mismos.(1)

Existen varios métodos para el cultivo y/o detecciéon de microorganismos en san-
gre: métodos manuales cuantitativos, semicuantitativos (isolator) y cualitativos. Por otra
parte, existen métodos automatizados, los cuales permiten un monitoreo continuo de la
muestra mediante la incorporacién de un método de deteccién, incubador y un meca-
nismo de agitacién, lo cual optimiza el estudio microbiolégico.(6,7)

Tabla 18. Sepsis. Microorganismos segun el foco de origen

Terapia endovenosa

Sistema de infusién contaminado Serratia, S. epidermidis, S. aureus, Klebsiella
Catéter infectado Enterobacter, Serratia, Enterococcus, Candida
Fluidos intravenosos contaminados Enterobacter, Klebsiella

Nutricién parenteral Candida, enterobacterias

Sangre y derivados contaminados Enterobacter, Salmonella.

Aparato circulatorio Pseudomonas, Serratia, enterobacterias,

S. aureus, S. pneumoniae.

Aparato digestivo
Intestino grueso B. fragilis, E. coli, Enterobacter, Klesiella, Enterococcus,
Clostridium y cocos anaerébicos

Hepato biliar E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus, Serratia

Peritonitis espontdnea E. coli, S. pneumoniae, Listeria monocytogenes.

Sistema cardiovascular

Endocarditis S. grupo viridans, Enterococcus, S. aureus, S. epidermidis,
enterobacterias.

Injertos vasculares S. epidermidis, S. aureus, E. coli, Klebsiella, Serratia,
Salmonella.

Aparato genitourinario
Infeccién urinaria E. coli, Klesiella, Proteus, Enterococcus, Pseudomonas.

Enfermedad inflamatoria pélvica B. fragilis. Peptostreptococcus, Clostridium, N. gonorrhoeae,

Streptococcus del grupo B

Paciente inmunodeprimido Pseudomonas, E. coli, Candida, S. aureus, Aspergillus.

Tomado de: Martinez, 1996.
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En el trabajo préctico, desarrollaremos el método manual cualitativo, por ser mas
econémico manteniendo sensibilidad y especificidad aceptables en el diagnéstico mi-
crobiolégico de este tipo de infecciones.

Se hard referencia al método de rodamiento en placa ttil para el cultivo de punta de
catéter, el cual permanece como método de referencia para la investigacién de microor-
ganismos asociados a los diversos procesos infecciosos mencionados en esta practica.

Hemocultivo (8)
Toma de muestra de sangre

El momento ideal para la toma de muestra es durante el ascenso de la curva febril,
sin esperar que se presente el pico maximo de temperatura, ya que en este momento hay
mayor destruccién de los microorganismos.(9)

1. Seleccionar el sitio. Seleccionar los posibles sitios de los cuales se pueda obtener
la muestra. Es importante destacar que cada sitio de venopuncién representa un
hemocultivo, independientemente del niimero de frascos que se inoculen.

2. Preparacién del sitio para la venopuncién. Lavar vigorosamente con agua y jabén.
Limpiar con alcohol etilico o isopropilico al 70%. Si el paciente no es alérgico al
yodo, lavar en forma concéntrica con tintura de yodo por 30 segundos con solucién
de yodopovidona por un minuto. Si existe alguna duda después de la preparacién
el personal entrenado sélo podra palpar con guantes estériles.

3. Desinfectar las tapas de las botellas para el hemocultivo con alcohol o yodo.
Proceder a la venopuncién con la jeringa en un dngulo no mayor de 45°, extraer el
volumen de sangre necesario para obtener una dilucién en una proporcién de 1:5 o
1:10 de acuerdo al voltimen y niimero de medios de cultivo a utilizar.

5. Dispensar el volimen de sangre obtenido rdpida y suavemente en el medio de cul-
tivo liquido con anticoagulante, previo al flameo con el mechero del orificio del
envase que contiene el medio de cultivo.

6. Limpiar con alcohol al 70% para remover el yodo el cual puede causar irritacién en
algunos pacientes.

Transportes de muestras: Los medios de cultivos deben ser transportados inmedia-
tamente al laboratorio evitando una agitacién vigorosa.

Incubacién de los medios: Deben ser incubados en aerobiosis y anaerobiosis a una
temperatura de 36 °C por un periodo méximo de 7 dias (para detalles del cultivo anae-
robico referirse a la préactica correspondiente). La metodologia a seguir en el diagnéstico
microbiolégico de bacteremia y septicemia por hemocultivos se detalla en la Figura 21
y la Tabla N2 19.
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Tabla 19. Aspectos a considerar en un hemocultivo

Pacientes con fiebre o con hipotermia que pertenezcan a grupos de

Poblacion ;
alto riesgo.

Toma de muestra Personal entrenado. Normas de bioseguridad.

Neonatos 0,5 mL. Nifios 1-5 mL y adultos 10 a 30 mL. Todas por

Volimen de la muestra ..
venopuncion.

2 muestras con antecedentes de patégenos no comunes.

. . 3 muestras en caso de endocarditis u otra infeccién endovascular
Nuimero de cultivos

4 o0 ma4s si se aislan bacterias de la microbiota habitual. (Staphylo-
coccus coagulasa negativa)

Pacientes graves: 10 a 15 minutos.
Intervalos de las muestras )
Pacientes estables: 1 hora o més.

Caldo SDC (Soya Caseina Digestiva) y caldo BHI mds peptona, para
la recuperacién de hongos y bacterias.

Caldo Columbia+Peptona (anaerobios)

Medios de cultivo Caldo Tripticasa Soya
Caldo Tioglicolato

Sistema bifdsico Septi-check.

SPS (Polianetosulfonato de sodio):
e Inhibe isoenzimas

e Inactiva antibidticos

e Inhibe la fagocitosis
Anticoagulante
¢ Su efecto inhibitorio puede ser contrarrestado

por la gelatina al 1,2%.
e SAS (Amilato Sulfato de Sodio)

e Inhibe algunas bacterias aerébicas y anaerébicas.

Tomar en cuenta el tipo de proceso infeccioso de base, el nimero de
Interpretacién de resultados cultivos y el agente etiolégico identificado considerando la micro-
biota habitual del hombre.

MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA | 123



PRACTICA 9 | Diagndstico microbioldgico de las infecciones del aparato circulatorio. Hemocultivo

Inoculacién del Incubacién a 36 °C

e R
medio proporcién 1/10 |& x24h
Caldo nutriente,
caldo tioglicolato l l
0
caldo BHI Transparente Turbidez
+ anticoagulante Subcultivo a ciegas en l l
AS alos 3,5y 7 dias
N . ) Tincién de Gram —> PrR‘lai?E gle .
Sin desarrollo ¢ ¢ Reincubar hasta 7 dias € a
Hacer lectura a los 3, 5y 7 dias .
i Subcultivo en
l AS

Reporte preliminar

Observar Desarrollo bacteriano
hemocnltivo l l i

Tincién de Gram de Positivo — Negativo

subcultivo y hemocultivo l l

Repetir subcultivo 4—|—’ Prucbas b .
No existe correlacién > ruebas bloquimicas — Reincubar por 24 h
Existe correlacion » Antibiograma i
°

l Incubar a 36 °C x 24 h Negativo

Identificacién del microorganismo i

| Reporte de finitivo

D E— y lectura del antibiograma

Repetir subcultivo

Figura 21 . Diagnéstico microbiolégico de bacteremia y septicemia por hemocultivo
Cultivo de catéteres en infecciones endovasculares

El cultivo de catéteres asociados a infecciones endovasculares son ttiles cuando un
paciente bajo terapia endovenosa desarrolla fiebre o bacteremia sin un foco infeccioso
clinicamente aparente. Para ello Maki y col, 1967 citado en ® introdujeron un método
semicuantitativo de cultivo de los catéteres el cual puede ser ttil para distinguir entre
una contaminacién o infeccién microbiana. El método consiste en los siguientes pasos:

1. Realizar una antisepsia cuidadosa del sitio de insercién y retirar el catéter.

2. Cortar con técnica estéril a 4 6 5 cm del extremo del catéter.

3. Colocar la punta en un tubo estéril para ser enviada al laboratorio.

4. Una vez en el laboratorio se procede a inocular mediante rodamiento en una placa
de agar sangre la punta del catéter.

5. La placa de agar sangre debe ser incubada en microaerofilia a una temperatura de
36°C durante un maximo de 72 horas con lecturas intermedias cada 24 horas.
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6. Después de la incubacidn, realizar contaje del niimero de colonias bacterianas y si
el nimero de colonias en la placa es igual o mayor de 15, la posibilidad de septice-
mia con este punto de origen es alta.

7. Identificacién de los microorganismos aislados mediante la realizacién de la colo-
racién de Gram y pruebas bioquimicas diferenciales.

8. Realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de acuerdo al microorganis-
mo identificado.

_E] Actividad practica

Etapa pre-analitica

1. Seleccione los datos clinicos y epidemioldgicos a considerar en una bacteremia o
septicemia de la solicitud del médico tratante.

2. Registre los datos del paciente en la hoja de consumo interno del laboratorio dise-
fiada para tal fin.

Etapa analitica

Primer periodo
Materiales
e Torniquete e Agua jabonosa
e Guantes, algodén y gasa estériles * Yodo o solucién de yodopovidona
e Tapaboca e Jeringa de aguja de 21 x 1 1/2
* Mechero e Frascos o tubos con tapa de rosca con caldo BHI
* Alcohol etilico o isopropilico al 70% (con anticoagulante).

Procedimiento

Realizar la toma de muestra de sangre, transporte e incubacién de los medios de
cultivo de acuerdo a lo descrito previamente.
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Segundo periodo

Materiales

e Laminas porta y cubreobjeto e Agares: Sangre y Chocolate (para mues-

. ) tras de origen comunitario).
e Equipo de coloracién de Gram 8 )

e Agares: Sangre, McConkey y agar Manitol

e Asa de platino, pipetas Pasteur estériles
Salado (muestras de origen hospitalario).

e Agar Tripticasa Soya.

Procedimiento

Observar el aspecto del hemocultivo (transparente o turbio) y de acuerdo a ello se-

guir la metodologia descrita en la figura 21.

W N e

En la realizacién del frotis para la coloracién de Gram es importante considerar:

Se debe abrir cuidadosamente el recipiente cerca del mechero, introducir el asa de
platino en anillo previamente esterilizada por el calor directo de la llama o en su
defecto utilizar una pipeta Pasteur estéril con el propésito de minimizar el riesgo
de contaminacién del medio.

Colocar la gota del liquido y dejarla secar al aire sin esparcirla por la ldmina por-
taobjeto. El propésito es concentrar el mayor niimero posible de microorganismos
presentes en el volumen de muestra tomada.

Si en la coloracién de GRAM se observa morfologia bacteriana se debe realizar un
reporte preliminar y notificarlo inmediatamente al médico tratante.

Tercer periodo

Materiales

Equipo para la coloracién de Gram * Reactivos de oxidasa y catalasa
Papel de filtro

¢ Pruebas bioquimicas
Palillos de madera

Procedimiento

Observar el desarrollo bacteriano en los diferentes medios de cultivo utilizados.
Realizar la coloracién de Gram.

Realizar la prueba de la oxidasa o catalasa del agar tripticasa soya

De acuerdo a las pruebas de identificacién preliminares, selecccionar e inocular en
los medios de cultivo diferenciales para la identificacién bacteriana definitiva.
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Cuarto periodo

Materiales

e Hisopos estériles

-Hj o)
e Patrén 0,5 y 2 de Mac Farland e Agar Mueller-Hinton (MH), MH con 2% de

cloruro de sodio, MH con 5% de sangre.
e Reactivos: Kovas y tricloruro férrico.

¢ Discos de antibiéticos
Procedimiento
Realizar la lectura de los medios de cultivo diferenciales para la identificacién bac-
teriana (ver anexos). De acuerdo al microorganismo aislado seleccionar el tipo de agar
MH vy los discos de antibiéticos para realizar el antibiograma (ver practica de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana).
Quinto periodo
Materiales
e Regla milimetrada
e Tablas de la NCCLS para la interpretacién de los halos de inhibicién de los antibiéticos ensayados (ver
practica de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana).

