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			Los editores y colaboradores presentan temas de actualidad en los cuales los procedimientos y la dosificación de los medicamentos están tomados de las recomendaciones actuales que aparecen en la literatura universal. Por lo tanto, ante los posibles errores humanos o cambios en la medicina, ni los editores ni los colaboradores ni cualquier otra persona que haya participado en la preparación de esta obra garantiza que la información contenida en ella sea precisa o completa, y tampoco son responsables de los posibles errores u omisiones de resultados con la información obtenida. Sería recomendable recurrir a otras fuentes de información para tener certeza de que la misma en este escrito es precisa.


			Esto es de particular importancia en relación a los fármacos nuevos o de uso no frecuente. Sería recomendable también consultar a las empresas farmacéuticas para conseguir información adicional si es necesario.
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			Las características propias de un tema complejo como Microbiología y a su vez, la intención por articular esta información con el diario vivir en la unidad de cuidado intensivo, es un ejercicio complejo y extenso, adicionándole a este intento la accesibilidad y comprensión de la información por parte de todo el personal que se encuentra involucrado en la toma de decisiones clínicas.


			La experiencia muestra que la información emitida por el laboratorio de microbiología no es comprendida por completo por el interlocutor final del ciclo, esto probablemente por que no se planteó desde el inicio de la práctica clínica la necesidad de integrar el conocimiento teórico con el conocimiento práctico, razón por lo cual es necesario articular de forma fácil, comprensible y segura la información suministrada por el laboratorio y la aplicabilidad de la misma por el personal de la unidad de cuidado intensivo. Por lo anterior, la generación de grupos multidisciplinarios en beneficio de la atención y pensando en optimizar la información, debe ser una práctica cotidiana que obligue a pensar al personal asistencial que si algún eslabón de esta cadena se desconecta y los conceptos no son aplicados de forma oportuna y segura en la práctica diaria, llevamos a fracasos terapéuticos y de por sí a prolongar la estancia de los pacientes en la unidad de cuidado intensivo, guíando al paciente a la activación de una cascada de comorbilidades innecesarias que finalmente son atribuidas a los cuidados de la salud.


			Este libro pretende integrar de forma clara la práctica de la microbiología y su aplicación en la unidad de cuidado intensivo, entrelazando dos disciplinas con un solo objetivo: la seguridad del paciente. 


			Cuenta con cinco secciones que dan un paseo de profundización por los conocimientos de la microbiología, que debe tener todo profesional que labora en cuidado intensivo. El libro va orientado a los profesionales en medicina, enfermería y bacteriología. Inicia con las bases del conocimiento microbiológico, ofreciendo información primordial acerca de cómo se estructura el laboratorio de microbiología, como tomar una muestra de modo adecuado y luego qué hacer con las muestras tomadas. 


			En la sección dos, se entra a la descripción microbiológica de los gérmenes en cuidado intensivo. Se presentan conocimientos valiosos en dos niveles de profundidad en multirresistencia e interpretación del antibiograma, terminando con una completa descripción de las biopelículas. Luego se presentan de modo separado cada uno de los antibióticos disponibles en nuestro continente, presentados en una estructura didáctica que le garantiza el aprendizaje de los antimicrobianos. 


			La sección cuatro está dedicada a los hongos; describiendo cada uno de los grupos que conforman esta familia terapeútica y rematando con las generalidades del tratamiento de las infecciones micóticas y las enfermedades invasoras fúngicas en el ambiente del cuidado crítico. 


			El libro termina presentando información valiosa y actual sobre el “gerenciamiento” de los antibióticos, la utilidad de desescalar, las particularidades del paciente con SIDA y por último, hay una sección educativa sobre antibiogramas. El lector podrá practicar sus conocimientos dado que encontrará antibiogramas reales y su respectivo resultado y análisis.


			Los editores esperamos que el libro contribuya al desarrollo del conocimiento en el área de las infecciones y la microbiología aplicada al paciente en cuidado intensivo, logrando actuar sobre la evolución de las enfermedades y su etiología. 


		




		

			[image: ]






[image: ]






			La necesidad de descubrir un agente etiológico trae consigo diversos pasos en un proceso que usualmente se encuentra claramente definido, pero pocos tienen este conocimiento y no entienden su importancia y aplicabilidad cotidiana.


			El laboratorio de microbiología no solo genera reportes de S (Sensible), I (Intermedio) y R (Resistente) acompañados de un número al que se le denomina MIC (concentración inhibitoria mínima); también genera resultados para la toma de decisión clínica inmediata como coloraciones realizadas directamente de la muestra, detección de antígenos del agente etiológico y detección de anticuerpos específicos en el huésped; todo este proceso tiene como antelación una logística cien por ciento integrada para que cada paso se realice en el lugar y en el tiempo adecuado, generando ayudas diagnósticas útiles para la toma de decisiones en la unidad de cuidado intensivo.


			Los laboratorios de microbiología, independiente de su nivel de complejidad y del avance tecnológico con el que cuenten, pretenden generar resultados de pruebas que conlleven a comprender, interpretar, integrar y aplicar en un reporte los procesos que se llevan a cabo para la generación de este. 


			Una de las primicias y de las necesidades actuales de la medicina en cuidado crítico es la oportunidad en la recepción del reporte de microbiología con el fin de desencadenar la cascada de decisiones por parte del intensivista; por esto, día a día los laboratorios de microbiología cuentan con innovación tecnológica que va desde la automatización de la coloración de Gram, pasando por incubadoras inteligentes, hasta llegar al módulo de lectura de cultivos totalmente automatizado. Todo esto con dos objetivos: 


			1.	Optimizar tiempos de respuesta, plasmándose en escalonamiento o desescalonamiento oportuno del antibiótico que se ve reflejado en la disminución de fenotipos resistentes. 


			2.	La liberación de tiempo de la bacterióloga para el análisis del resultado y la interacción multidisciplinaria en pro de la seguridad del paciente.


			De la calidad de la muestra depende la veracidad del resultado a reportar. Dentro de los aspectos fundamentales para el inicio del procesamiento de una muestra y que son necesarios para realizar la correlación clínica son:


			1.	Sitio anatómico de la toma de muestra


			2.	Hora de la toma de muestra


			3.	Antibioticoterapia previa a la toma de la muestra


			4.	Medicamentos inmunosupresores


			5.	Diagnóstico


			6.	Exámenes a procesar.


			A continuación, una breve descripción de cada parámetro:


			1.	Sitio anatómico: este parámetro confiere información útil para el procesamiento de la muestra y la correlación de los resultados, con el fin de poder discernir entre flora normal o flora patógena, teniendo en cuenta el estado inmunológico del paciente, pues no es lo mismo aislar flora normal de un paciente inmunocompetetente y aislar flora normal en un paciente inmunosuprimido.


			2.	Hora de la toma de muestra: este dato es útil para llevar la trazabilidad completa del tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y el procesamiento de este, parámetro muy importante en los cultivos de gérmenes aerobios y anaerobios, pues en el primero, si transcurren muchas horas entre la toma y la siembra los microorganismos presentes se multiplicarán y no sabremos si el recuento era o no elevado; y en el segundo, los microorganismos anaerobios al ser lábiles al oxígeno al que se encuentran expuestos podrían morir y no recuperarse.


			3.	Antibioticoterapia previa a la toma de muestra: la importancia de tener este dato radica en la correlación que se realiza en el momento de la lectura de los cultivos, pues el crecimiento del microorganismo se ve inhibido y puede tardar más de lo usual, creando falsas lecturas de negatividad del cultivo. Adicionalmente, el tener esta información hace que el laboratorio testee la susceptibilidad al antibiótico con el que está siendo tratado el paciente.


			4.	Medicamentos inmunosupresores: es importante tener conocimiento de los medicamentos inmunosupresores con los que se encuentra el paciente, pues de esto depende que el personal del laboratorio clasifique la relevancia del aislamiento obtenido en la muestra analizada.


			5.	Diagnóstico: existen microorganismos que son característicos de infección en sitios específicos del cuerpo humano, los cuales se asocian a ciertos diagnósticos, si el personal del laboratorio tiene este dato en el momento de la lectura del cultivo se busca específicamente el microorganismo que se encuentra asociado al diagnóstico.


			6.	Exámenes a procesar: cuando llega una muestra al laboratorio es necesario conocer qué exámenes requiere el clínico con el fin de garantizar un proceso eficiente y a su vez eliminar reprocesos, pues existen exámenes que se deben procesar en un tiempo estándar y no se recomiendan demoras en el procesamiento de las muestra por desconocimiento de los paraclínicos a procesar.