Procedimiento

Lectura de antibiograma e interpretacién de los resultados obtenidos en todas las
etapas del diagndstico microbiolégico.

Etapa post-analitica
Elaborar el reporte definitivo de los resultados (Anexo 2).
Autoevaluacion
1. Establezca la diferencia entre un sitio anatémico naturalmente estéril y natural-
mente contaminado

2. ;Cuales son los hallazgos clinicos y epidemiolégicos que se deben considerar en
una infeccién del aparato circulatorio de origen nosocomial?
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3. Clasifique las metodologias para el diagndstico microbiolégico de una infeccién en
el aparto circulatorio.

Explique los aspectos a considerar para un hemocutlivo

Describa los pasos a seguir en la toma de muestra para un hemocultivo.

Explique la utilidad del reporte preliminar en el caso del hemocultivo.

N o 9k

Establezca la diferencia de un reporte de hemocultivo con reportes de muestras de
urocultivo, coprocultivo e infecciones del tracto respiratorio superior.
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practica 10
Diagndstico microbiolégico de las infecciones
del sistema nervioso central.

Liquido Cefalorraquideo (LCR)

Maria del Carmen Araque

Objetivos generales

Determinar mediante el cultivo del Liquido Cefalorraquideo (LCR) el diagnéstico
microbioldgico de una infeccién del Sistema Nervioso Central (SNC).

Objetivos especificos

1. Conocer los pasos a seguir en la toma adecuada de muestras de LCR para la realiza-
cién de estudios microbiolégicos.

2. Analizar macroscépica y microscopicamente una muestra de LCR y realizar el re-
porte adecuado de este estudio.

3. Aplicar las técnicas microbiolégicas convencionales para el aislamiento e identifi-
cacién de bacterias involucradas en las infecciones del SNC.

4. Determinar el patréon de susceptibilidad de las bacterias aisladas en el LCR a los
agentes antimicrobianos.

5. Elaborar y reportar correctamente los resultados del cultivo y el antibiograma de
patégenos aislados en LCR.

Aspectos teéricos

El estudio del Liquido Cefalorraquideo (LCR) en pacientes sospechosos de tener un
proceso infeccioso del Sistema Nervioso Central (SNC), representa uno de los més im-
portantes procedimientos de urgencia que debe realizar el laboratorio de microbiologia
clinica. Esto se debe a la urgente necesidad de instalar una terapia antimicrobiana eficaz
cuando se identifica el agente infeccioso involucrado.

Las patologias infecciosas del SNC son variadas y pueden involucrar mds de una
estructura anatémica o tejido cerebral, es por ello que debemos realizar una revisién de al-
gunos términos comunmente utilizados:(1-3)
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* Meningitis: Inflamacién de las meninges, identificada por una cuantificacién anormal
de leucocitos en LCR y con manifestaciones clinicas dependientes de la evolucién del
cuadro clinico.

* Encefalitis: Inflamacién o infeccién del tejido cerebral o ambos fenémenos, con o sin
edema secundario.

* Meningoencefalitis: Inflamacién o infeccién del cerebro o ambas alteraciones con afec-
cién de las meninges.

* Meningitis bacteriana: Inflamacién meningea causada por una bacteria patégena pre-
sente en LCR. La infeccién provocada por Mycobacterium tuberculosis constituye una
entidad particular denominada meningitis tuberculosa.

* Meningitis aséptica: Inflamacién meningea de causa diversa, sin evidencia de un mi-
croorganismo patégeno detectable en LCR, aplicando técnicas usuales de laboratorio.

Las infecciones del SNC pueden ser causadas por bacterias, virus, hongos o para-
sitos que se hallan en el medio ambiente o que forman parte de la flora normal de las
superficies corporales (Tabla 20). Por lo general, en las infecciones del SNC los agentes
causales son introducidos previamente en los tejidos periféricos del hospedero y se di-
rigen al SNC a través de la circulacién sistémica como es el caso de agentes patégenos
que colonizan el tracto respiratorio (ej: virus de la encefalitis equina), por las vias ner-
viosas (ej: virus de la rabia), o a través de la placenta (ej: virus de la rubéola). Otra forma
de ingreso de los microorganismos en el SNC es por inoculacién directa, ocasionado por los
traumatismos craneoencefdlicos (2,3).

TABLA 20. Causas frecuentes de infecciones purulentas del sistema nervioso central

Grupo etario Agente

Streptococcus del grupo B, Escherichia coli, Listeria

Recié i < d . ; :
ecién nacidos (< un mes de edad) monocytogenes, especies de Klebsiella y otras enterobacterias.

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,

L ifl R
actantes y ninos Haemophilus influenzae.

Adultos S. pneumoniae, Neisseria meningitidis

Circunstancias especiales

Meningitis o abscesos intracraneales vincula- | Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
dos con traumatismos, intervenciones neuro- | S. pneumoniae, bacterias anaerobias gramnegativas y
quirtrgicas o cuerpos extrafios intracraneales. | grampositivas, especies de Pseudomonas.

Abscesos intracraneales no vinculados con | Estreptococos microardfilos o anaerobios, bacterias
traumatismos o intervencién quiruirgica. gramnegativas anaerobias y flora mixta.
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Es importante destacar que en algunas infecciones los microorganismos estdn
alojados en el SNC en un estado de “latencia”, tal es el caso de Mycobacterium
tuberculosis o Treponema pallidum. Estos agentes producen la enfermedad activa
algin tiempo después o cuando las condiciones inmunolégicas del huésped asi lo
permitan.

Aunque los abscesos del SNC son relativamente raros en comparacién con otras
infecciones del SNC, representan un problema microbiolégico y clinico especial.
Estos pueden hallarse en el interior de los tejidos del SNC o en los espacios subdural
o epidural. Algunas veces son una complicacién de la meningitis piégena. Mds a me-
nudo, los abscesos del SNC son producto de la embolizacién de bacterias u hongos
desde un sitio distante infectado, como es el caso de la endocarditis bacteriana o el
absceso pulmonar piégeno, extensién de un foco contiguo de infeccién (sinusitis o
mastoiditis) o consecuencia de una complicacién quirtdrgica o traumatismo no qui-
riurgico.(3)

Las infecciones del SNC suelen tener consecuencias graves. La meningitis bacteria-
na no tratada, es letal en un 70% de los casos. Sin embargo, los avances en las diversas
técnicas diagndsticas, asi como el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos han
reducido la mortalidad por estas enfermedades en un 10%. Por otro lado, algunas infec-
ciones del SNC ocurridas durante la infancia dejan severas secuelas neurolégicas que
alteran el desarrollo mental y psicomotor del individuo.(1-3)

La infeccién aguda del SNC constituye un problema diagnéstico de gran urgen-
cia. El examen del liquido cefalorraquideo (LCR) es absolutamente necesario cuando se
sospecha de infecciones agudas del SNC. La muestra de LCR se obtiene realizando una
puncién lumbar, la técnica debe ser realizada por el personal competente y bajo estrictas
condiciones de asepsia, por lo tanto, todos los organismos recuperados de los cultivos
son patégenos potenciales.(3,4)

Los elementos de la respuesta inflamatoria en el LCR son de gran ayuda para de-
terminar si la infeccién es bacteriana o viral, incluso puede sugerir la presencia de un
determinado agente infeccioso. En la tabla 21, se muestra el perfil inflamatorio reflejado
en el LCR en diversas infecciones del SNC.

El cultivo del LCR es la forma clédsica de establecer de manera definitiva la etiologia
y es util para hacer la evaluacién de la susceptibilidad a los diferentes agentes antimi-
crobianos. Sin embargo, existen otras técnicas para detectar la presencia del microorga-
nismos en LCR, como la deteccién de antigenos especificos (blisqueda inmunolégica)
o la deteccién de células bacterianas no viables (técnicas moleculares). Estas pruebas
permiten realizar un diagnéstico rdpido, asi como la deteccién de bajos niveles de anti-
genos, células muertas o material genético especifico.(4)
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TABLA 21. Patron habitual del LCR y en diversas infecciones del SNC

Situacion clinica Leucocitos/mm?® | % polimorfonucleares Glucosa® | Protefnas(mg/dl)

Nifios y adultos

Normal 0-5 0 > 60 <30
Infeccién viral 2-2000 (80)° <50 > 60 30-80
Infeccién bacteriana 5-5000 (800) > 60 <45 > 60
Tuberculosis y micosis 5-2000 (100) <60 <45 > 60

Recién nacidos

Normales a término 0-32 (8) <60 > 60 20-170 (90)

Normales pretérmino 0-29 (9) <60 > 60 65-150 (115)

* Los valores deben interpretarse de acuerdo a la glucosa en sangre.

bLos nimeros entre paréntesis representan cifras medias.

m Actividad practica

Estudio microbiolégico del liquido cefalorraquideo
(Aislamiento de bacterias comunes)

Materiales
® Muestra de LCR a estudiar. e Asa de platino.
e Laminas portaobjeto. e Medios de cultivo: agar sangre con 5% de

sangre de carnero, agar chocolate. Caldos:
tripticasa soya, tioglicolato sin indicador
(opcional).

e Equipo para coloracién de Gram.

e Equipo para deteccién inmunolégica (op-
cional).

e Pipetas Pasteur.

Toma de la muestra

Las muestras de LCR deben ser coleccionadas antes de la terapia antimicrobiana y
por el médico tratante.

Puncién lumbar
1. Limpiar el sitio de puncién con solucién antiséptica y alcohol antes de la insercién
de la aguja.

2. Insertar una aguja biselada de calibre y tamafio adecuado en los interespacios ver-
tebrales L3-L4, L4-L5 o L5-S1, hasta alcanzar el espacio subaracnoideo (Fig. 22).
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3. Colocar el LCR en tubos herméticos estériles. Se sugiere por lo menos la coleccion
de la muestra en tres (3) tubos separados, para ser analizado en quimica, hematolo-
gla y para el cultivo microbiolégico (se prefiere el segundo tubo o el mds turbio para
el andlisis microbiolégico).

4. El tubo que serd enviado al laboratorio de microbiologia debe contener preferi-
blemente un volumen minimo de 5 ml. Sin embargo, existen circunstancias fisio-
légicas y clinicas en la cual la obtencién de LCR es menor a 5 ml. No obstante,
en cualquiera de los casos la muestra se distribuird de manera que se asegure la
investigacién de bacterias de crecimiento rdpido, estudio micolégico y cultivo para
micobacterias.

Cono
medular

Cola de
caballo

Filamento
terminal

Tercera vértebra lumbar
Espacio subaracnoideo

Duramadre

Figura 22. Posicién correcta para la toma de muestra de LCR por puncién lumbar
Primer periodo

Anélisis macroscépico de la muestra, examen directo e inoculacién en medios de
cultivo (Fig. 23).

1. Registre los datos personales del paciente y elabore una ficha de laboratorio con los
datos epidemioldgicos y clinicos del paciente, segin anexo 1 (consulte la historia
clinica del paciente o comuniquese con el médico tratante).

2. Registre el volumen, apariencia y/o color del LCR.

Recuerde que de acuerdo al volumen del LCR, usted decidiré si se debe centrifugar o
no muestra (volumen mayor de 1 ml centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos)
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4. Con una gota de la muestra obtenida en el punto 3, prepare un frotis sin extender

para ser teflido con la coloracién de Gram.

Recomendacion:

Deje secar la lamina al aire o sobre una superficie caliente (evitar el calor directo o
secar con la llama del mechero). Se recomienda fijar la muestra con metanol porque
previene la lisis de los eritrocitos y permite obtener un frotis mas limpio. Deje secar
el metanol y luego coloree con la tincién de Gram (deje secar al aire).

Dibuje y describa lo observado.
Los resultados del Gram deben comunicarse inmediatamente al médico tratante.
Elabore el reporte (Anexo 2).

® N a

Tome una o dos gotas del LCR con una pipeta Pasteur estéril e inocule los medios

de cultivo s6lidos (agar sangre y agar chocolate) y liquidos.

9. Si el laboratorio cuenta con pruebas para deteccién de antigeno, realice estas prue-
bas con una pequefia cantidad de la muestra de LCR, o utilice el sobrenadante del
LCR obtenido en el punto 3.

10.Incube los medios de cultivo sélidos en atmésfera de microaerofilia (10% CO,) y
los liquidos en aerobiosis a 36 °C.

11.Revise los cultivos a las 24 horas.

Segundo periodo

1. Examine todos los medios de cultivo para evidenciar si hay o no desarrollo de mi-
croorganismos:
Si no se observa crecimiento sobre los medios s6lidos éstos deben ser reincubados
por 72 horas antes de ser descartados. Los caldos deben ser revisados diariamente
por 5 a 7 dias antes de ser descartados.
Si hay desarrollo de microorganismos sobre los medios de cultivo sélidos realice
la coloracién de Gram, de acuerdo a lo observado, proceda a montar las pruebas
de identificacién definitivas. Si el desarrollo de microorganismos se observa en
los medios liquidos se realizara el Gram y se inoculard en medios sélidos en forma
semicuantitativa. Simultdneamente se pueden montar las pruebas de identificacién
definitivas.
1.1. Describa y dibuje lo observado al Gram.
1.2. Todos estos hallazgos deben ser notificados inmediatamente al médico tratan-

te. Elabore el reporte.

2. De acuerdo a lo observado en el o los frotis coloreados con Gram, y las reacciones

observadas en los medios de cultivo sélidos, proceda a montar las pruebas bio-
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quimicas claves que le permitirdn identificar definitivamente el microorganismo
sospechoso. En esta misma etapa, monte el antibiograma (tenga en cuenta las re-
comendaciones seflaladas en la practica de pruebas de susceptibilidad). Incube las
pruebas y el antibiograma por 24 horas en aerobiosis a 37 °C.

Seilale las pruebas de identificacién elegidas y los discos de antibiéticos seleccio-
nados para el antibiograma:

Pruebas bioquimicas de identificacién Discos de antibiéticos seleccionados

Tercer periodo
Lectura de la pruebas de identificacién y antibiograma.

1. Registre y analice los resultados observados en las pruebas de identificacién. Proce-
da a realizar la identificacién definitiva del microorganismo.

Pruebas bioquimicas de identificacién Resultado

Identificacién del microorganismo:
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2. Realice la lectura del antibiograma y proceda a registrar los resultados en la siguiente tabla:

Disco de antibiético Didmetro en mm Interpretacién

Recomendacion:

Si el microorganismo aislado es un Haemophilus influenzae o Neisseria meningitidis
es importante realizar la prueba de deteccién de B-lactamasas (prueba de la cefinasa).
En el caso de que se aisle una enterobacteria o un microorganismo no fermentador
de la glucosa, la deteccién de B-lactamasas se realizara con la prueba del doble disco
(segtn las indicaciones del profesor).

3. Elabore el reporte definitivo (Anexo 2)

Liquido Cefalorraquideo

Centrifugar 2000 a 3000 rpm x 10’

@ < Sedimlento Sobrenadante

] } !

¢ S Pruebas inmunolégicas y
Reporte AS ACH moleculares

Caldo tioglicolato
o Tripticasa de soya

v

Incubar a 36°C x 24 h microaerofilia

Negativo Positivo

l } !

Reincubar j : Tincg’)n ge Gra}m. Incubara 36 °C
a36°Cx24h / > ir;lt(?bés rl‘;?mmlcas > Identificacién de la
Negativo microaerofilia  Positivo 1blograma x24h bacteria aislada y lectura

del antibiograma

Figura 23. Estudio microbiolégico del LCR
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Autoevaluacion

1. ;Por qué se considera el estudio microbiolégico del LCR una emergencia para el
microbidlogo clinico?

2. Mencione algunas contraindicaciones para la toma de muestra de LCR por puncién
lumbar.

3. Mencione algunos casos en los cuales una muestra de LCR debe ser rechazada para
estudio microbiolégico.

4. ;Por qué es importante conocer la citologia del LCR cuando se realizan estudios
microbiolégicos de esta muestra?
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B practica 11|
Diagndstico microbiologico
de las infecciones del tracto genital

Kiralba Sdnchez

Objetivo general

Desarrollar la estrategia metodolégica para el diagnéstico de infecciones del tracto genital.

Objetivos especificos

1. Distinguir los microorganismos de la microbiota habitual y los principales patége-
nos del tracto genital tanto femenino como masculino.

2. Clasificar los procesos infecciosos que afectan al tracto genital.

3. Describir las condiciones del paciente y las técnicas adecuadas para la obtencién de
muestras genitales.

4. Aplicar la metodologia microbiolégica convencional para el anélisis de muestras
vaginales, cervicales y uretrales.

5. Reconocer la importancia del examen directo como una herramienta ttil para el
diagnéstico diferencial de infecciones del tracto genital.

Aspectos teéricos

La mucosa genital es una regién vulnerable a la infeccién producida tanto por mi-
croorganismos constitutivos de la microbiota habitual como por los adquiridos de forma
exégena a través del contacto sexual. La primera porcién de la uretra en el hombre, la
vulva y la vagina en la mujer estdn normalmente colonizadas por diferentes microorga-
nismos, que incluyen estafilococos coagulasa negativo, corinebacterias, estreptococos,
micoplasmas, bacterias anaerobias y, con menos frecuencia, levaduras (Tabla 22).

En el caso de la mujer en edad reproductiva destaca la presencia de cantidades
significativas de Lactobacillus acidophilus, este agente ejerce un control biolégico
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sobre otros microorganismos, constituyéndose en un mecanismo de defensa muy im-
portante para el epitelio vaginal. En ocasiones las infecciones del tracto genital femeni-
no pueden ser de origen endégeno, causadas principalmente por: Gardnerella vaginalis,
Streptococcus agalactiae o Candida sp.(1)

Tanto en el hombre como en la mujer las infecciones genitales mas relevantes desde
el punto de vista clinico, epidemiolégico y de salud piblica son las infecciones de trans-
misién sexual (ITS). Dentro de éstas tenemos las ITS clasicas: gonorrea, sifilis, chancro
blando, linfogranuloma venéreo y granuloma inguinal. Las ITS de nueva generacién
comprenden las infecciones producidas por Chlamydia trachomatis (serovariedades D
hasta la K), Virus Herpes Simplex, Virus Papiloma Humano y el Virus de la Inmunode-
ficiencia Humana.(2)

Producto de las infecciones genitales se genera un variado espectro clinico con
manifestaciones o sin ellas, que pueden derivar en complicaciones graves como la enfer-
medad inflamatoria pélvica, problemas ginecoobstétricos, esterilidad, cdncer e incluso
la muerte.(3)

En los dltimos afios ha habido avances sustanciales en el diagnéstico de las infec-
ciones de transmision sexual, entre ellos, el uso de nuevas muestras para el andlisis
como orina o saliva y la aparicién de nuevos métodos diagndsticos. Particularmente el
diagnéstico de las ITS ha cambiado histéricamente, debido a las dificultades que existen
para la obtencién de muestras representativas; por otra parte, los microorganismos como
C. trachomatis, Treponema pallidum y los virus no se pueden detectar por metodologias
convencionales. Asi tenemos los métodos inmunolégicos, aun cuando adolecen de baja
sensibilidad, son utilizados ampliamente en el diagnéstico de algunos microorganis-
mos fastidiosos, debido a su disponibilidad comercial y costo accesible. Actualmente se
cuenta con métodos sofisticados y econémicamente mds costosos, de amplificacién de
dcidos nucleicos (AAN) como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccién
en cadena de la ligasa (LCR) o la amplificacién mediada por transcriptasa (TMA) que
mejoran la sensibilidad (90-95%) y la especificidad (95%) al detectar hasta 10 organis-
mos.(4)

Tabla 22. Microbiota habitual del tracto genital

Regidén anatémica Microorganismos

Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Mycoplasma
Uretra sp., Enterococcus sp., Ureaplasma urealyticum, Propionibacterium sp., En-
terobacterias, Candida sp.

Lactobacillus sp., Gardnerella vaginalis, Corynebacterium sp., Staphylococcus
sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp., Ureaplasma sp., Mycoplasma sp.,
Enterobacterias, Bacteroides sp., Peptostreptococcus sp., Bifidobacterium
sp., Peptococcus sp., Candida sp.

Vagina

Tomado de: Koneman y col., 2001; Murray y col., 2002
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Cuadros clinicos

En la mujer sexualmente activa las infecciones vaginales y cervicales son causa fre-
cuente de consulta médica. Bajo la influencia de los estrégenos, el epitelio vaginal normal
se cornifica, adquiriendo una resistencia relativa a la infecciéon por algunos patégenos. No
obstante, el ecosistema vaginal es dindmico y estd sometido a cambios constantes, dados
por factores enddgenos y exdgenos, entre los que se sefialan: el estado hormonal, uso de
contraceptivos orales, tratamientos genitales tépicos, embarazo, duchas vaginales, relacio-
nes sexuales, uso de dispositivos intrauterinos (DIU), infecciones, stress, cambio de parejas
sexuales, entre otros. (5,6) Los cuadros clinicos que con frecuencia se presentan en la mujer
se especifican a continuacién:

* Vaginitis: es la inflamacién de la vagina que se acompafia comtinmente con secre-
ci6n vaginal o leucorrea. Los sintomas no son especificos, lo que implica que el diagnéstico
deberia ser confirmado por pruebas de laboratorio y asi evitar los tratamientos empiricos.

La etiologia generalmente es infecciosa, aunque también puede estar originada por
causas no infecciosas: iatrogénicas causada por agentes quimicos, reaccién a un cuerpo
extrafio o lavado muy frecuente; puede haber vaginitis alérgica a los componentes de
espermicidas, semen, o productos de higiene sanitaria, ropa interior, entre otros. La
vaginitis atréfica se presenta frecuentemente en la mujer postmenopdusica, siendo pro-
ducto del adelgazamiento del epitelio vaginal y la falta de glucégeno, lo que conlleva a
una reduccién de la produccién de acido lactico y un incremento del pH vaginal. Estos
cambios producen un sobrecrecimiento de bacterias coliformes no acidéfilas; la leuco-
rrea no es profusa.(7)

Las vaginitis infecciosas cominmente padecidas por la mujer sexualmente activa son:
la candidosis y la tricomoniasis. En algunos casos pueden ser ocasionadas por G. vaginalis,
Mycoplasma sp., Staphylococcus aureus o Escherichia coli.(5,8)

Otras manifestaciones que pueden estar presente en los casos de vaginitis son: ardor,
prurito, dolor durante las relaciones sexuales (coitalgia), sangramiento, entre otros.

* Vaginosis bacteriana (VB): es la causa mads frecuente de infeccién vaginal entre las
mujeres en edad fértil. Se caracteriza por la presencia de un flujo homogéneo, blanquecino o
grisdceo, que puede estar presente en cantidad escasa, moderada o abundante; la secrecién
se adhiere ficilmente a la pared vaginal y puede expeler un olor fétido. El hallazgo mas re-
saltante es el reemplazo de los lactobacilos por microbiota bacteriana, predominantemente
anaerdbica, representada por G. vaginalis y especies de Mobiluncus, Prevotella, Porphyro-
monasy Mycoplasma. Otro aspecto importante es la ausencia de inflamacién. Es de destacar
que aproximadamente el 50% de las mujeres que cursan con VB son asintométicas. Los
siguientes se consideran factores de riesgo: duchas vaginales, embarazo, uso de DIU, pro-
miscuidad, nuevo compaiiero sexual, entre otros.(8)
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» Vaginosis citolitica: esta entidad clinica esta caracterizada por un sobrecrecimiento
de los lactobacilos que normalmente estdn presentes en la vagina; esto lleva a la acumu-
lacién de grandes cantidades de dcido lactico, lo que hace que baje el pH y se produzcan
signos y sintomas como: irritacién e inflamacién vulvar, prurito, disuria, dispareunia. Estas
manifestaciones pueden orientar hacia una candidosis vaginal, de allf la importancia del
laboratorio para el diagnédstico diferencial, el cual se puede llevar a cabo facilmente con la
observacién microscépica de un extendido de la secrecién vaginal.(9)

Las entidades clinicas anteriormente descritas, se presentan en mujeres en edad fértil,
sin que necesariamente sean producto de un contacto sexual, a excepcién de la tricomonia-
sis. Los cuadros que a continuacién se refieren son producidos generalmente por microorga-
nismos de transmisién sexual:

* Cervicitis: es un proceso generalmente asintomético pero con importantes compli-
caciones y secuelas a largo plazo. De hecho, es la via de inicio més frecuente de las infec-
ciones ginecoldgicas altas y de sus importantes implicaciones en la reproduccion femenina.
La cervicitis o endocervicitis se describe como la inflamacién del epitelio endocervical y la
existencia de una secrecién mucopurulenta. Microscépicamente se define como la presen-
cia de 10 o mds polimorfonucleares por campo en los frotis endocervicales.(1)

En la actualidad, se reconocen cuatro agentes importantes productores de cervici-
tis: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, virus del herpes simple (VHS) y el virus del papilo-
ma humano (VPH).