			Fase analítica


			Esta fase comprende el análisis de la muestra, teniendo en cuenta tres pilares fundamentales para el inicio de esta etapa del proceso:


			1.	Calidad de la muestra


			2.	Calidad de los insumos a utilizar


			3.	Experticia e idoneidad del personal de laboratorio.


			El personal del laboratorio debe tener la capacidad de tomar la decisión del proceso que le va a realizar a la muestra, teniendo en cuenta las indicaciones de la orden médica y los exámenes ordenados por el clínico, los cuales pueden ser:


			Tinciones básicas


			Dentro de estas se encuentra la coloración de Gram, coloración de Zielh Neelsen y coloración de Zielh Neelsen modificada. En la actualidad, la mayoría de los laboratorios realizan estas tinciones manualmente, teniendo estandarizado los tiempos de cada colorante:


			

					Coloración de gram: esta tinción consta de 4 reactivos básicos (violeta de Gram, lugol de Gram, alcohol cetona, fucsina de Gram); cada colorante cumple con una función especifica en los microorganismos que se encuentran presentes en la muestra. El principio de este tipo de tinción es la penetración del colorante en la pared celular de acuerdo a la cantidad de peptidoglicano de la célula, tiñendo de color morado los microorganismos Gram positivos y de color rosado los microorganismos Gram negativos; las levaduras se tiñen como Gram positivos.


					Coloración de Zielh Neelsen: esta coloración consta de 3 reactivos básicos (fucsina de Zielh Neelsen, alcohol ácido, azul de metileno). El principio de esta coloración se basa en la captación de la bacteria de la fucsina de Zielh Neelsen mientras se calienta la lámina; la finalidad de calentar la lámina es que las bacterias ácido alcohol resistente abran la membrana con el calor de la llama y permitan que el colorante penetre por la membrana celular, al dejar de calentar la lámina la membrana se cierra y no permite que el colorante salga de la célula; al adicionar el alcohol ácido, si el microorganismo no deja salir la fucsina de Zielh Neelsen es ácido alcohol resistente, si el microorganismo deja salir el colorante no lo es; luego, se agrega azul de metileno cuya función es dar un contraste, y al enfocar en el microscopio los microorganismos ácido alcohol resistentes se observarán de color rojo sobre un fondo de color azul.


			


			Existen equipos automatizados que realizan este tipo de coloraciones, y permiten estandarización en el procedimiento y liberación de tiempo del operador, así mismo la calidad de la coloración mejora en cuanto a la diferenciación rápida y segura de las estructuras observadas en el microscopio.


			Exámenes directos


			

					KOH (directo con hidróxido de potasio): el papel del hidróxido del potasio es romper la queratina de la célula permitiendo así la visualización de estructuras fúngicas en el microscopio. Esta tinción es sencilla de realizar, solo se pone la muestra en contacto con una gota del hidróxido de potasio, se deja actuar al reactivo y se observa al microscopio.


					Tinta china: este examen fresco consiste en poner en contacto la muestra con una gota de tinta china, cuyo papel es evidenciar la cápsula de los microorganismos que la tienen, entre estos se encuentra Criptococcus spp, Klebsiella pneumoniae, la cápsula de estos microorganismos no permite que la tinta china penetre, y permite evidenciar un halo blanco alrededor de los mismos.


			


			Cultivos para microorganismos no fastidiosos


			Para cultivar una muestra se tiene una gran variedad de medios de cultivos para lograr el aislamiento de microorganismos, los cuales van desde agares sólidos hasta semisólidos y líquidos.


			Medios de cultivo sólidos: son medios de cultivo dispuestos en cajas de petri, dentro de los más conocidos y más usados en el área de microbiología se encuentran:


			

					Agar sangre: este medio de cultivo se encuentra hecho de sangre de cordero, donde crecen cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos, levaduras, bacilos Gram positivos; el único microorganismo que no crece en este agar es el Haemophilus spp. 



					Agar chocolate: este medio de cultivo se encuentra fabricado a base de sangre de cordero, la única diferencia que tiene con el agar sangre es que en la preparación de este medio los glóbulos rojos se dejan estallar creando una hemólisis lo cual le proporciona el color característico café; en este medio de cultivo se pueden aislar cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos, levaduras, bacilos Gram positivos


					Agar MacConkey: este medio de cultivo es selectivo para bacilos Gram negativos, en este agar solo se recuperan este tipo de microorganismos


					Agar Salmonella Shigella (SS): este medio de cultivo es selectivo para microorganismos enteropatógenos como Salmonella y Shigella, este agar se utiliza como protocolo en la siembra de materia fecal y el aislamiento de este tipo de microorganismos.


					Agar Saboraud: este medio de cultivo es selectivo para el aislamiento de hongos, se encuentra preparado a base de antibióticos específicos que inhiben el crecimiento de los gérmenes comunes que acompañan la muestra de la cual se quiere recuperar el hongo.


					Agar Mycosel: este medio de cultivo es selectivo para el aislamiento de hongos, el principio y fundamento es similar al del agar Saboraud.


					Agar Ogawa Kudoh: este medio del cultivo es selectivo para el aislamiento de micobacterias tanto atípicas como del complejo M. tuberculosis.


			


			Actualmente existen más de 100 agares selectivos y cromogénicos los cuales se encuentran disponibles en el mercado, pero entre más específico el agar más costoso, es por esto que muchas instituciones solo trabajan con los agares primarios para el aislamiento de gérmenes comunes y de hongos.


			Medios de cultivo líquidos: estos comúnmente son llamados caldos de enriquecimiento, los cuales son utilizados como su nombre lo indica para lograr el aislamiento de aquellos gérmenes que por condiciones del huésped no se pueden recuperar en el medio sólido, como en los casos en los cuales el huésped se encuentra con antibioticoterapia en el momento de la toma de muestra y el germen no se encuentra en la capacidad de realizar una multiplicación optima en un medio sólido, y en los casos en los que la carga bacteriana de la muestra no es suficiente para la recuperación en las cajas de agar; el medio líquido proporciona los nutrientes necesarios para que la multiplicación sea más rápida, las muestras consideradas estériles deben ser sembradas en un medio de enriquecimiento a fin de asegurar la recuperación del microorganismo que se encuentre presente. Dentro de estos medios los más utilizados son el caldo de enriquecimiento BHI (infusión cerebro corazón) o tioglicolato, este último utilizado en el aislamiento de gérmenes anaerobios y aerobios.


			Botellas de hemocultivos: son un medio líquido a partir del cual se va a realizar el aislamiento de un microorganismo, este medio consta de un agar suplementado con vitaminas y factores de crecimiento que permiten la recuperación de cualquier microorganismo. Existen botellas para aislamiento de gérmenes comunes, hongos, micobacterias y anaerobios.


			De acuerdo a lo que se requiera aislar en el paciente, se programan los tiempos de incubación de las botellas en los equipos automatizados.


			Adicional a los métodos de detección del microorganismo directamente, existen otras pruebas diagnósticas en el laboratorio que ayudan en la detección del antígeno directamente del suero o de la muestra del paciente; dentro de estas, y siendo de las más representativas, se encuentra el látex para la detección de Criptococcus, el látex de meningitis en el cual se detectan seis antígenos directamente del líquido cefalorraquídeo y el antígeno galactomamano. Estas pruebas tienen una sensibilidad y una especificidad buena; no son exámenes que se tomen de rutina pero ayudan a un diagnóstico rápido sin esperar a que el microorganismo tenga un periodo de incubación para poder observar el crecimiento en el agar y por lo tanto ofrecen un valor agregado en el diagnóstico y el inicio de la terapia.
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			Uno de los factores que interviene directamente en la calidad y veracidad de los resultados en el laboratorio de microbiología es sin duda alguna la calidad del espécimen a analizar. Aspectos que van desde el diligenciamiento correcto de la orden médica, la elección del sitio anatómico, el uso de antibióticos previos, el recipiente y el volumen adecuados, el almacenamiento apropiado y el transporte oportuno, son determinantes a la hora de realizar un estudio microbiológico.


			Partiendo de la muestra obtenida, el laboratorio debe brindar información exacta de la presencia de patógenos en ella y es igualmente importante el reporte de la ausencia de estos para descartar un posible foco infeccioso y orientar hacia una nueva búsqueda. Una muestra que no cumpla con los requerimientos necesarios para su análisis, no permitirá un diagnóstico microbiológico fiable, lo cual va a repercutir directamente en el tratamiento de un paciente.






			Orden médica 


			 


			Su correcto diligenciamiento es muy importante, ya que la información allí contenida dará inicio al proceso que culminará con el aislamiento, identificación y sensibilidad antibiótica de un microorganismo. Debe incluir fecha y hora de toma; datos demográficos completos como nombres y apellidos, número de identificación, número de historia clínica, edad, sexo, servicio, cama; especificar el tipo de muestra: orina, secreción, tejido, líquido, etc., y el sitio anatómico exacto de recolección; diagnóstico presuntivo, y estudios requeridos. También es relevante la información sobre viajes para indicar posible exposición a patógenos de zonas endémicas y cualquier otra información que el clínico considere pueda orientar al microbiólogo sobre la naturaleza del proceso infeccioso. La orden médica debe ser lo suficientemente clara para direccionar una toma de muestra acertada y un procesamiento acorde con la sospecha clínica.