* Uretritis: consiste en la inflamacion de la uretra, que ocasiona sintomas como: disu-
ria, dispareunia, secrecién uretral mucopurulenta y eritema del meato. La secrecién uretral
es mds cuantiosa y purulenta en la uretritis gonocécica. A diferencia de la infeccién en la
mujer, el 90 % de las uretritis en el hombre son sintométicas. La uretritis no gonocécica
(UNG) es el cuadro mds comun en el hombre y su principal agente etiolégico es C. tracho-
matis. Desde el punto de vista microscépico se establece como criterio clinico de uretritis la
presencia de 5 o mds polimorfonucleares por campo, bajo objetivo de inmersion.(1)

Las ITS comprenden un grupo de infecciones transmisibles a través del contacto sexual,
la etiologia es muy amplia, algunos autores refieren la existencia de mds de 20 agentes in-
fecciosos productores de ITS, entre bacterias, virus, hongos y pardsitos (Tabla 23). (10) Clini-
camente, los signos y sintomas son muy variables y han servido de base en la clasificacién
sindrémica de las ITS, para el manejo, diagnéstico y tratamiento de estas infecciones (Tabla
24). (11)
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Tabla 23. Agentes productores de infecciones de transmision sexual

BACTERIAS VIRUS HONGOS PARASITOS
Neisseria gonorrhoeae Inmunodeficiencia humana | Candida albicans | Trichomonas vaginalis
Chlamydia trachomatis Herpes simple tipo II Trichophyton sp Phthirus pubis
Treponema pallidum Papiloma humano Microsporum sp Sarcoptes scabiei
Haemophilus ducreyi Molusco contagioso Giardia lamblia
Klebsiella granulomatis Citomegalovirus Entamoeba histolytica
Gardnerella vaginalis Hepatitis B
Mycoplasmas sp. Hepatitis A
Ureaplasma sp.

Tomado de: Drew, 2004

TABLA 24. Clasificacion sindromica de las infecciones de transmision sexual

Sindrome Enfermedad

Gonorrea no

. Uretritis, cervicitis, proctitis
complicada

Sindrome de artritis-dermatitis,

Gonorrea complicada perihepatitis, endocarditis

ITS supurativas

- - Uretritis,

Uretritis no gonocécica I
endocervicitis

Vaginitis Tricomoniasis

& Candidiasis
Sifilis 12
Herpes genital
1 ital
Ulceras genitales Chancro blando

Granulomas Granuloma inguinal

Linfogranuloma venéreo

Condiloma o papiloma

Verrugas genitales Molusco contagioso

Pediculosis ptbica

Ectoparasitosis Escabiosis
Infeccién por VIH
ITS Sistémicas Hepatitis B

Sifilis 22

Tomado de: Morbility and Mortality Weekly Report, 2002; Mandell y col., 2002
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Diagnostico

El éxito del diagnéstico de las infecciones genitales, depende primordialmente de
que la muestra a procesar sea representativa del proceso infeccioso, que la misma sea
recolectada en condiciones éptimas y transportadas adecuada y rdpidamente al labora-
torio. Asi mismo, es necesario el conocimiento de la microbiota habitual, los patégenos
potenciales y de los diferentes factores que conforman el ecosistema genital. Todos estos
aspectos repercuten en la validez del diagndstico microbiolégico.(6)

El diagnéstico de la mayoria de las infecciones genitales, y particularmente de las
ITS, se fundamenta en el cuadro clinico, ya que los anélisis de laboratorio no estén dis-
ponibles o son demasiado costosos. Es por ello que desde 1990, la organizacién mundial
de la salud (OMS), recomienda el manejo de las ITS con base en el diagnéstico sindré-
mico, que recae sobre el médico.(12)

No obstante, el método tradicional por anélisis de laboratorio, se sigue fomentando
en la resolucién de casos que no se resuelven con el tratamiento empirico y en las pa-
cientes que acuden a las consultas de ginecologia y obstetricia para el manejo adecuado
y no exponerlas a tratamientos excesivos.

Etapa pre-analitica

La valoracién de un paciente con sintomas genitales requiere de una exploracién
fisica y una anamnésis detallada. Ademads de los datos filiatorios y clinicos, es preciso
obtener otros datos que pueden orientar el diagnéstico microbiolégico, entre los que se
citan:

e En el caso de la mujer: uso de productos de higiene femenina, técnica anticoncep-
tiva, uso de antibiéticos que pueden alterar el ecosistema vaginal, antecedentes
familiares de diabetes, ciclo menstrual, uso de duchas vaginales, entre otros.

e En caso de hombre y mujer: investigar sobre el nimero de parejas sexuales, fecha de
contacto sospechoso, nuevo compaiiero sexual, inicio de los sintomas, anteceden-
tes de ITS, estilo de vida, hédbitos sexuales (relaciones genito-oral, genito-anal), uso
de antibiéticos, sintomatologia genital (dolor, prurito, dispareunia, ardor, disuria).

Etapa analitica

En la Tabla 25 se sefialan las muestras requeridas segin el cuadro clinico o sindro-
me y los microorganismos a investigar.
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Tabla 25. Muestras a procesar segun el sindrome infeccioso

y el patégeno a investigar

Cuadro clinico Muestra clinica Patégeno
N. gonorrhoeae
Hisopado uretral
Uretritis C. trachomatis
Orina de primer chorro
Virus del Herpes simple
N. gonorrhoeae
C. trachomatis
Cervicitis Hisopado de endocérvix
Virus del Herpes simple
Virus Papiloma Humano
C. albicans
Hisopado de fondo de saco Trichomonas vaginalis
Vulvo-vaginitis Hisopado de introito vaginal (nifias o Enterobacterias
prepiberes) Lactobacillus sp.
Gardnerella vaginalis
T. pallidum
Ulceras Exudado o raspado de la dlcera H. ducreyi
Virus del Herpes simple
Sifilis Suero T. pallidum

Tomado de: Koneman y col., 2001; Black, 2000.

Obtencion de muestras del tracto genital femenino

Condiciones previas: La paciente no debe estar recibiendo tratamiento antimicro-
biano. No practicarse duchas vaginales, ni tener relaciones sexuales 24 horas antes de
la obtencién de la muestra. Asf mismo, no debe bafarse el dia de la recoleccidon de la

misma.
Materiales
e Espéculo estéril e Solucién salina fisioldgica estéril
e Hisopos de alginato de calcio o de algodén * Medio de transporte: Amies o Stuart
previamente buferados y esterilizados e Laminas portaobjetos limpias y desengrasadas.
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Procedimiento: Para la obtenciéon de la muestra vaginal y/o cervical, se debe em-
plear un espéculo; la maniobra puede ser realizada por el médico en la consulta o por
el microbiélogo en el laboratorio, siempre que se disponga de una camilla ginecolégica.
Por lo general, las muestras son enviadas al laboratorio, por ello es importante la instruc-
cién del personal que recolectard las mismas.(13)

Observacion: si la muestra es recolectada en el laboratorio de microbiologia, se
debe disponer ademds de los medios de cultivo necesarios, segtin el tipo de muestra a
obtener.

Procedimiento para la investigacion microbiolégica de muestras vaginales

1. Caracteristicas macroscépicas de la muestra: Valorar e identificar las siguientes
caracteristicas en la secrecién genital:

e Cantidad e Olor ¢ Color

¢ Consistencia e pH

2. Caracteristicas microscépicas de la muestra: Con la muestra vaginal obtenida se
debe realizar un montaje en fresco entre ldmina y laminilla y dos extendidos finos
para tefiir al Gram.

* Examen al fresco: informar la presencia de células descamativas, leucocitos y bacte-
rias, presencia o ausencia de levaduras y de trofozooitos de Trichomonas vaginalis.

e Gram: Herramienta citol6gica muy util para el diagnéstico diferencial entre vagini-
tis y vaginosis bacteriana o citolitica.

e Evaluar y semicuantificar los morfotipos bacterianos predominantes, cotejar los
resultados con la tabla conocida como sistema de gradacién de Nugent (Tabla 26).

e Identificar las células guia o clave, es decir, células descamativas recubiertas por
cocobacilos gramvaribles.

e Valorar la microbiota habitual presente: la observacién de > 30 bacilos grampo-
sitivos largos y delgados (Lactobacillus sp.) por campo de inmersién y escasa
microbiota bacteriana mixta, se considera un “frotis normal”.

e Valorar y reportar la presencia de leucocitos polimorfonucleares, levaduras y sig-
nos de citdlisis (destruccién de células con presencia de niicleos desnudos).(14)
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Tabla 26. Sistema de gradaciéon de Nugent

Cantidades de morfotipos observados con mayor aumento de:

Puntaje
) Gardnerella Bacilos
Lactobacilos .
Prevotella/Porphyromonas gramvariables curvos

0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1+ 6 2+
2 2+ 2+ 3+ 64+
3 1+ 3+
4 0 4+

Cuantificacién: 0: ningiin organismo; 1+: < 1 morfotipo; 2+: 1 a 5 morfotipos; 3+: 6 a 30 morfotipos; 4+:
> 30 morfotipos.
Interpretacion: Puntaje total: 0-3: Negativo para VB; 4-6: flora vaginal alterada; 7-10: Vaginosis bacteriana.

Tomado de: Nugent y col., 1991

3. Cultivo de secrecién vaginal: En la figura 24 se presenta el protocolo para la inves-
tigacién microbiolégica de una secrecién vaginal. Es de destacar que el cultivo es
requerido en casos particulares: en mujeres embarazadas y en mujeres con leuco-
rreas inespecificas o resistentes al tratamiento. En VB no se recomienda el cultivo
de G. vaginalis por cuanto forma parte del ecosistema vaginal normal, no obstante,
se dispone de una serie de criterios clinicos y microscépicos bien establecidos que
orientan al diagnéstico hacia una VB (Tabla 27 y 28).(15,16) Se recomienda la siem-
bra de la secrecién en un agar bilis semisélido para la recuperacién de Candida sp.

Tabla 27. Criterios clinicos de Amsel para el diagnéstico

de vaginosis bacteriana

e Presencia de una secrecién homogénea, fina y adherente
e pH>4.5
¢ Presencia de al menos 20% de células claves del total de células epiteliales.

® Prueba de aminas volatiles positiva al agregar hidréxido de potasio (10%) a la secrecién

La presencia de al menos 3 de estos criterios evidencia el diagndstico

clinico de vaginosis bacteriana

Tomado de: Navarrete y col., 2000.
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Diagnostico diferencial entre vaginitis y vaginosis

Variable Candidiasis Tricomoniasis Vaginosis bacteriana | Vaginosis citolitica
Moderado a Moderado a abun- | Escaso, moderado o Moderado a
Caracterfsticas | abundante, blanco, | dante, purulento, abundante, adhe- abundante, blanco
del flujo como leche cor- espumoso, rente, hom(?g(?neo, homogéneo, olor
da. olor 4cid ) blanco a griséceo, <cido o i ’d
tada, olor dcido olor fétido olor a pescado dcido o inodoro
pH del flujo 4-4.5 5-6 >4.5 3.5-4.5
Positivo
Test de aminas Negativo Variable Negativo
(70-80%)
PMN Escasos Moderado a < 1xcampo Escasos
abundante
Lactobacilos Presentes Escasos Ausentes o dis- Abundantes
(< 30xc) (< 10xc) minuidos (> 30xc)
Presencia de
blastoconidias Positivo (70%) Negativo Negativo Negativo
y pseudohifas
TrOfOZO.ltOS .de Negativo Positivo (60%) Negativo Negativo
T. vaginalis
Presencia de cé- . . - o .
Julas gufa o clave Negativo Negativo Positivo (90%) Negativo
Citdlisis Leve Ausente Ausente Intensa

PMN: polimorfonucleares

Tomado de: Sobel, 1997; Navarrete y col., 2000

4. Analisis de los cultivos: Revisar los cultivos entre las 24, 48 o 72 horas de incuba-

cién. Correlacionar la cantidad y variedad de morfotipos coloniales con los resulta-

dos observados en el Gram. La valoracién de la cantidad de crecimiento, sigue los

criterios de interpretacion que hasta ahora se han manejado con otras secreciones,

es decir, por cuadrantes. Asi tenemos que si el desarrollo se observa en primer y

segundo cuadrante, se estima crecimiento escaso; la observacién de colonias hasta

el tercer y cuarto cuadrante se considera un crecimiento moderado o abundante

respectivamente.(13)

El desarrollo moderado o abundante de microorganismos indigenas debe ser con-

siderado y repetirse la obtencién de la muestra. En caso de persistir el mismo patrén,

se le dard importancia siempre que: se descarte la presencia de patégenos, persistan los

signos y sintomas de infeccién y al examen microscépico el posible patégeno se observe

en forma predominante sobre las otras bacterias, disminucién de los lactobacilos y aso-

ciado a células inflamatorias.(5,7,14)
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A partir del medio agar-bilis se realiza una preparacién htimeda para la bisque-
da de estructuras levaduriformes, primordialmente clamidoconidias que nos darian el
diagnéstico de Candida albicans.

Medio de transporte Stuart
Muestra
(Secrecién vaginal)

{ Cultivo aerdébico

! |

= G TR P @ @ Medios sélidos y liquidos
ram Suspensién con SSF enriquecidos con suero
l l AS AMK Agar de caballo
l l bilis
» Morfotipos bacterianos Biisqueda de trofozoitos * l
» Células inflamatorias de Trichomonas vaginalis | Incubar a 36 °C  Incubar a 36 °2 Incubar a 36 °C
> C(?lulas levaduriformes o células levaduriformes por 24h en por 24.h en por 24-48 h Mycoplama y
» Células claves microaerofilia aerobiosis Ureaplasma
l |1 l | l
Colonias puntiformes con Desarrollo significativo Observacién de
i i i clamidoconidia
< B -hemolisis difusa de algiin in/orfuotlpo colonial
(entre 3° 6 4° cuadrante)

}

Cocobacilos » Pruebas bioquimicas l
gramvariables > Antibiograma <

Sospechar de G. vaginalis l
l Identificacién bioquimica y
. lectura del antibiograma ——» | Reporte
Identificacién
Anexo 28

Figura 24. Estudio microbiolégico de secrecién vaginal
Obtencion de secrecion uretral

Esta muestra puede ser obtenida en el laboratorio de microbiologia previo entrena-
miento del personal.

Condiciones previas del paciente: No debe estar recibiendo tratamiento antimicro-
biano, abstencion sexual de 24 horas, el paciente no se bafiard el dia de la recoleccién de
la muestra y debe tener una retencién urinaria de al menos 4 horas.

Materiales

¢ Hisopos masculinos, buferados y estériles ¢ Medio de transporte: Amies o Stuart

* Solucién salina fisiologica ¢ Medios de cultivo: agar sangre (AS), agar Thayer-

e Laminas portaobjeto, limpias, desengrasadas Martin (ATM) y agar Mac Conkey (AMK)
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Procedimiento

Se recomienda obtener la muestra en la mafiana. Previa retraccién del prepucio,
inspeccionar la presencia de la gota matinal, en su defecto, practicar la asepsia del mea-
to urinario con un hisopo y solucién salina fisiolégica estéril. Indicar al paciente previo
lavado de manos que presione el glande para estimular la salida de la secrecién. Intro-
ducir y rotar el hisopo dentro de la uretra aproximadamente 2 centimetros y obtener la
muestra.

Otro espécimen recomendado con este propésito es la orina de primer chorro, para
lo cual se solicita al paciente que evacue los primeros 10 mL de orina en un recolector
estéril.

Procesamiento de secrecion uretral y cervical

Estas muestras generalmente son remitidas al laboratorio para la investigacién de
patégenos sexualmente transmisibles. En la figura 25 se esquematiza el protocolo con-
vencional de uretritis y cervicitis.

Examen directo

Fresco: para detectar los trofozoitos de T. vaginalis.

Gram: investigar la presencia de diplococos gramnegativos intracelulares o extrace-
lulares y la presencia de células inflamatorias.

Giemsa: observar la presencia de cuerpos de inclusién sugestivos de C. trachomatis.

Tincién con anticuerpos fluorescentes: para la investigacién de C. trachomatis.

Inoculaciéon de los medios de cultivo: A partir de la muestra directa o del Stuart,
proceder a la siembra de la secrecién en AS, ATM y AMK. En el caso de la orina de pri-
mer chorro se centrifuga y se siembra el sedimento.

Analisis de los cultivos: Revisar los medios inoculados entre 48-72 horas de incu-
bacién. En ATM, evalie la presencia de colonias sospechosas de N. gonorrhoeae y pro-
ceda a su identificacién (Anexo 12). Los medios AS y AMK permitirdn investigar otros
grupos bacterianos grampositivos y gramnegativos que estén asociados al gonococo o
como agentes etiolégicos de uretritis o cervicitis.

El desarrollo moderado o abundante de microorganismos potencialmente patége-
nos, debe ser considerado de importancia clinica siempre que: se descarte la presencia
de patdégenos, hallazgos de signos y sintomas de infecciéon, asociados a una respuesta
inflamatoria.(6)
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Investigacion de otros microorganismos patégenos o potencialmente

patégenos

Chlamydia trachomatis es la principal causa de infecciones genitales tanto en
hombres como en mujeres jévenes. Los métodos citolégicos para la investigacion
de Chlamydia tienen una baja sensibilidad (45-62%), las técnicas inmunolégicas
(EIA e IFD) pueden alcanzar hasta una sensibilidad de 75%. Los métodos de ampli-
ficacion de dcidos nucleicos (PCR, LCR y TMA) hoy por hoy se han convertido en
el patrén de oro para el diagnéstico de la infeccién clamidial.(2)

Ureaplasma sp. y Mycoplasma genitalium: son los agentes infecciosos més im-
portantes (después de Chlamydia) productores de uretritis no gonocdcica. El culti-
vo de estos microorganismos es complicado por ser microorganismos muy exigen-
tes, sin embargo Ureaplasma sp. se puede recuperar a partir de medios de cultivo
enriquecidos con suero de caballo. En el comercio existen equipos que detectan la
presencia de este microorganismo y que permiten a su vez conocer los patrones de
sensibilidad antimicrobiana. La deteccién de M. genitalium es mas complicado por
ser un microorganismo anaerobio muy exigente, por lo que se han disefiado méto-
dos moleculares para su diagnéstico a través de RCP.(2)

Medio de transporte Stuart

Muestra
(Secrecién cervical o uretral)

]

v ¢
AMK ATM

v

Giemsa*

l l AS

Morfotipos bacterianos
Células inflamatorias
Células levaduriformes

Cuerpos de inclusién l l l
sugestivos de Incubar a 36 °C Incubar a 36 °C Incubar a 36 °C
C. trachomatis por 24 h en por 24 hen por 24-48 h, 6% CO
microaerofilia aerobiosis en cdmara hiimeda

2

*Se debe obtener raspado cervical

Colonias pequeiias,

grisdceas, brillantes

Desarrollo significativo
de algtin morfotipo colonial l

(entre 22, 32 6 4° cuadrante)

1

o uretral segtn el caso

» Pruebas bioquimicas

o] +—

» Antibiograma

Gram

|

Identificacién bioquimica y
lectura del antibiograma

|

| Diplococos gramnegativos |

!

Identificacién de
N. gonorhoeae (Anexo 12)

Figura 25. Estudio microbiolégico de secrecién cervical o uretral
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Etapa post-analitica

Para el reporte de los resultados se debe seguir el formato del Anexo 2. Es importan-
te resaltar que a diferencia de otros informes, los de las muestras genitales, en ocasiones
debe ir acompaiiado con algunas interpretaciones relevantes.

e Informe del examen directo: del fresco, Gram y Giemsa (en los casos que aplique).
Detallando semicuantitativamente los diferentes morfotipos microbianos y la pre-
sencia de células (epiteliales e inflamatorias). Del examen al fresco se puede repor-
tar directamente la presencia de tricomonas: “Se observaron trofozoitos de Tricho-
monas vaginalis”

e A partir de una muestra de secrecién vaginal, siguiendo los criterios de Nugent, infor-
mar: “Negativo para vaginosis bacteriana”, o “Microbiota bacteriana alterada” o “Vagi-
nosis Bacteriana”

e En los cuadros de uretritis aguda con secrecién purulenta o mucopurulenta don-
de se observe la morfologia tipica de neiseria, es decir diplococos gramnegativos,
reportar su presencia intra o extracelular. En estos casos, el Gram constituye un
diagnéstico presuntivo de N. gonorrhoeae y se debe emitir el resultado del Gram
sin esperar el cultivo.

e La observacion de cuerpos de inclusiéon dentro del citoplasma de las células del
epitelio escamo-columnar, a través de la coloraciéon de Giemsa se reportard: “Se
observaron cuerpos de inclusién intracitoplasmaéticos sugestivos de Chlamydia tra-
chomatis”.

e Reporte el microorganismo aislado de manera semicuantitativa si se trata de micro-
organismos potencialmente patégenos.

e En el caso de cultivos positivos para gonococo, se reporta “Desarrollo de Neisseria go-
norrhoeae”.

e En el caso de cultivos negativos o desarrollo de microorganismos habituales, re-
portar: “No hubo crecimiento microbiano en 72 h de incubacién” o “Desarrollo de
microbiota habitual de la regién”, respectivamente.
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m Actividad practica

Primer periodo: Procesamiento de muestras vaginales, cervicales y uretrales

Materiales

e Muestra en medio de transporte y en solucién

e ¢ Laminillas cubre objeto
salina fisiolégica.

. - e Medios de cultivo: AS, ATM, AMK vy agar bilis
e Hisopos estériles

« Asa de platino e Extendidos de secrecién vaginal, cervical y uretral.

° 16
¢ Laminas porta objeto Coloracién de Gram

e Coloracién de Giemsa
Procedimiento

1. Elaborar la ficha clinico-epidemiolégica del paciente

2. Realizar el examen al fresco lo mds pronto posible, entre ldmina y laminilla y obser-
varlo con objetivo de 10X y 40X

3. Proceder a la siembra de las muestras cervical y uretral por la técnica de agotamien-
toen AS, ATM y AMK

4. Incubar AS y ATM en microaerofilia, a 36 °C hasta por 72 horas, con revisién perié-
dica cada 24 h. AMK en aerobiosis por 24-48 h.

5. La secrecion vaginal se sembrard en AS, AMK y en agar bilis. Incubar AS en mi-
croaerofilia, los demds en aerobiosis por 24 a 48 h.

6. Fije las ldminas suministradas con calor para proceder a teiiirlas con la técnica de
Gram.

7. Los extendidos de secrecion vaginal tenidos al Gram, se analizardn e informardn
siguiendo los criterios de Nugent.(15)

8. Uno de los frotis de secrecién cervical y uretral se fijard con metanol absoluto para
proceder a realizar la técnica de Giemsa (ver Practica N2 6). Observe al microscopio
con objetivos de 10X y 40X.

9. Registre los resultados de la observacién de los exdmenes directos.

Segundo periodo: Revisién de los cultivos

Materiales
¢ Asa de platino ¢ Coloracién de Gram
e Laminas porta objeto ¢ Baterfa bioquimica para Neisseria
e Laminillas cubre objeto ¢ Baterfa bioquimica para Gardnerella

MANUAL PRACTICO DE BACTERIOLOGIA CLINICA | 153



PRACTICA 11 | Diagnéstico microbioldgico de las infecciones del tracto genital

Procedimiento

1. Revisién de los cultivos sembrados en el primer periodo, evaluar semicuantitativa-
mente el desarrollo bacteriano. Realizar Gram a cada colonia diferente que desarro-
Ile en cada uno de los medios de cultivo (esto con el fin de reconocer la microbiota
habitual).