			Recolección de la muestra


			 


			La obtención de la muestra se debe realizar por personal idóneo bajo las normas de bioseguridad establecidas, utilizando los elementos de protección personal y las precauciones pertinentes. Una vez haya comprensión de la orden médica se procede a seleccionar el sitio y el material representativo de acuerdo al estudio requerido, teniendo en cuenta algunas generalidades, como tomar la muestra antes de iniciar el tratamiento antibiótico ó 48 horas después de haberlo terminado, prefiriendo los materiales de aspecto purulento recolectados directamente por aspiración con jeringa en recipientes estériles con tapón hermético o tapa rosca, o utilizando escobillones y medios de transporte que provee el laboratorio. Evitar el contacto con antisépticos, rotular las muestras adecuadamente y transportar a temperatura ambiente en el menor tiempo posible al laboratorio, con el fin de garantizar la viabilidad de los microorganismos a estudiar, y evitar la proliferación de flora acompañante (figura 1).






			Criterios de rechazo


			Se debe tener en cuenta que las muestras mal marcadas o sin identificar no serán recibidas ni procesadas, al igual que muestras derramadas, insuficientes, enviadas en recipientes no adecuados, que se encuentren contenidas en formol, con fijadores histológicos o que presenten evidente contaminación. Esto hace parte del control que hace el laboratorio en su fase preanalítica para garantizar la calidad del material a analizar.


			Es importante la comunicación con el laboratorio de microbiología en caso de no tener claridad sobre el proceso de recolección de muestras que requieran un análisis no habitual para evitar su rechazo.






			Urocultivo


			El urocultivo es utilizado para cuantificar la cantidad de bacterias presentes en la orina, siendo importante para el diagnóstico y tratamiento de las infecciones urinarias. 
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			Figura 1. Material de toma de muestras.






			El tracto urinario es uno de los focos más comunes de infección bacteriana causada principalmente por bacilos Gram negativos como Escherichia coli en 80% de los casos, y otras enterobacterias como Klebsiella y Proteus, adquiriéndose normalmente en forma ascendente desde la uretra hasta la vejiga, incluso hasta el parénquima renal. Por esta razón se requiere que la orina, ya sea por micción espontánea o por sonda sea recolectada previa a una buena higiene de genitales con agua y jabón, separando los labios mayores en mujeres, y retirando el prepucio en los hombres, se desecha la primera parte de la orina y se recoge la parte media directamente en el frasco, en los dos casos. 


			Si se trata de pacientes sondeados permanentes, se debe pinzar la sonda 2-3 horas, desinfectar con alcohol yodado, punzar con jeringa estéril y obtener la muestra por aspiración. No se recomienda tomar la muestra de la bolsa de drenaje. 


			La muestra obtenida por punción suprapúbica se utiliza en lactantes, niños pequeños o en adultos cuyos cultivos de repetidas muestras limpias han dado resultados dudosos, o ante la sospecha de anaerobios. El paciente debe tener la vejiga llena, y después de realizar asepsia de la piel con alcohol 70% y solución yodada, punzar con jeringa estéril y recolectar en el frasco.






			Hemocultivo


			El hemocultivo es uno de los exámenes urgentes e importantes en microbiología, ya que determina la presencia de patógenos causales de bacteriemias y sepsis, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Enterobacterias, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus viridans y Pseudomonas, entre los más frecuentes. Por lo tanto, la toma de muestras debe ser extremadamente cuidadosa para evitar falsos positivos, realizando antisepsia con alcohol 70%, tanto en el sitio de punción como en el tapón de goma de la botella, y extrayendo la sangre directamente en la botella. Se agita bien con el objeto de mezclar la sangre con el medio de cultivo, y se transporta en el menor tiempo posible al laboratorio.


			La toma de hemocultivos se debe hacer de sitios anatómicos diferentes y en intervalos de 10 a 15 minutos, como mínimo. En niños tomar dos botellas y en adultos tres. El volumen de recolección varía de acuerdo a la edad del paciente: 


			

					Prematuros extremos 0,5 ml 


					Neonatos 1 ml 


					Lactantes 


					Niños de 6 años 2-3 ml 


					Mayores de 6 años: 5-10 ml


					Adultos 10 ml.


			


			Tener presente que entre mayor sea el volumen de sangre obtenido mayor será la probabilidad de obtener un aislamiento microbiológico, y si el paciente recibe antibioticoterapia se debe tomar en medio con resina para inhibir el efecto del antibiótico y permitir el crecimiento bacteriano.






			Catéteres intravasculares


			El cultivo de catéteres intravasculares, especialmente los de unidad de cuidado intensivo, son de gran importancia en la correlación de posibles infecciones tipo bacteriemia asociada a la contaminación de dichos catéteres, ya sea con flora normal del paciente, del personal de la salud o del ambiente hospitalario, donde se pueden encontrar microorganismos oportunistas causantes de infecciones nosocomiales que fácilmente los colonizan. Un recuento cuantitativo de más de 1.000 UFC/ml asociado a la positividad en los hemocultivos en un tiempo menor de 2 horas entre la muestra extraída del catéter y la periférica puede orientar para definir si la infección esta asociada al catéter o no.


			El segmento de catéter a procesar se define así:


			1.	Trayecto de catéter: catéter de menos de 8 días de inserción


			2.	Punta de catéter: catéter con más de 8 días de inserción.


			La utilidad del cultivo de catéter se maximiza si va acompañado de la toma de hemocultivos; para tomar el catéter se debe desinfectar el sitio de inserción y 10 cm alrededor con alcohol a 70%, retirar el catéter con la máxima asepsia, y cortar los 5 cm distales con tijeras estériles, que corresponden a la porción intravascular, introducir el segmento de catéter en un recipiente estéril, preferiblemente en tubo tapa rosca y transportar en el menor tiempo posible al laboratorio. 






			Líquidos corporales


			Mediante el análisis microscópico, químico y microbiológico de los líquidos corporales es posible determinar el grado de inflamación, infección o traumatismo de una cavidad o sitio de donde se recolecta, orientando el diagnóstico y tratamiento eficaz de una determinada patología. Los líquidos que se obtienen para análisis microbiológicos incluyen:


			

					Líquido sinovial, cuyo análisis puede dar información crítica útil en el diagnóstico diferencial de las diferentes clases de artritis y de enfermedades articulares como artritis séptica, reactiva, reumatoide, osteoartritis, entre otras.


					Líquido biliar, cuya principal utilidad se basa en la búsqueda de cristales de monohidrato de colesterol que predisponen a cálculos biliares en pacientes que han sido sometidos a colecistostomía laparoscópica, para prevenir recurrencias.


					Líquido pericárdico: el análisis de este líquido está enfocado a la parte microbiológica, su estudio citoquímico solo adquiere importancia ante la duda entre un derrame de origen bacteriano o por neoplasia.


					Líquido peritoneal: el examen se realiza para determinar la causa de presencia de líquidos en el abdomen, detectar si un trauma ha causado un sangrado interno o una perforación en la vejiga, y para detectar peritonitis. 


					Líquido pleural: su análisis es útil para la clasificación de los derrames pleurales, ya sea en “trasudado” asociado a patologías como insuficiencia cardíaca congestiva, cirrosis, síndrome nefrótico, diálisis peritoneal, obstrucción de la vena cava superior, pericarditis constrictivas, atelectasias, etc., y “exudado” provocado por infecciones bacterianas, enfermedades reumáticas, LES, neoplasias, quilotórax, tuberculosis, micosis, virosis, parasitosis, ruptura del esófago, pancreatitis, enfermedades del colágeno, uremia, tromboembolismo pulmonar, etc. 


					Líquido prostático: su análisis es muy utilizado para el diagnóstico y clasificación de los procesos inflamatorios de próstata. Si el número de gérmenes de la muestra prostática es 10 veces mayor al de la muestra uretral y vesical guiará el diagnóstico hacia prostatitis bacteriana.


					Líquido cefalorraquídeo: la utilidad del examen radica en el diagnóstico de inflamación o infección de meninges, estableciendo su causa: aséptica, en donde los valores del citoquímico son normales sin presencia de microorganismos, o infecciosa, ocasionada por bacterias, virus, parásitos y hongos.


			


			La obtención de estos líquidos es un procedimiento que debe ser realizado por un médico especialista, preferiblemente por aspiración o drenaje quirúrgico. Se debe realizar desinfección de la zona a punzar con alcohol a 70%, seguida por aplicación de solución yodada. Dejar actuar 30 a 60 segundos. Extraer las muestras con jeringa y colocar la muestra en tubos estériles tapa rosca, uno con anticoagulante para el estudio citoquímico (0,5 ml por cada 5 ml de líquido), en todos los líquidos excepto LCR, usar un tubo con citrato de sodio para el procesamiento del ADA si es requerido, y otro tubo estéril y sin anticoagulantes para el estudio microbiológico. Tener en cuenta que si la muestra presenta coágulos no será apta para realizar recuento celular, y que el hallazgo de cualquier microrganismo puede ser significativo ya que se trata de muestras normalmente estériles.






			Lavado broncoalveolar


			Los cultivos semicuantitativos de secreciones respiratorias obtenidos por broncoscopia son útiles para el diagnóstico de neumonía en pacientes intubados, sometidos a ventilación mecánica y en procesos crónicos respiratorios como ayuda en el diagnóstico y definición de la etiología.