2. Las colonias de valor diagndstico se analizardn siguiendo los esquemas de iden-
tificacién propuestos, dependiendo de la morfologia y reaccién al Gram. Para la
identificacién de G. vaginalis ver anexo 28.

3. Inocular las pruebas bioquimicas suministradas a partir de purezas de las cepas de
interés clinico.

4. Realizar una preparacién himeda a partir del agar bilis entre ldmina y laminilla,
para investigar la presencia de blastoconidias, hifas y clamidoconidias.

5. Registre los resultados de los exdmenes microscépicos.

Tercer periodo: 1dentificacién bacteriana

1. Identificar el o los microorganismos de interés clinico, cotejando los resultados con
las tablas de identificacién que se han manejado en el manual y en esta préactica en
particular.

2. Registre los resultados y elabore el reporte (Anexo 2).

Autoevaluacion

1. Explique la utilidad del Gram en el diagndstico microbiolégico de infecciones del
tracto genital

2. ;Cudl es la importancia de la microbiota habitual en el tracto genital femenino?

3. Enumere los patégenos clasicos del tracto genital

4. Elabore un cuadro donde sefale para cada ITS los microorganismos etiolégicos y el
método de diagndstico a emplear

5. En las secreciones genitales, hacia qué diagnéstico clinico orienta la presencia de:
a) células guia:

b) citdlisis:

c¢) diplococos gramnegativos intracelulares:
d) pH mayor de 4.5:
e) polimorfonucleares mayor de 10 x ¢ de inmersién:

6. Mencione los factores de riesgo para adquirir una ITS y para el desarrollo de una VB.
7. Sefiale las diferencias entre vulvovaginitis y vaginosis bacteriana.
8. Segtn la utilidad en el laboratorio cémo se clasifica el medio ATM y explique las

ventajas para su uso.
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J practica 12

Diagnostico microbioldgico de las
infecciones por bacterias anaerobias

Beatriz Nieves

Objetivo general

Describir el procedimiento convencional para aislar e identificar bacterias anaero-
bias a partir de muestras clinicas.

Objetivos especificos

_

. Describir las caracteristicas clinicas que sugieren una infeccién anaerébica

N

Describir los hallazgos bacteriolégicos que sugieren una infeccién por bacterias

anaerobias.

3. Nombrar las infecciones anaerébicas mds frecuentes y sus posibles agentes etiolégicos

4. Explicar el procedimiento a seguir para la coleccién, transporte y cultivo adecuado
de la muestra para el diagnéstico de una infeccién anaerdbica y establecer las dife-
rencias con el procedimiento a seguir para la investigacién de bacterias aerobias.

5. Senalar los métodos utilizados para la identificacién de bacterias anaerobias.

Aspectos teéricos

Las bacterias anaerobias son patégenos importantes en una amplia variedad de infec-
ciones en el hombre. Ellas pueden estar involucradas en esencialmente cualquier tipo de
infeccién bacteriana en humanos, desempefiando un papel importante en la mayoria de las
categorias de infecciones de piel y tejidos blandos, osteomielitis, infecciones pleuropulmo-
nares, intra-abdominales y del tracto genital femenino (Tabla 29) (1,2,3,7,8). Del amplio ni-
mero de bacterias anaerobias que forman parte de la flora normal, solo unos pocos géneros
estdn involucrados como agentes etiolégicos de infecciones en humanos. (4)

Los anaerobios varfan en su requerimientos nutricionales y en su sensibilidad al oxige-
no, por lo que una apropiada coleccién, cultivo e incubacién es vital para su recuperacién.
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Principios generales
Seleccidon y coleccion de los especimenes clinicos

Las muestras naturalmente contaminadas no son adecuadas para la bisqueda de
bacterias anaerobias, salvo ciertos especimenes, como por ejemplo, heces para la bis-
queda de Clostridium difficile en caso de sospecha de colitis pseudomembranosa o dia-

rrea asociada al consumo de antibidticos. (9)

TABLA 29. Aislamiento de bacterias anaerobias en pacientes

E}' »n o ‘g o) % .
2 < §SE| S5 | &
e g § S EES | =3 g
Q S = g 8| S S 25 i
O S = 5 = | AT S 5 g
Q -~ = =] <] ) s S R ~ o~ -
i & 2 |8 g =28 £3 S
= S 2 & S a &3 2
3 = © 8 = N &
9 < R
& @) i S & =Y
Sangre 1 1 2 1 0 1
LCR 2 1 1 2 0 1
Cabeza y cuello 3. 1 1 3 0 3
Toracica 2 1 1 3 0 3
Abdominal 3 3 3 1 1 1
Gineco-obstétrica 3 2 1 1 2 1
Piel y tejidos blandos 2 1 2 2 1 1
0: Ninguno
1: Raro (1% - 33%)
2: Comun (34% - 66%)
3: Muy comiin (67% - 100%)

Las muestras provenientes de sitios normalmente estériles obtenidas por puncién,
previa asepsia de la piel, son las méds convenientes. (9)

158 | MANUAL PRACTICO DE BAGTERIOLOGIA CLINICA



12 | Beatriz Nieves

En caso de infecciones de las vias urinarias, la orina debe obtenerse por pun-
cién suprapubica, en caso de infecciones del tracto respiratorio inferior, la aspiracion
transtraqueal o puncién pulmonar es la forma mdés adecuada para obtener la muestra
(Tabla 30) (1, 5, 10).

TABLA 30. Coleccion de especimenes

Apropiadas No apropiadas
¢ Biopsia de tejidos obtenidos quirdrgicamente. e Hisopado nasal, nasofaringeo
e Aspirado pulmonar e Esputo expectorado
e Liquido articular * Lavado broncoalveolar
e Liquido peritoneal * Contenido géstrico
¢ Contenido de abscesos e Heces, excepto para bisqueda de C. difficile, C.
perfringens

e Orina colectada por aspiracién supraptbica.
e Orina emitida por miccién o cateterizada

e Hisopado vaginal, uretral cervical.

e Cualquier material adyacente a una membrana
mucosa que no haya sido apropiadamente des-
contaminada.

Transporte

Un medio de transporte 6ptimo debe contrarrestar los efectos ambientales letales
para las bacterias anaerobias, tales como, oxigeno molecular, temperaturas bajas, pH
elevado, sobrecrecimiento de bacterias aerobias o facultativas.

Cuando la muestra se va a procesar de inmediato, luego de su coleccion, se puede
transportar en la misma jeringa, expulsando previamente el aire contenido en ella.

En el mercado existen envases especiales que contienen una mezcla de gases libres
de oxigeno. En caso de muestras coleccionadas con hisopos, el medio de transporte pre-
reducido soporta la viabilidad de los anaerobios por unas pocas horas (9 ).

Cultivo

Para el cultivo de muestras donde se sospeche la participacién de flora bacteriana
mixta, tanto anaerobia como facultativa, se recomienda el uso de medios de cultivo no
selectivos y selectivos. Como agar base se emplea agar Schaedler, agar Brucella, agar
Wilkins Chalgren, agar CDC. (8, 9)

Dichos medios pueden hacerse selectivos con la incorporacién de ciertas sustan-
cias como kanamicina, gentamicina, feniletilalcohol, vancomicina, dcido nalidixico,
entre otras. (9)
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Las férmulas comerciales de algunas de estas bases contienen vitamina K y hemina,
cofactores necesarios para el crecimiento de algunos anaerobios gramnegativos de los
géneros Prevotella y Porphyromonas. (7, 8)

Cabe destacar que existen también bases comerciales especiales para el aislamiento
de ciertos anaerobios como C. penfringens, C difficile y especies del grupo Bacteroides
fragilis.

Los medios se deben incubar bajo condiciones anaerébicas utilizando sobres gene-
radores de CO, e H,, durante 5-7 dias a 36 °C.

Ciertos anaerobios como C. difficile y C. perfringens son de crecimiento rdpido, por
lo que los medios especiales para estos gérmenes se pueden inspeccionar a las 24—48
horas (Tabla 31). (8, 9)

TABLA 31. Medios de cultivos selectivos

Medio Uso
o Agar bilis esculina e Aislamiento grupo B. fragilis.
e Agar sangre* feniletil alcohol e Aislamiento de anaerobios Gram positivos y negativos.
e Agar sangre* Kanamicina vancomicina e Aislamiento de anaerobios Gram negativos
e Cicloserina cefoxitin yema de huevo. e Aislamiento de C difficile.
e Agar sulfito polimixina sulfadiazina yema | ¢ Aislamiento de C. perfringens
de huevo.

* Con cualquiera de las bases mencionadas anteriormente: Agar Schaedler, Agar CDC, Agar Wilkin
Shaedler, Agar Brucella.

Aislamiento primario e identificacion (9)

e (Caracteristicas macro y microscépicas de las colonias. En la Tabla 32 se muestran
algunas caracteristicas ttiles en la identificacién de algunas bacterias anaerobias.

e Subcultivos en caldo carne picada u otro caldo especial que soporte el crecimiento,
como caldo tioglicolato, caldo Schaedler, caldo Wilkins Chalgren.

e Control anaerébico del crecimiento en caldo y coloracién de Gram del extendido
para verificar pureza.

e Identificacién bioquimica
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Caracteristicas

Identificacién posible

Corroe el agar.

Pigmentacién negra.

Fluorescencia roja brillante.

Fluorescencia azul.

Doble zona de hemoélisis

“Huevo Frito”

“Enverdece el agar”

Grandes con bordes irregulares

“Cabeza de medusa”

“ Diente molar”

“Migas de pan”

Crecimiento extendido (Swarming)

Grupo Bacteroides

urealyticus

Porphyromonas, Prevotella

Prevotella intermedia, P. loeschii

Fusobacterium sp.

Clostridium perfringens

Fusobacterium varium.

Fusobacterium spp.

Clostridium spp.

Clostridium septicum

Actinomyces spp.

Fusobacterium nucleatum

Clostridium

Método convencional: Galeria de medios diferenciales que ponen en evidencia la

capacidad de microorganismos para utilizar carbohidratos, licuar la gelatina, producir

indol y ureasa, reducir los nitratos, hidrolizar la esculina, crecer en bilis al 20 %, produ-

cir lecitinasa o lipasa, entre otras, son las mds utilizadas. En las tablas 34 y 35 se mues-

tran las pruebas diferenciales para el nivel Iy II de identificacién de bacterias anaerobias

Gram negativas y Gram positivas, respectivamente.

MANUAL PRACTICO DE BAGTERIOLOGIA CLINICA | 161



PRACTICA 12 | Diagndéstico microbioldgico de las infecciones por bacterias anaerobias

Métodos bioquimicos rapidos miniaturizados: API 20: utiliza 20 sustratos: 15 car-
bohidratos, trea, gelatina, esculina, medio para detectar indol.

Requiere incubacién anaerébica durante 48 horas.

Métodos enzimaticos: RAPID ID32 detecta enzimas preformadas en unas pocas ho-
ras después de la inoculacidn, se incuba aerébicamente. Al igual que el API, este sistema
posee como base de datos un libro codificado.

Identificacién por métodos moleculares: Se han utilizado sondas para la toxina
A en la identificacién de aislados de C. difficile, también se ha usado la PCR para am-
plificar el gen de la enterotoxina A de este microorganismo. Igualmente se ha aplicado
esta técnica en la deteccién de otros anaerobios, como P. gingivalis, Mobiluncus sp, B.
fragilis.(6, 11)

En la figura 26 se resumen los pasos a seguir para el aislamiento e identificacién de
bacterias anaerobias.

Dependiendo de la muestra

| ) ! ; |

v
Examen directo S-Sch-AN AS-Sch-ANV BE
(Crom) AS-Sch AS-Sch-A

‘ Incubacién anaerébica (3-7 dias) ‘

Aerotol i
l Colonias aisladas crotoerancia l

Gram
Incubacién
aerébica
Caldo carne o

caldo Schaedler

L.