			La muestra es obtenida por el neumólogo en un procedimiento de broncoscopia, el cual requiere la inyección de 30 a 50 ml de solución salina fisiológica a través de la fibra óptica del broncoscopio introducido en las ramificaciones bronquiolares periféricas. La solución salina es luego aspirada, se descartan los primeros 10 ml y el resto se envía al laboratorio en frascos estériles plásticos de boca ancha, para las coloraciones y cultivos.






			Esputo


			El cultivo de esputo se utiliza básicamente para la búsqueda del agente causal de neumonía como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, entre otros. Para la recuperación de agentes menos frecuentes y más exigentes en su crecimiento tales como Mycoplasma, Legionella, P. jirovecii, Chlamydia spp, se deben utilizar otro tipo de ayudas diagnósticas, ya que por esta técnica es imposible recuperarlos.


			Lo ideal es que se recoja en la mañana, pero si se presenta tos productiva durante todo el día cualquier hora es apta para recoger la muestra. El paciente debe realizar un lavado de dientes y lengua solo con agua para remover el exceso de flora oral, y se le debe pedir que inhale profundamente para que luego tosa con fuerza y expectore en un recipiente estéril, plástico y de boca ancha para tal fin, tratando de arrastrar la menor cantidad de saliva.


			La muestra deberá ser valorada inicialmente por técnica de coloración de Gram para definir si es apta o no para cultivo. Se deben reportar leucocitos de más de 25 x campo en 10x para ser cultivable.






			Secreción orotraqueal


			El aspirado traqueal es útil en pacientes que no producen esputo o incapaces de eliminar las secreciones mediante la tos, en los que el cultivo no muestra predominancia clara de un patógeno o existe una pobre respuesta al tratamiento antibiótico.


			Su importancia clínica es básicamente la misma que el examen de esputo, ayuda en el diagnóstico y tratamiento de las neumonías. La muestra debe ser recolectada por aspiración, una porción de la sonda (no más de 10 cm) se transfiere a un recipiente estéril, preferiblemente tubo tapa rosca y llevarla lo más pronto posible al laboratorio para su procesamiento. 






			Secreción faríngea


			La faringitis aguda es un síndrome inflamatorio de la faringe causado por diferentes grupos de microorganismos, muchos de ellos de etiología viral, y otros de etiología bacteriana como Streptococcus pyogenes principalmente, Streptococcus beta hemolíticos grupo C, G y F, Haemophilus influenzae, Sthaphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae. 


			Para realizar la toma de la muestra se debe utilizar baja lenguas y visualizar las zonas que presenten exudados o úlceras. En su defecto realizar un hisopado enérgico de amígdalas y faringe posterior, evitando el contacto con mejillas, dientes y lengua para no arrastrar flora oral. Introducir el hisopo en el medio de transporte, y enviar al laboratorio.






			Secreción nasofaríngea


			El cultivo de secreción nasofaríngea es utilizado con mayor frecuencia para rescatar patógenos específicos como Bordetella pertussis, pero también para recuperar otros patógenos que no se han logrado aislar de secreciones nasales o secreciones orotraqueales pero persisten en la infección, como: Haemophilus influenzae. Streptococus B hemolítico de grupo A y Neisseria meningitidis. 


			Se debe recolectar con un escobillón delgado y flexible para lograr una muestra profunda y evitar al máximo una contaminación con flora normal de fosas nasales. Si el estudio requerido es para Bordetella se debe solicitar al laboratorio el medio “Regan lowe” para su recuperación, o de lo contario enviar en medio de transporte.






			Secreción nasal


			Su principal utilidad se basa en la búsqueda de portadores de Staphylococcus aureus con el fin de detectarlos y prevenir reinfecciones. Normalmente, se usa para detectar focos de infecciones crónicas tipo forunculosis e infecciones en pacientes dializados. Para ello se debe insertar un hisopo humedecido con caldo de enriquecimiento BHI o solución salina estéril, rotándolo en las fosas nasales por 10 segundos, y luego colocarlo en el medio de transporte. 


			Se debe tener en cuenta que esta muestra NO es óptima para el estudio de un proceso infeccioso del tracto respiratorio superior. 






			Canal auditivo 


			El cultivo de secreción ótica es importante en el diagnóstico de otitis media y otitis externa. La otitis media es una entidad frecuente en niños, especialmente después de una infección viral de vías respiratorias, y la otitis externa es más frecuente en adultos.


			El hisopado del canal auditivo no se recomienda para el diagnóstico de infección del oído medio. El procedimiento adecuado es realizar una punción timpánica ya que este material es representativo del proceso infeccioso. Este procedimiento lo debe realizar un especialista solo en pacientes con otitis media crónica en los cuales se ha presentado falla terapéutica.






			Secreción conjuntival


			El cultivo de secreción conjuntival es útil para realizar el diagnóstico de conjuntivitis bacteriana, entre los principales agentes etiológicos encontramos Staphylococcus aureus, Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Enterobacteriaceae, Staphylococcus epidermidis, Mofaxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa.


			Para la toma de la muestra el paciente no debe tener analgésicos locales o antibióticos. Se debe frotar con hisopo la conjuntiva de afuera hacia adentro, tomando ambos ojos por separado. Si las muestras corresponden a úlceras corneales las debe tomar el oftalmólogo con un asa especial y remitirla al laboratorio en medio de transporte.






			Secreción de herida


			El cultivo de secreción de herida se fundamenta en el hallazgo de patógenos causantes de infección en tejidos expuestos ya sea por vía quirúrgica o accidental.


			La muestra puede tomarse con hisopo directamente de la lesión después de una limpieza de la piel con solución salina, y colocarla en el medio de transporte; con otro escobillón tomar parte de la muestra y hacer una lámina para coloración de Gram.


			Si se recolecta poca cantidad de muestra es probable que no se recupere el microorganismo patógeno, las muestras tomadas sin medio de transporte pueden ocasionar la no recuperación de los microorganismos, y no tomar la lámina en el momento de la toma de muestra para coloración de Gram hace que no se tenga una idea preliminar del tipo de microorganismo causante de la infección.






			Tejidos y biopsias


			El cultivo de tejidos y biopsias se fundamenta en la recuperación de gérmenes que están produciendo infecciones profundas. En estas muestras es crítica la correcta descontaminación de la piel. Siempre indicar si la muestra proviene de una cavidad abierta o cerrada. Describir precisamente el sitio anatómico del cual se toma y diferenciar entre muestras superficiales y profundas, siendo estas últimas las únicas útiles para el cultivo de anaerobios, si son recolectadas adecuadamente.


			El tejido quirúrgico para cultivos debe colocarse en un envase estéril de boca ancha, con cierre de tapa de rosca. Los tejidos deben cortarse por el cirujano en el quirófano de manera aséptica y en cantidad representativa de la lesión. La muestra nunca debe sumergirse en alcohol, formol o líquidos diferentes a solución salina estéril, aunque preferiblemente el frasco de transporte no debe contener ningún tipo de líquido.






			Abscesos


			Los abscesos pueden asociarse con apendicitis, colecistitis, empiema, celulitis, infecciones dentales, osteomielitis, artritis séptica, sinusitis o muchas otras infecciones internas, algunas hospitalarias secundarias a procedimientos invasivos, manipulaciones quirúrgicas o la colocación de prótesis. Los microorganismos que con mayor frecuencia se asocian a estos procesos incluyen Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, E. coli y Proteus, Hongos, Pseudomonas, Streptococcus Beta-Hemolíticos, Nocardias y anaerobios como Peptostreptococuccus, Bacteroides y Clostridium.


			Para realizar la toma de la muestra se debe remover la flora superficial con abundante solución fisiológica y gasas estériles, luego se realiza aspiración del líquido cavitario o pus por punción directa con jeringa y aguja estéril. La muestra puede ser enviada en jeringa con tapón, en un tubo estéril o preferiblemente en medio de transporte. Si la toma de muestra no puede hacerse por punción se puede tomar con hisopo separando los bordes de la lesión o hacer una pequeña incisión con un bisturí en el absceso cerrado, extender luego el hisopo sobre la lesión y obtener la muestra, colocarla en medio de transporte y llevarla al laboratorio inmediatamente. 






			Coprocultivo


			Es un procedimiento utilizado para el aislamiento e identificación de microorganismos a partir de materia fecal, implicados en gastroenterocolitis aguda como Salmonella, Shigella, Yersinia, Campyobacter y Vibrio cholerae, entre otros.


			La muestra de materia fecal debe ser recolectada en la fase primaria de la enfermedad, cuando los patógenos están presentes en la muestra en gran cantidad y preferiblemente antes de iniciar tratamientos con antimicrobianos. Se debe utilizar un recipiente plástico de boca ancha, no necesariamente estéril, y recoger con espátula o baja lenguas. La cantidad de muestra debe ser de aproximadamente 1 gr ó 1 ml de materia fecal para lograr una buena recuperación bacteriana.


			Si se requiere estudio de toxinas de Clostridium difficile, la muestra se puede mantener refrigerada a 4 °C hasta por 48 horas.






			Hisopado rectal


			Se tomarán en casos en que no se puedan obtener heces, para conocer la etiología de la gastroenteritis. Para realizar la toma se introduce el hisopo sobrepasando el esfínter anal y se rota durante 30 segundos para que se absorban los microorganismos. Una vez realizado se introduce en un medio de transporte.






			Secreción vaginal 


			Su análisis se realiza con el fin de buscar posibles agentes etiológicos de vaginosis, siendo Gadnerella vaginalis su principal agente causal, y de vaginitis que se presenta con inflamación de las mucosas vaginales asociada a la presencia de microorganismos como Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Candida spp, y Chlamydia trachomatis.


			Dos días antes del estudio se debe suspender la aplicación de óvulos y cremas. Para la toma de la muestra se debe colocar espéculo sin usar lubricante. Comprimir el cuello con los bordes del espéculo y recolectar la descarga con dos hisopos, uno para depositar en medio de transporte y otro para realizar el extendido para la coloración de Gram.






			Secreción uretral 


			Se realiza para el estudio de las ETS en el hombre. Para recolectar la muestra el paciente debe tener una retención urinaria de 6 horas. Remover la flora externa, retrayendo el prepucio y recoger el exudado de la uretra con dos hisopos, uno colocarlo en el medio de transporte y el otro para realizar el extendido para la coloración de Gram. Si no hubiera secreción, insertar un hisopo 2-3 cm en la uretra y repetir la operación.


			Escamas de piel y uñas 


			Para el diagnóstico de micosis superficiales o dermatomicosis se analizan escamas de piel y uñas recolectadas de la siguiente manera: no se debe aplicar ningún tratamiento antifúngico oral o tópico ni esmalte por lo menos durante 3 días antes de la toma de la muestra, limpiar la zona afectada con alcohol a 70%; dejar secar y realizar un intenso raspado de la piel o uñas con hoja de bisturí en la zona afectada.


			En lesiones de piel (cara, cuello, brazos, piernas, pies) seleccionar las zonas de bordes elevados eritematosos y descamantes, o en la periferia de las lesiones. Las escamas recolectadas se colocan en cajas de Petri o recipientes estériles y se transportan al laboratorio. 






			Anaerobios


			Las muestras clínicas deben ser obtenidas del sitio infectado usando procedimientos que garanticen el mantenimiento de una atmósfera con baja tensión de oxígeno y que eviten la contaminación con flora endógena. Es importante observar las características de la muestra en el momento de la toma ya que pueden ser de ayuda diagnóstica como la presencia de olor fétido, necrosis tisular, la presencia de gas en los tejidos, etc.


			En términos generales, el procedimiento recomendado es la aspiración del material purulento con aguja y jeringa y enviarla con tapón, además existen medios de transporte que ayudan a mantener la concentración de oxígeno óptima para la recuperación de los microorganismos de interés. 


			Es importante recalcar que durante la recolección, transporte y conservación, se debe tener en cuenta que: 


			

					Deben ser transportadas y procesadas inmediatamente.



					De no ser posible, deben ser protegidas del oxígeno, usando medios de transporte adecuados y mantenerse a temperatura ambiente. Nunca deben refrigerarse, ya que el frío aumenta la difusión del oxígeno al interior de la muestra. 


			


			Dentro de las muestras adecuadas para cultivo anaeróbico se encuentran:


			1.	Secreciones tomadas por aspiración a partir de heridas, abscesos y punciones transtraqueales.


			2.	Muestras de tejidos, biopsias, procedimientos quirúrgicos o material de autopsia.


			3.	Fluidos corporales: sangre, líquido sinovial, líquido pleural, cefalorraquídeo, líquido articular o pericárdico.


			4.	Biopsias de médula ósea, aspiraciones directas del pulmón.


			5.	Muestras de orina por punción suprapúbica, cistoscopia o nefrostomía.


			6.	Muestras de contenido gastrointestinal. 


			7.	Muestras de materia fecal solo para cultivo de Clostridium botulinum, en caso de intoxicación alimenticia o de colitis pseudomembranosa.


			Las muestras que no sirven para aislamiento de microorganismos anaerobios son aquellas que están contaminadas con flora normal del organismo como:


			1.	Muestras de orofaringe o nasofaringe.


			2.	Esputos.


			3.	Muestras cervico-vaginales o uretrales.


			4.	Muestras de piel o membranas mucosas que no hayan sido previamente descontaminadas.


			5.	Orina colectada por micción espontánea.
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			Como vimos en el capítulo anterior, después de obtenida la muestra se debe enviar en el menor tiempo posible al laboratorio para su análisis, y así asegurar la viabilidad de los posibles microorganismos presentes.


			Una vez en el laboratorio, se comprueba la calidad de la muestra, es decir, se observan sus características macroscópicas (volumen, recipiente adecuado, espécimen de acuerdo al estudio solicitado, etc.), se comprueba que estén los datos demográficos y se realiza el ingreso de la orden médica, y la muestra pasa al área de microbiología para su análisis. El primer estudio que va a requerir la muestra es una coloración de Gram, la cual nos va a proporcionar una orientación presuntiva acerca del microorganismo causante de la infección. 


			La coloración de Gram es una herramienta muy importante en el laboratorio de microbiología que nos permite visualizar la morfología bacteriana, ya que se fundamenta en la composición de la pared bacteriana. Las bacterias Gram positivas contienen en su pared gran cantidad de peptidoglicano unido a ácidos lipoteicoicos que retienen el colorante primario (cristal violeta) que luego forma un complejo con el mordiente (lugol de Gram) resistiendo la decoloración con el alcohol-acetona, quedando de un color azul-púrpura. La pared celular de las bacterias Gram negativas en cambio, tiene menos cantidad de peptidoglicano y una gran capa de lipopolisacáridos y proteínas que permiten que la bacterias se tiñan con el colorante de contraste (fucsina de Gram), tomando un color rojo-rosado.


			Con la coloración también podemos observar algunas características de agrupación que de acuerdo al tipo de muestra pueden sugerir la presencia particular de un microrganismo, su taxonomía e identificación. Por ejemplo, cocos Gram positivos en cadena (Streptococcus), cocos Gram positivos en racimo (Staphylocococcus), diplococos Gram positivos lanceolados (neumococos), diplococos Gram negativos intracelurares o extracelulares (Neisseria), bacilos Gram positivos esporulados (Clostridium, Bacillus), bacilos Gram positivos en empalizadas o letras chinas (Corynebacterium), bacilos Gram negativos pleomórficos (enterobacterias), levaduras, micelios y pseudomicelios.
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			Figura 1. Coloración de Gram: bacterias.






			También es relevante en este estudio la valoración de la respuesta leucocitaria o inflamatoria y la presencia de células epiteliales, que en el caso de los esputos definen si la muestra es apta o no para su cultivo. 
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			Figura 2. Coloración de Gram: leucocitos.






			Así, la coloración de Gram le indica al clínico sobre el posible agente etiológico de una enfermedad y el tratamiento antibiótico empírico o inicial, siendo de vital importancia en casos de urgencia como es la meningitis o la septicemia. 


			Para realizar el extendido o frotis de la coloración de Gram se toma una lámina y con un escobillón se toma muestra y se extiende en la lámina del centro hacia fuera, de manera que el espesor no sea muy grueso ni muy delgado; algunas muestras como esputos, secreciones bronquiales, orotraqueales, muestras obtenidas por punción que vienen en jeringa o frasco estéril, permitirán realizar el extendido en el laboratorio posterior a la toma de la muestra, pero otras como las diferentes secreciones o muestras que se van a colocar en medio de transporte (por ejemplo, de herida) se les debe hacer la lámina en el mismo momento en que se toma la muestra. En líquidos y lavados, el Gram se hace del sedimento después de un proceso de centrifugación. 


			El extendido se deja secar y luego se fija con calor. Los colorantes utilizados son cristal violeta o violeta de genciana que es el colorante básico, el lugol de Gram que actúa como mordiente, el alcohol acetona o decolorante y la fucsina o safranina que es el colorante de contraste. Los tiempos de coloración los debe estandarizar cada laboratorio el cual debe también realizar control de calidad.
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			Figura 3. Extendido o frotis de muestra.






			El siguiente paso a seguir es realizar la siembra de la muestra en medios de cultivo adecuados, es decir, que contengan los nutrientes necesarios y un grado correcto de acidez o alcalinidad que le permitan a la bacteria multiplicarse y crecer de manera que pueda expresar todas sus características fenotípicas; además, se deben asegurar una serie de condiciones físicas como temperatura, grado de humedad y presión de oxígeno apropiadas. Se requiere que estos medios de cultivo se encuentren estériles para garantizar que el microorganismo que se recupere realmente corresponda a un aislamiento directo de la muestra, y no un contaminante del insumo utilizado, esto se debe garantizar con medidas de almacenamiento adecuadas y con pruebas de esterilidad y rendimiento que hacen parte del control de calidad realizado bien sea por parte del proveedor o del laboratorio que hace uso de ellos.


			Todos los medios de cultivo comparten una serie de componentes como base de amino-nitrógeno (peptona), factores de crecimiento (sangre, suero, extracto de levadura), fuentes de energía (azúcares e hidratos de carbono), sales para taponamiento (fosfato, citrato), sales minerales (calcio, magnesio, hierro), agentes selectivos (sustancias químicas, colorante, antimicrobianos), indicadores (rojo fenol), agentes gelificantes (agar), y un pH entre 6,5 y 7,5.