Identificacion =~ <«——— Pruebas bioquimicas

Figura 26. Aislamiento e identificacién de bacterias anaerobias
El diagnéstico de las infecciones anaerébicas se puede predecir por el reconoci-

miento de ciertos signos clinicos, los cuales se resumen en la tabla 33. Aunque mucho
de estos indicios no son especificos, la presencia de mds de uno de ellos en un paciente
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puede ser sugestivo de una infeccién anaerdbica. Las condiciones predisponentes e in-
dicios bacteriolégicos alertaran al clinico, quien puede entonces, verificar la naturaleza
del patégeno y la extensién de la infeccién.

TABLA 33. Indicios clinicos que sugieren una infeccion anaeroébica

¢ Infeccion adyacente a una superficie mucosa.

e Mal olor de la lesién o secrecién.

¢ Tejido necrotico gangrenoso, gas, formacién de absceso.

¢ Bacteremia o endocarditis sin crecimiento en hemocultivos aerébicos.

e Infeccién relacionada con el uso de antibidticos efectivos solo contra aerobios (ej. ceftazidima,
aminoglucdsidos).

¢ Infeccién relacionada con tumores.

e Tromboflebitis séptica.

¢ Infeccién seguida a mordeduras animal o humana.
e “Gréanulos de azufre” en la secrecion.

¢ Condicién clinica que predispone a una infeccién anaerébica (Ej. amnionitis maternal, perfora-
cion del intestino)

Un ndmero de hallazgos bacteriolégicos son también sugestivos de infeccién anae-
rébica, los cuales se resumen en la Tabla 34. Casi todas las infecciones anaerdbicas se
originan de la propia microflora del paciente.

TABLA 34. Hallazgos bacteriolégicos que sugieren una infeccion anaerébica

e Cultivos aerdbicos negativos de microorganismos vistos en la tincién de Gram del material original
e Morfologia tipica para anaerobios en la tincién de Gram.

e Crecimiento anaerébico en medios que contienen antibiéticos que inhiben aerobios

e Crecimiento negativo en cultivos bacteriolégicos de rutina

¢ Crecimiento positivo en zona anaerdbica de medios liquidos

¢ Gas, mal olor en la muestra o cultivo anaerébico

¢ Caracteristicas de las colonias en cultivo anaerébico
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Secuencia de la identificacion de bacterias anaerobias

1. Extensiones del espécimen clinico tefiidos con la coloracién de Gram.
1.1. Celularidad y presencia del polimorfonucleares (PMN).
1.2. Presencia de flora bacteriana, morfotipos y abundancia.

Reporte al clinico informando estos datos

2. Identificacién presuntiva (I y II Nivel)(Tablas 35 y 36).
2.1. Caracteristicas morfolégicas de las colonias aisladas.
2.2. Resultados del Gram hecho a las colonias.
2.3. Efecto selectivo de algunos antibiéticos (kanamicina, colistin, vancomicina
entre otros) sobre el crecimiento bacteriano.

Reporte al clinico informando género probable (Anexo 2)
3. Identificacién definitiva (III Nivel)
a) Pruebas de fermentacion.

b) Produccién de catabolitos: Indol, H2S, Nitritos, Hidrélisis de gelatina, de la esculina, etc.
c¢) Deteccién de productos terminales de fermentacién por cromatografia de gases.
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Reporte al clinico informando género o especie identificada (Anexo 2)

TABLA 35. Nivel | de identificacion de grupo y especies de

organismos anaerobios Gram negativos.

o =
- 18 |8 |2 |5.]2 .
= = g=i =) SR - o]
52?8 B|S |58|E | |z |& |B |§ |2
Microorganismo £ | E E g Elg |€%|E g < | = g g | =
2 o|lSw|F |ES|E z |8 |3 |5 |5 |8
= =g “|l=2 |BE| 3 z (&) = =
= ) « =) o = = 2
P > o |5 &
S ]
~
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Grupo B. urealyticus - S R S S + + - -+ - \Y% \Y%
B. gracilis - S R S \Y% + + - - - - -
B. urealyticus - S R S S + + - -+ - + -
Wolinella /
Campylobacter i S R S S + + i i i . +
Bilophila sp. - S R S R - + - + - -+ -
Fusobacterium sp. - S R S \% - - \% - \Y% -+ -
F. necrophorum - S R S SR - - + - + - -
F. nucleatum - S R S S - - - - - - R
F. mortiferum/varium - S R S R - - -+ - -+ - -
Porphyromonas sp. + R S R S - - - - - - -
Prfavotella sp. . R R v S ) ) v i v ) )
Pigmentada
P. intermedia + R R S S - - + - + - -
Otras Prevotella sp. - R R A% S - -+ -+ -+ -+ - -
Cocos gramnegativos - S R S S - \Y% \Y% \Y% - -
Veillonella sp. - S R S S - + - -+ -+ - -

R: Resistente; S: Sensible; V: Variable; F/F: Formato/Fumarato.
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TABLA 36. Nivel Il de identificacion de grupo y especies de

organismos anaerobios Gram positivos
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C. difficile B |+|S| s |R - - - - +
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C: Cocos; CB: Cocobacilos; B: Bacilos; V: Variable; S: Sensible; R: Resistente; CCFA: cicloserina cefoxitin

fructosa agar; SPS: Sodio Polianetol sulfonato.

m Actividad practica

Materiales

e (Cultivo primario de una muestra proveniente de una paciente con infeccién periodontal
inoculada en agar sangre base Schaedler.

e (Cultivo primario de una muestra proveniente de un paciente con una infeccién abdominal
inoculada en agar sangre Schaedler selectivo y en agar bilis esculina

e Coloracién de Gram.

e Pruebas bioquimicas y reactivos para la lectura.

e (Cultivo en agar sangre base agar Schaedler de especies conocidas de anaerobios.
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Procedimiento

Inspeccione y anote las caracteristicas morfolégicas y microscépicas de las distin-
tas colonias desarrolladas en el cultivo primario.

Caracteristicas de cultivo

Caracteristicas microscépicas

QOOC

Inspeccione y anote las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las cepas
en estudio crecidas en agar sangre.

Caracteristicas microscépicas

QOOC
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Caracteristicas macroscopicas

Siga las instrucciones del profesor, proceda a la lectura de las pruebas bioquimicas
de las cepas en estudio. Registre los resultados.

Pruebas Resultados

Identificacion

Reporte de resultados (Anexo 2).
Autoevaluacion

Nombre, por los menos, 6 indicios clinicos que sugieren una infeccién anaerébica.
Nombre, por lo menos, 6 infecciones asociadas a bacterias anaerobias asociada fre-
cuentemente a infecciones en humanos

3. Describa, por lo menos, 4 géneros de bacterias anaerobias asociadas frecuentemente
a infecciones en humanos.

4. Nombre, por lo menos, 5 hallazgos bacteriolégicos sugestivos de una infeccién anaeré-
bica.
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Mencione las muestras adecuadas para el diagnéstico de una infeccién anaerébica
segln su localizacion

Nombre los medios selectivos y no selectivos para el aislamiento de bacterias anae-
robias, especificando su uso

Nombre los métodos utilizados para la identificacién de bacterias anaerobias, dé
ejemplos.

Mencione las precauciones a seguir para aislar con éxito bacterias anaerobias.
Describa las diferencias entre los procedimientos a seguir para el aislamiento de
bacterias aerobias y anaerobias.
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Anexo 1. Ficha de registro de datos

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
DPTO. DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
MICROBIOLOGIA CLINICA

Ne¢ Lab.:
Nombre y apellido: Edad: Sexo:
Procedencia: N¢ de historia: Servicio:
Fecha de toma de muestra: Tipo de muestra:
Examen solicitado: Diagnéstico:
Resumen de la historia clinica:
Recibe antibiéticos: Especifique droga y dltima dosis:

Tiene cultivo anterior:

Especifique tipo de muestra y resultado:

Observaciones:

Medico solicitante: Firma:
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Anexo 2. Reporte de resultados

Anexos

Nombre y apellidos:

Fecha de toma de muestra:

Fecha de emision:

Tipo de muestra:

Examen realizado:

Examen directo (técnica utilizada):

Médico tratante:

Cultivo:

Antibiograma:

Observaciones:

Firma y sello
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Anexo 3. Esquema de identificacién de cocos grampositivos

Cocos grampositivos

Prueba Catalasa
clave
Positiva Negativa
Disposicién al
Gram
Racimos Cadenas o pares
Staphylococcus Streptococcus y Enterococcus
Hem:
Identificion
Anexo 4y5 | | |
o p Y
S. pneumoniae S. pyogenes S. grupo viridans
S. grupo D S. grupo B,CF.G Enterococcus sp.
S. grupo viridans Enterococcus sp. Otros Streptococcus
Enterococcus sp.

Identificacién Identificacién Identificacion
Anexos 6y 9 Anexos 7y 8 Anexo 10
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Anexo 4. Esquema de identificacion de Staphylococcus aureus

Cocos grampositivos
Catalasa positivo

Staphylococcus
Micrococcus
Bacitracina
0.04U
O/F glucosa
|
Sensible (>=10mm) Resistente (<« 10mm)
Oxida glucosa Fermenta la glucosa
Micrococcus Staphylococcus
Coagulasa
[ |
Positiva Negativa
S. aureus Staphylococcus

coagulasa-negativa

Identificacién
Anexo 5
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Anexos

Anexo 6. Esquema de identificacion de Streptococcus pneumoniae

| Muestra clinica |

Cultivo: Frotis directo coloreado con
Agar sangre de carnero 5%, agar Gram: Cocos grampositivos
chocolate. asociados a leucocitos PMN
Incubar 36°C x 18-24 h, en
microaerofilia

Colonias aisladas:
Lisas, pequeiias,
redondas, mucoides,
transparente,
brillantes

o-hemoliticas

v
v

Coloracién de Gram: l l
Cocos Gram positivos Optoquina

en cadenas cortas o | Solubilidad en bilis |
pares / \ / \
T
Prueba de la catalasa:

v

Negativa
- Positiva

- — Enterococcus sp.
Hld'r(?llsls de‘ PYR Streptococcus grupo D
B111§= Esculina — Streptococcus grupo
Tolerancia a NaCl 6,5 % viridans

176 | MANUAL PRACTICO DE BAGTERIOLOGIA CLINICA



Anexos

Anexo 7. Esquema de identificacion de Streptococcus pyogenes

Cocos grampositivos
Catalasa positivo

Hemdlisis en agar sangre

B - hemolitico

Streptococcus

Enterococcus

Bacitracina
0,04 U
Sensible Resistente

Diagnéstico presuntivo Streptococcus grupo B, G, D, F, G
Streptococcus grupo A Enterococcus sp.

Pruebas diferenciales
(Anexo 8)

Diagnéstico confirmatorio
Aglutinacién con
particulas de latex.
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Anexos

Anexo 8. Identificacion de cocos grampositivos, catalasa negativa,

R-hemoliticos

. . Hidrélisis Bilis | Des-en

Microorganismo | A SXT | CAMP . PYR . NaCl
del hipurato Esculina
6,5%

Streptococcus N R i 3 + i )
Grupo A
Streptococcus R R + + ) ) )
Grupo B
Streptococcus v S i i i ) i
Grupo C,F,G
Enterococcus R R - \Y + + +
A = Taxo de bacitracina de 0.04U; Des. Desarrollo; + = reaccién positiva; - = reaccién

negativa; S = sensible; R = resistente; V = variable; SXT = trimetropina-sulfametoxazole;

PYR = pirrolidonil-betanaftilamida.

Tomado de: Koneman y col., 1999.
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Anexos

Anexo 9. Identificacion de cocos grampositivos, catalasa negativa,
o -hemoliticos.