			En general, todas las muestras a las cuales se les va a realizar un estudio de gérmenes comunes se deben sembrar por la técnica de agotamiento con asa estéril en cabina de seguridad y en 3 agares principalmente: agar sangre, agar chocolate y agar MacConkey, aunque cada laboratorio debe estandarizar sus procedimientos y protocolos. 






			[image: ]






			Figura 4. Medios de cultivos básicos.






			A continuación, se mostrará el crecimiento típico de algunos microorganismos típicos:
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			Figura 5. Staphylococcus aureus.
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			Figura 6. Streptococcus pneumoniae.
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			Figura 7. Enterococcus faecalis.
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			Figura 8. Escherichia coli.
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			Figura 9. Klebsiella pneumoniae.
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			Figura 10. Proteus mirabilis.
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			Figura 11. Pseudomonas aeruginosa.






			El agar sangre nos permitirá realizar una clasificación de los microorganismos de acuerdo a su capacidad de lisar hematíes, presentando una hemólisis beta o completa (incolora) como en el caso del Streptococcus pyogenes o Staphylococcus aureus, una hemólisis parcial o alfa (verdosa) como en el caso del Streptococcus viridans o Streptococcus pneumoniae, o gamma (sin hemólisis) como en el caso de los Enterococcus. 
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			Figura 12. Hemólisis en Cocos Gram positivos.






			El agar chocolate es más enriquecido que el agar sangre y nos va a permitir la recuperación de todos los microorganismos, incluso algunos más exigentes como el Haemophilus y Neisseria.


			El agar Maconkey es selectivo y diferencial para bacilos entéricos Gram negativos pues contiene cristal violeta y sales biliares como inhibidores de organismos Gram positivos. Las colonias aisladas de bacterias que fermentan la lactosa como Escherichia coli son rosadas y pueden estar rodeadas de una zona de precipitado de sales biliares, debido a una caída en el pH por la fermentación de la lactosa. Las colonias que no fermentan la lactosa como Salmonella permanecen incoloras.
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			Figura 13. Presentación de lactosa.






			La siembra de las muestras también se puede realizar en medios líquidos (excepto las muestras respiratorias) como el BHI (brain hearth infusión) o tioglicolato que son medios enriquecidos que nos permitirán la recuperación de microrganismos exigentes y no exigentes, utilizados principalmente en el procesamiento de muestras como biopsias, tejidos, puntas de catéter, líquidos y en general cualquier espécimen que provenga de un sitio o cavidad estéril para aumentar la probabilidad de recuperación.


			Existen otros medios de cultivo selectivos para determinados microorganismos como el Thayer Martin que contiene una base de agar chocolate con colistina, vancomicina y nistatina para aislamiento de meningococo y pneumococo, el agar XLD (xilosa lisina desoxicolato) para enteropatógenos, agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares) para la recuperación de Vibrio, agar Hektoen rico en sales biliares, para el aislamiento de Salmonella y Shigella, agar SS (Salmonella-Shigella) que además de las sales biliares contiene citrato sódico y férrico con un indicador rojo neutro para diferenciar las colonias lactosa positivas, agar CCDA (carbón, desoxicolato, cefoperazona) para aislamiento de Campylobacter, entre otros.


			Las cajas y el medio líquido una vez han sido inoculados, se deben llevar a incubar. La temperatura óptima de incubación de la mayoría de los patógenos humanos es de 35 a 37 °C (similar a la temperatura corporal). Si se está sospechando la presencia de Campylobacter, la temperatura indicada es de 42 °C, o si se trata de hongos dermatofitos la temperatura debe ser cercana a los 25-30 °C. También se requiere una humedad de 70-80%, y una atmósfera de CO2 de 5-10% durante un periodo de 18 a 24 horas. Las placas se deben incubar hasta 72 horas para descartar la presencia de algunos patógenos de crecimiento lento como los del grupo HACEK (Haemophilus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens y Kingella kingae), microorganismos fastidiosos de la flora oral pero que se pueden ver involucrados en casos de endocarditis bacteriana, entre otros.


			El crecimiento bacteriano inicia con la adaptación de las bacterias a la utilización del medio de cultivo en el que se encuentra para después empezar a multiplicarse por división binaria, en una fase conocida como de latencia, pasando de forma continua a una fase exponencial (las que más rápido se reproducen generan 8 células bacterianas cada 20 min) en donde la población crece en forma lineal en escala logarítmica bajo condiciones óptimas de crecimiento. Este crecimiento está limitado al agotamiento de los nutrientes disponibles o a la acumulación de productos tóxicos del metabolismo que provocará una disminución del crecimiento entrando a una fase estacionaria, en donde las bacterias siguen dividiéndose pero con un tiempo de generación más largo. Las células bacterianas continúan compitiendo por los nutrientes hasta que se produce la fase de muerte.


			Después de este periodo de incubación observaremos en las placas de agar las características morfológicas de las colonias como tamaño, forma (puntiforme, irregular), viscosidad (por presencia de cápsula), pigmento, textura (mucosas, lisas, rugosas), brillo de la superficie (opaca, translúcida, transparente) y el aspecto de sus bordes, para evaluar si hay un solo tipo de colonia o más obtenidas de una misma muestra (figura 14). Si se trata de varias colonias diferentes estas se deben aislar inicialmente antes de realizar las pruebas de identificación. 


			A partir del cultivo también podemos realizar una coloración de Gram para determinar la pureza, o pruebas diferenciales como catalasa, novobiocina, oxidasa o coagulasa para guiar el esquema de identificación del microorganismo. Para llegar a la identificación final de un microorganismo se utilizan diferentes paneles de pruebas bioquímicas que se han desarrollado para demostrar en forma clara la presencia o ausencia de una determinada actividad enzimática o una vía metabólica, el crecimiento en una establecida temperatura, el crecimiento en presencia de inhibidores, etc. Algunas de estas pruebas son: fermentación de carbohidratos, reducción de nitratos, prueba de ureasa, prueba de citrato, prueba de fenilalanina, prueba de Voges-Proskauer, prueba de rojo de metilo, prueba de oxidación y fermentación (O/F), prueba de sulfuro, indol, movilidad (SIM), descarboxilación de arginina y lisina (LIA), descarboxilación de ornitina (MIO), entre otras.
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			Figura 14.  Características macroscópicas de las colonias.






			Los métodos comerciales utilizan modificaciones de las pruebas bioquímicas convencionales, ya sea sustratos deshidratados, tiras de papel de filtro impregnadas en reactivos o pequeños compartimentos con medios listos para sembrar. En todos los casos se emplean códigos numéricos para la interpretación del resultado: bien sea que se pueda realizar de manera manual observando un cambio de color, o de manera automatizada detectado por sensores o filtros.
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			Figura 15. Galerías de identificación, de lectura macroscópica.
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			Figura 16. Tarjeta de identificación: cada pozo tiene sustratos para que se lleve a cabo una reacción. 
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			Figura 17. Tarjeta de identificación con bioquímicas ya realizadas.
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Las bacterias son microorganismos unicelulares del tipo procariotas, con pequeño tamaño entre 0,5 y 5 micras, caracterizadas por su falta de núcleo y en general orgánulos internos; tienen la facultad de transportar su ácido desoxirribonucleico (ADN) en forma de pequeños plásmidos, que son una de las formas que tienen las bacterias para generar resistencia contra los antibióticos. 


			Se caracterizan además porque por la falta de membrana nuclear realizan en forma concomitante procesos de síntesis proteica y de ácido ribonucleico (ARN), de tal manera que esto permite que se repliquen en una forma muy rápida lo que está asociado como uno de los principales mecanismos que tienen para colonización e invasión del huésped. Muchas bacterias tienen flagelos u otros sistemas de desplazamiento. 






			Clasificación de las bacterias 


			Para realizar una clasificación preliminar de las bacterias se utiliza su tamaño (de 1 a 20 Jim o más), forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposición espacial (células aisladas, en cadenas y formando cúmulos); mientras que su clasificación definitiva se refiere a sus propiedades fenotípicas y genotípicas.






			Según la forma 


			Realmente las bacterias pueden adquirir diferentes formas, lo que les confiere la característica de ser pleomórficas. Esta propiedad está dada por la pared bacteriana la cual se encuentra conformada por una membrana celular y la capa de peptidoglicano, que se caracteriza por su conformación en red compuesta particularmente por azúcares que se cruzan con la ayuda de péptidos y reciben el nombre de mureína. 






			Tabla 1. Clasificación según la forma.






			

				

					

					

				

				

					

							

							Cocos (griego kókkos, grano) forma esférica 


						

							

							Diplococo: cocos en grupos de dos


							Tetracoco: cocos en grupos de cuatro


							Estreptococo: cocos en cadenas


							Estafilococo: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo


						

					


					

							

							Bacilos (latín baculus, varilla) forma de bastón


						

							

							Se dividen solo en este plano, sin embargo en ocasiones se encuentran células que se unen en los extremos o por los lados según su momento de desarrollo o las características del cultivo 


						

					


					

							

							Helicoidales


						

							

							Este tipo de formación en espiral no se agrupa, crece particularmente en forma individual. Hacen parte de este grupo: 


							Vibrio: ligeramente curvados y en forma de coma o cacahuete


							Espirilo: en forma helicoidal rígida o en forma de tirabuzón


							Espiroqueta: en forma de tirabuzón (helicoidal flexible).