Microorganismo | O° SOIqulfi?d Blh.s NaCl 6,5% | PYR
en bilis Esculina
S. pneumoniae S + - - -
+ + +
Enterococus sp. R -
- + - -
Streptococcus
R
grupo D
Streptococcus R - \Y - -
grupo viridans*
O = optoquina; + = positivo; - = negativo; V = variable;

@ = sembrar en placas de agar sangre con un hisopo estéril en cuatro direcciones,
en un cuadrante de la placa y colocar el taxo de optoquina (P), incubar a 37°C en
microaerofilia durante 18 a 24 h. S = sensible (halo > 14 min); R = resistente (crecimien-
to no inhibido alrededor del disco y halo < 14 min);

b = Sembrar en placas de agar sangre después de la incubacién respectiva, agregar una
gota de desoxicolato de sodio al 2%. Lectura 30’ (positivo = hidrélisis de colonias
donde se agreg6 el reactivo; negativo = no se observa cambio en el crecimiento.); PYR
= pirrolidonil-betanaftilamida.
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Anexo 10. Identificacion de cocos grampositivos, catalasa negativa,

Y-hemoliticos

Microorganismo Blh.s NaCl 6,5 %
esculina
Enterococus sp. + +
Streptococcus
+ -
grupo D

Otros Streptococcus

+ = positivo; - = negativo.

Anexo 11. Esquema de identificacion de cocos gramnegativos

Cocos
gramnegativos

Oxidasa

Positiva

Neisseria y Moraxella

Identificacién
Anexos 12,13y 14
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Anexo 12. Esquema de identificacion de Ne/sseria gonorrhoeae

Agar Thayer Martin o
Agar Chocolate

Incubacién a 36°C, 6% CO,, cdmara htiimeda x 48 h.

Colonias pequeiias, grises, brillantes.

Gram
Diplococos gramnegativos

Oxidasa
Positiva

Utilizaciéon de

carbohidratos

Glucosa (+)
Maltosa (-)
Lactosa (-)

Sacarosa (-)

Neisseria gonorrhoeae

Anexos

Determinacién de beta-lactamasa
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Anexos

Anexo 13. Identificacion de cocos gramnegativos

o
o @
b c:s = g o
2 g % @ < o g S 2
e 9 2 8 o % = Z 9 =
. . Q = &} I ks Z E g =
Microorganismo | = < = S S = < | 2F
@) p= = N — o} D o
3 (27
N. gonorrhoeae + - - - - - - -
N. meningitidis + + - - - - - R
M. catarrhalis - - - - - + + +
+ = positivo; - = negativo; AN = agar nutriente. Para los azicares se utiliza el agar CTA.
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Anexos

Anexo 14. Identificacion de Moraxella catarrhalis

Prueba Reaccion
Morfologia y reaccién al Gram Diplococos gramnegativos
Catalasa +
Oxidasa +
Motilidad -
Desarrollo en agar nutritivo +

Produccién de 4cido a partir de:
Glucosa -
Lactosa -
Maltosa -
Sacarosa -

DNasa +

Butirato-esterasa +

[ - galactosidasa -

Tomado de: Koneman y col., 1999.
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Anexo 15. Esquema de ident
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Anexos

Anexo 16. Esquema general para identificacion de algunos bacilos
gramnegativos no exigentes (BGNNE)

Bacilos gramnegativos

I
Crecimiento en MK, XLD, SS

Lact + Lact - Lact - Lact -
H,S - H,S + H,S -
Oxi + Oxi + Oxi -
H,S + H,S - l | |
| O/F glucosa O/F glucosa O/F glucosa
Oxi Oxi T T
| - + - + + -
- + + 4 1,2, 41 1 5,6 4
S 1,3 3,6 6.1
(3.2)
| l |
0/129 Inositol Nitratos - Nitritos
R S - +
1 3 13,6, 2 * )
(3.2) 5 6.1
NaCL 0 %
1 Aeromonas T
2 Plesiomonas shigelloides [ ] S
3 Vibrios no haléfilos _ + acarosa
3.1 Vibrio cholerae 1
3.2 Vibrio mimicus 6 3 |
4 Bacilo gramnegativo no | I l
fermentador de glucosa - +
4.1 Shewanella sp. 0/129
. 3,2 3.1
5 Enterobacteriaceae
6 Vibrios haléfilos |
6.1 Vibrio metschnikovii B
R S Serologia
Lact: Fermentacién de lactosa 01y 0139
Oxi: Oxidasa 1 3
O/F: Oxidacién/Fermentacién
H,S: Sulfuro de hidrégeno . .
S: Sensible Tomado y modificado de: Vizcaya y col., 1994.

R: Resistente
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tes (BGNNE)
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Anexos

Anexo 18. Identificacion de las especies de Aeromonas consideradas
de importancia clinica

g
E
= S |5 | = | =
S8 S les| & B o
e S = S | 55| T e S
Caracteristica = 3 — SIS g = S
B = T ol =~ )
= S SIS . @ <
< S| < <
<
Indol + + + +
Gas de glucosa + - + + + - +
Arginina N N N N N ] .
dihidrolasa
Decarboxilacién
de:

. + - + + + - +
Lisina ) i i )
Ornitina
Voges-Proskauer + - + + + + -
Acido de:

L-arabinosa + + - - - - ;
Lactosa - + - - ND - ND
Sacarosa + + + + - - -
Inositol - - - - - - -
D-manitol + + + + - - +
Salicina + + - + - - -
Celobiosa \Y% + \% \Y - - +
Hidrd6lisis de
. + + - + - - -

Esculina
Beta hemodlisis en N i N N N v v
sangre de carnero
Sensibilidad a:
Cefalotina - - + + - + -
Ampicilina - - - - - - +
Susceptibilidad a
0/129

10 pg - - - - - - -

150 pg - - - - - - -

+: Positivo; -: Negativo; V:Variable; ND: dato no disponible;
bv: biovariedad

Tomado de: Castro y col., 2003.
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Anexos

Anexo 20. Diferenciacion entre biotipos de Vibrio cholerae

Prueba Biotipo
Clasico El Tor
Betahemodlisis en agar sangre de carnero - +
Prueba CAMP - +
Prueba de Voges-Proskauer - +
Aglutinacién de eritrocitos de pollo - +
Sensibilidad a 50 U de Polimixina B S R
Sensibilidad al fago IV S R

R: Resistente; S: Sensible; - : Prueba negativa; + : Prueba positiva.
Tomado de: Koneman y col., 1999.

Anexo 21. Identificacion de Arcanobacterium haemolyticum

Nombre de la prueba Reaccion
Morfologia y reaccién al Bacilos grampositivos
Gram
Hem6lisis Beta
Catalasa -

CAMP reverso +

Hidrd6lisis de la Esculina -

Reduccion de nitratos -

DNAsa

Glucosa

+
+
Maltosa +
\%

Sucrosa

Manitol N

Xilosa -

Ureasa -

+: positivo; -: negativo; V: variable
Tomado de: Koneman y col., 1999; Lopardo y col., 1999.
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de Haemophilus influenzae

.z

iricacion

Anexo 22. Esquema de ident
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Anexos

Anexo 23. Caracteristicas de las especies de Haemophilus aisladas del
ser humano
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Anexos

Anexo 24. Procedimiento para el diagnéstico microbioloégico
de la difteria

Muestra: Pseudomembrana
exudado faringeo o nasofaringeo

l N :
ﬂ

Incubar 36 °C
por 4-8 h

Gram Coloracién de
Léeffler Incubar a 36 °C

por 18-48 h
en microaerofilia l
(& % % Estudio macroscépico Colonias gris-negras Coloracién de

1 loni hal 6
i de las colonias con halo marrén de Loffler
Predominio de bacilos Bacilos con granulos i
fusiformes y espiroquetas metacromaticos con
disposicién difteroide Gram y
Catalasa .
Negativo Positivo

| e
Diagnéstico presuntivo Diagnéstico presuntivo l
de angina de Vincent  de especies de Corynebacterium

Incubar a 36 °C l Reincubar

8-12 h 18 h
» Coloracion de Liffler

» Pruebas bioquimicas
l » Pruebas bioquimicas

» ATP

Enviar a laboratorio
de referencia

ATP = Agar telurito de potasio; ML = Medio de l6ffler.
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Anexo 25. Esquema de identificacion de Bordetella pertussis

Muestra: hisopado o
aspirado nasofaringeo.

Examen directo

Inmunofluorescencia directa

Cultivo
- Agar Bordet-Gengou
- Agar Regan-Lowe
(selectivos y no selectivos)

Incubacién 36°C,
cdmara hiimeda, 4-5 dias.

Colonias pequeiias, gris,
perla, elevadas como gotas
de mercurio.

Gram
Bacilos cortos
gramnegativos

Pruebas presuntivas
Catalasa V

Oxidasa +
Motilidad -

Ureasa -

Citrato -
Reduccién de
nitratos -

Prueba confirmatoria
Prueba de aglutinacién con
anticuerpos fluorescentes
anti-Bordetella pertussis.

Anexos
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Anexos

Anexo 26. Esquema de identificacion de Legionella sp.

Muestra clinica*

Cultivo: Frotis directo coloreado
Agar BCYE con Gram: bacilos
Caldo extracto de levadura gramnegativos
Incubar 35-37°C x 24-48 h, en
microaerofilia

}

Colonias aisladas: - -
blanco-grisdceas a Licuefaccién de

verdes azuladas, gelatina ‘
e brillantes, Inmunofluorescencia

convexas,
circulares

Coloracién de Diagnéstico serolégico
Gram:
— Cocobacﬂps
Gramnegativos
pleomérficos

* Cuando se sospecha de la enfermedad
de los legionarios las muestras deben ser
procesadas en campana de seguridad
biolégica clase II

Prueba de la oxidasa:
> Variable

Prueba de la catalasa:
> Positiva (débil)

Produccion de
pigmento
fluorescente
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tuberculosis

de Mycobacterium

.z

imcacion

Anexo 27. Esquema de ident
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Anexos

Anexo 28. Identificacion de Gardnerella vaginalis

Prueba Resultado
Morfologia y reaccién al Cocobacilos gramvariable
Gram
Hemolisis [3- hemolitico
Oxidasa -
Catalasa -
Hidrélisis del hipurato +
Hidrélisis del almidén +
Glucosa +
Maltosa +
Sacarosa +
Manitol -

Inhibicién con:
Metronidazol (50ug)
Trimetroprim (5 ug) Sensible
Sulfonamida (1ug)
Polianetol sulfonato

de sodio (SPS)

+: positivo; -: negativo
Tomado de: Koneman y col., 1999; Montiel y Lam, 2001.
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Glosario

A/A: Acido/Acido, Fermentacién de lactosa y glucosa
AMK: Agar MacConkey

AMS: Agar manitol salado

AMT: Amplificacién mediada por transcriptasa
AN: Agar nutritivo

APA: Agua peptonada alcalina

AS: Agar sangre

AS-Sch: Agar sangre base Schaedler

ATM: Agar Thayer-Martin

ATP: Agar telurito de potasio

AYH: Agar yema de huevo

BHI: Infusién cerebro corazén

BE: Agar bilis-esculina

CH: Agar chocolate

CIN: Agar Cefsulodin-Irgasan-Novobiocina
CLED: Agar cistina-lactosa-electrolito-deficiente
DIU: Dispositivo intrauterino

DNA-AMP: Agar DNA-ampicilina

EIA: Enzimoinmunoandlisis

IFD: Inmunofluorescencia directa

ITRS: Infecciones del tracto respiratorio superior
K/A: Alcalino/Acido, no fermenta la lactosa/fermentacién de la glucosa
MH: Mueller Hinton

MIO: Agar motilidad-indol-ornitina

ML: Medio Léeffler

LCR: Liquido cefalorraquideo

LIA: Agar Lisina hierro

PM: Agar Preston modificado

PMN: Polimorfonucleares

PYR: L-pirrodil-beta-naftilamida

RCP: Reaccién en cadena de la polimerasa



Glosario

RCL: Reaccién en cadena de la ligasa

SNC: Sistema nervioso central

SS: Agar Shigella-Salmonella

SSF: Solucioén salina fisiolégica

SXT: Trimetoprim sulfametoxazol

TA: Temperatura ambiente

TCBS: Agar Tiosulfato-citrato sales biliares
TH: Caldo Tood Hewitt

TR: Tracto respiratorio

TRI: Tracto respiratorio inferior

TRS: Tracto respiratorio superior

TS: Agar tripticasa soya

UNG: Uretritis no gonocoécica

VB: Vaginosis bacteriana

VHS: Virus herpes simple

VPH: Virus papiloma humano

XLD: Agar xilosa-lisina-desoxicolato de sodio
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