						

					


				

			





			Pese a que las anteriores son las formas más comúnmente encontradas, en algunas especies es posible encontrar formas tetraédricas o cúbicas. La variedad en las formas está dada por la composición de la pared celular y del citoesqueleto. Esto es de vital importancia ya que puede contribuir a la capacidad de la bacteria para adquirir nutrientes, unirse a superficies o moverse en presencia de estímulos.






			Según el requerimiento de oxígeno


			Se trata de la necesidad o no que tienen las bacterias de oxígeno para su sobrevida. Esto depende de la disponibilidad de las enzimas eliminadoras de peróxidos y superóxidos. 






			Tabla 2. Clasificación según requerimiento de oxígeno.






			

				

					

					

				

				

					

							

							Aerobias estrictas 


						

							

							Son aquellas bacterias que requieren completamente del oxígeno para poder crecer 


						

					


					

							

							Anaerobias 


						

							

							Anaerobias estrictas: este tipo de bacterias se puede desarrollar en ausencia total del oxígeno, utilizan aceptores finales distintos del oxígeno como el dióxido de carbono (CO2), hidrógeno (H2) y nitrógeno (N2), o poseen un metabolismo estrictamente fermentativo 


							Anaerobias facultativas: como su nombre lo dice ellas tienen la propiedad de desarrollarse en presencia o ausencia de O2, aunque predominan en medios anaeróbicos


						

					


					

							

							Microaerófilas 


						

							

							A este grupo pertenecen las bacterias que solo se pueden desarrollar en presencia de bajas tensiones de oxígeno.


						

					


				

			


			



Según el requerimiento de temperatura






			Tabla 3. Clasificación






			

				

					

					

				

				

					

							

							Termófilas


						

							

							Estas bacterias se desarrollan con temperaturas entre 25-80 °C, óptima 50-60 °C


						

					


					

							

							Mesófilas


						

							

							Se desarrollan en temperaturas entre 10-45 °C, óptima 20-40 °C


						

					


					

							

							Psicrófilas


						

							

							Se desarrollan en temperaturas entre -5-30 °C, óptima 10-20 °C


						

					


				

			





			Según el pH para desarrollarse






			Tabla 4. Clasificación






			

				

					

					

				

				

					

							

							Acidófilas


						

							

							Requieren de pH entre 1,0 y 5,0


						

					


					

							

							Neutrófilas


						

							

							Neutrófilas: requieren de pH entre 5,5 y 8,5


						

					


					

							

							Basófilas


						

							

							Requieren de pH entre 9,0 y 10


						

					


				

			





			Según su forma de nutrición


			Según su metabolismo interno, las bacterias presentan diferentes requerimientos nutricionales por lo que se clasifican en:






			Tabla 5. Clasificación según su forma de nutrición.






			

				

					

					

				

				

					

							

							Autótrofas quimiosintéticas o fotosintéticas:


						

							

							Las bacterias autótrofas fotosintéticas aprovechan la luz solar y el bióxido de carbono para fabricar su alimento


							Las autótrofas quimiosintéticas aprovechan los compuestos inorgánicos, como el azufre, para fabricar su alimento y su fuente de energía es el CO2


						

					


					

							

							Heterótrofas: (por absorción)


						

							

							Son capaces de usar la fuente de carbono orgánico para su nutrición.


						

					


				

			





			Sin embargo, pese a las diferentes características por las cuales se pueden agrupar las bacterias, la más importante tiene que ver con la capacidad de tinción de la pared bacteriana. 


			Las bacterias son invisibles dado que sus componentes internos y su pared son incoloros, por lo que se usan tinciones que permiten diferenciarlas, de esta manera, la más útil es la tinción de Gram que ayuda a clasificar las bacterias en Gram positivas y Gram negativas e identificar su morfología en cocos y bacilos.


			Las bacterias Gram positivas tiñen de azul, coloración que adquieren porque el peptidoglucano de su pared, que equivale a 80-90% forma muchas capas y presenta, a menudo, una conformación tridimensional que origina una pared celular muy fuerte y rígida lo que hace que la tinción se capte y se fije fácilmente. 	


			Por el contrario, las bacterias Gram negativas tiñen de rojo, ya que el peptidoglucano de la pared celular de este grupo de bacterias que equivale a máximo 20% suele componerse de una sola capa y por una membrana exterior está compuesta de fosfolípidos, lipopolisacáridos y lipoproteínas. La rigidez de la malla de peptidoglucano depende del número de entrecruzamientos y de su longitud.


			Hay otro grupo de bacterias que también se puede clasificar gracias a tinción y son los bacilos ácido-alcohol resistentes. Se diferencian gracias a la utilización de la coloración de Ziehl Nielsen. Se caracterizan por su resistencia a la decoloración ácida, y permanecen teñidos de fucsia.






			Tinción de Gram 


			Se coloca sobre un portaobjetos la muestra con el contenido de bacterias las cuales son fijadas por calor (figura 1), se tiñen con cristal violeta (figura 2); posteriormente se adiciona una solución yodada que actúa como mordiente (figura 3) y luego se realiza un lavado con un agente decolorante (acetona) y agua con el fin de eliminar el colorante no fijado (figura 4). Posteriormente se cubre con un colorante de contraste, safranina (figura 5) para teñir de rojo las células que no han reteñido el cristal violeta. Todo este proceso tiene una duración inferior a 10 minutos (figura 6).
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			Figura 1. Fijación de la muestra.
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			Figura 2. Cristal violeta y posterior lavado.
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			Figura 3. Coloración con lugol.
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			Figura 4. Aplicación alcohol acetona.
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			Figura 5. Aplicación de safranina.
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			Figura 6. Visualización bacterias Gram positivas.






			Tabla 6. Características de las bacterias Gram positivas y Gram negativas. 






			

				

					

					

				

				

					

							

							Gram positivos


						

							

							Gram negativos


						

					


					

							

							Capas


						

							

							Capas


						

					


					

							

							Membrana celular interna


						

							

							Membrana celular interna y externa


						

					


					

							

							Capa peptidoglucano gruesa


						

							

							Capa peptidoglucano delgada


						

					


					

							

							Tiene porinas 


						

							

							No tienen porinas 


						

					


					

							

							No tienen lipopolisacárido 


						

							

							Poseen lipopolisacaridos 


						

					


					

							

							No tienen endotoxinas 


						

							

							Tienen endotoxinas 


						

					


					

							

							Esporulación en algunas cepas 


						

							

							No tienen esporulación 


						

					


					

							

							Capsula presente a veces 


						

							

							Cápsula presente a veces 


						

					


					

							

							Lisozima sensible 


							Susceptible a penicilina 


							Producción exotoxina en algunas cepas 


							Contenido lipídico bajo 


							Sin espacio periplásmico 


						

							

							Lisozima resistente 


							Resistente a penicilina 


							Producción de exotoxinas en algunas cepas 


							Contenido lipídico alto 


							Con espacio periplásmico 
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			Las bacterias Gram positivas reciben este nombre por su capacidad para teñirse con la coloración de Gram. Este es un método microbiológico que fue publicado en 1884 por el bacteriólogo danés Christian Gram, el cual permite, según las características de la pared celular de las bacterias, captar dicha coloración adquiriendo una tonalidad azul o púrpura, para evaluar la morfología bacteriana, como un método rápido y simple en el laboratorio que nos ayuda a orientar nuestra terapia antibiótica. 


			La pared celular de las bacterias Gram positivas tiene varias características, es más gruesa (150 a 500 A), debido a su conformación por varias capas entre las que se distingue la de peptidoglucano con proporción de 80%, y hasta 50 capas de repeticiones de unidades de disacáridos unidos a tetrapéptidos (L-alanina---D-glutámico---meso-diaminopimélico---D-alanina), que rodean la membrana citoplásmica. El peptidoglicano es un exoesqueleto en forma de malla con una propiedad de porosidad que le permite la difusión de los metabolitos a la membrana plasmática. Es un elemento importante para la estructura, replicación y la supervivencia de las células bacterianas. Durante un proceso infeccioso el peptidoglicano puede interferir en los procesos de fagocitosis y estimular respuestas inmunitarias, de tal manera que es el responsable de procesos como el pirogénico (inducción de fiebre).


			Puede degradarse mediante el tratamiento con lisozimas presentes en la mucosidad y las lágrimas del ser humano, enzimas también producidas por otras bacterias. La lisozima es una enzima capaz de degradar el esqueleto de glucano del peptidoglicano, sin este último la bacteria no es capaz de soportar la presión osmótica (٥-١٥ atm) a los lados de la membrana citoplasmática presentándose la lisis y muerte de la bacteria. Esta capa, además, le da a la bacteria propiedades de flexibilidad y condiciona su forma. 


			Los Gram positivos poseen también otros componentes como los ácidos teicoicos y lipoteicoicos, que le confieren una carga negativa a la pared celular que le permite captar cationes y realizar todas las actividades enzimáticas. 


			Los ácidos teicoicos (del griego techo, pared) son polímeros hidrosolubles de fosfatos de poliol que se encuentran unidos al peptidoglicano por enlaces covalentes. Estos constituyen señalados factores de virulencia. 


			Los ácidos lipoteicoicos tienen un ácido graso y se encuentran unidos a la membrana citoplasmática. Estos son expulsados al medio circundante y al intercelular del huésped y son capaces de desencadenar respuestas inmunitarias semejantes a las de las endotoxinas. Estas moléculas son antígenos de superficie que permiten diferenciar los serotipos bacterianos y facilitan la fijación a otras bacterias y a receptores específicos que se encuentran en la superficie de las células del hospedero. Uno de los más comunes es el antígeno somático O.


			El espacio periplásmico se sitúa entre la membrana plasmática y la pared celular. En los Gram positivos es muy pequeño, con pocas proteínas.


			En el interior de la membrana plasmática se encuentra el citoplasma, constituido por el citosol, una disolución acuosa que abarca los ribosomas y otras estructuras de macromoléculas, y en el centro se localiza un agregado menos denso que es el nucleótido, el cual contiene el ADN celular. 


			Las bacterias Gram positivas se pueden clasificar según su forma, su capacidad de producir esporas y las relaciones filogenéticas comparando secuencias de RNA. 


			Las bacterias Gram positivas se subdividen en: 
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							Clostridiales


						

					


					

							

							

							II. Mollicutes (micoplasma)
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							Actinobacterias


						

							

							IV. Actinobacteria 


						

							

							Lactobacillales


						

					


				

			





			Las familias de Firmicutes y Actinobacteria son dos tipos en los que se subdividen las bacterias Gram positivas, teniendo en cuenta la composición del DNA (figura 1):


			

					Con bajo contenido en G+C (< 50%): el grupo de Bacillus-Clostridium, estreptococos/lactobacilos). Son los actuales Firmicutes.


					Con alto contenido en G+C (aprox. 55%): la rama de los actinomicetos o actinobacteria.
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			Figura 1. Clasificación de las bacterias Gram positivas. 






			Sin embargo, para hacer la clasificación mucho más fácil y funcional se pueden dividir en: 
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			Bacterias unicelulares formadoras de endosporas 


			Este tipo de bacterias se caracterizan por su forma bacilar, poseen flagelos perítricos que les confieren la característica de movilidad. Su hábitat predominante es el suelo, siendo algunas pocas patógenas con producción de toxinas. Son quimioheterótrofos con metabolismo aerobio. Forman endosporas que les ayudan a su mecanismo de resistencia bacteriana. 


			a.	Aerobios (Bacillus): Son bacterias saprófitas mayormente. Se caracterizan porque pueden ser habitantes del suelo, y en menor proporción agua, aire y vegetación. Son importantes agentes mineralizadores de la materia orgánica.


			b.	Anaerobios (Clostridium): Característicamente son más grandes que las anteriores y pueden ser también pleomórficas. Producen esporas deformantes (centrales o terminales). Habitualmente son habitantes del suelo, incluyendo algunas especies patógenas (exotoxina, sin capacidad invasiva).






			Tabla 1. Clasificación bacterias productoras de esporas. 






			

				

					

					

				

				

					

							

							Aerobios: gen. Bacillus


						

							

							Anaerobios: gen. Clostridium


						

					


					

							

							B. subtilis (bacitracina, indicador biológico, fiebre del heno)


						

							

							C. botulinum (botulismo, neurotoxina, intoxicación alimentaria mortal)


						

					


					

							

							B. cereus (intoxicación alimentaria)


						

							

							C. tetani (tétanos, neurotoxina, infección heridas mortal)


						

					


					

							

							B. anthracis (único parásito: carbunco o ántrax)


						

							

							C. perfringes (gangrena gaseosa, toxina histolítica, único parásito invasivo)


						

					


					

							

							B. thuringiensis (insecticida biológico contra orugas y mosquitos)


						

							

							C. pasteurianum (fija N2 atmosférico)


						

					


					

							

							B. stearothermophilus (indicador biológico esterilización autoclave, compostaje)


						

							

							C. butiricum y C. acetobutilycum (fermentaciones industriales, enriado)


						

					


				

			





			Bacterias unicelulares no formadoras de endosporas 


			Este grupo de bacterias se caracteriza porque su forma es basilar o esférica, son inmóviles. Son anaerobios aerodúricos, obtienen la energía mediante fermentación (sin citocromos), en las pruebas microbiológicas rápidas son catalasa negativas. Producen ácido láctico.






			Taxonomía
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							Lactobacillus (bacilos regulares) bulgaricus, L. lactis, L. brevis, L. salivarus


						

					


					

							

							

							Enterococcaceae


						

							

							Enterococcus (E. faecalis)
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							Streptococcaceae


						

							

							Streptococcus (S. pneumoniae, S. pyogenes); Lactococcus (L. lactis, L. cremoris)


						

					


				

			





			Sin embargo, de este grupo de bacterias se destacan las especies del gen Streptococcus (cocos en pares o en cadena) y se clasifican según su capacidad de hemólisis:


			

					
ß-hemolíticos: producen lisis total de los glóbulos rojos. Auténticos patógenos. Incluyen S. pneumoniae o pneumococo y S. pyogenes



					α-hemolíticos: producen lisis parcial. Parásitos oportunistas.


					
γ-hemolíticos: sin lisis. Saprófitos, microbiota normal. Incluyen S. faecalis (enterococo, indicador de contaminación fecal). 
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			Figura 2. Estreptococo B hemolítico en Agar sangre. 






			Otros


			Los Staphylococcus. Se encuentran incluidos en el orden Bacilalles. Su nombre proviene de una raíz griega que se compone de la palabra staphylé, que significa racimo y coccus, que significa grano. Son bacterias con característica de anaerobiosis facultativa (catalasa positivo), las cuales pueden fermentar azúcares con producción de ácido láctico. Microbiota normal; puede ser un patógeno oportunista (S. aureus).






			Actinomicetes 


			Son un grupo de diferentes bacterias hererótrofas, aerobias, algunas anaerobias facultativas que tienden a crecer lentamente formando filamentos ramificados. Según la extensión del filamento se pueden dividir en:


			a.	Proactinomicetes: desarrollo miceliar incompleto, transitorio o ausente.


			b.	Euactinomicetes o esporoactinomicetes: se desarrollan exclusivamente en estado miceliar.


			Pese a estas clasificaciones, las bacterias que más nos interesan por sus implicaciones en el ser humano y la posibilidad de infecciones serias son los estafilococos, estreptococos y enterococos. De tal manera que es importante poder tener una terapia dirigida a estas bacterias. Para esto existen pruebas microbiológicas, sencillas, que se realizan rápidamente en los laboratorios, las cuales pueden ayudarnos a orientar un adecuado tratamiento. 






			Prueba de la catalasa


			La catalasa es una enzima que poseen la mayoría de las bacterias aerobias. Descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. El desprendimiento de burbujas procedentes del oxígeno indica que la prueba es positiva. 


			La prueba se realiza para diferenciar miembros de la familia Micrococaceae de miembros de la familia Estreptococcaceae. 
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			Figura 3. Prueba de catalasa positiva. 






			Prueba de coagulasa 


			Una vez que estamos seguros con una prueba de catalasa positiva de que nos enfrentamos a un estafilococo, es muy importante diferenciar si se trata de un S. Aureus, Epidermidis o Saprophyticus; para esto se utiliza la prueba de la coagulasa. 


			La coagulasa es una proteína que es sintetizada por algunas bacterias la cual permite la conversión del fibrinógeno en fibrina. Esta proteína reacciona con la protrombina en la sangre. Esto hace que in vitro en medios de cultivo de sangre de animales la sangre se coagule. Esta proteína se encuentra en bacterias como el S. aureus que recubre su superficie con fibrina al entrar en contacto con la sangre.
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			Figura 4. Prueba de coagulasa positiva, a la derecha de la imagen.






			Esta prueba se utiliza para distinguir los tipos de Staphylococcus, diferenciándose como coagulasa positivo en caso del S. aureus y coagulasa negativo como el S. Hominis, S. Epidermidis, S. Haemoliticus, S. lugdunensis y S. saprophyticus.  


			Se producen 2 tipos de coagulasa, una llamada libre y otra ligada. La coagulasa ligada se detecta con el uso de la prueba en portaobjetos (como lo ilustra la foto), y la coagulasa libre con una prueba de coagulasa de tubo.


			Lo que se hace es colocar una muestra de la bacteria en una gota de solución salina y posteriormente se le adiciona una gota de plasma con anticoagulante, la prueba es positiva al observarse pequeños coágulos en la muestra. Si la prueba es negativa debe hacerse la prueba en tubo para confirmar la negatividad de la muestra. 
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			Figura 5. Bacterias Gram positivas.
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			Figura 6. Bacilos Gram positivos.
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			Por definición, una bacteria Gram negativa es la que toma el colorante de fucsina en la coloración de Gram; existen varios microorganismos dentro de esta clasificación, la morfología es cambiante, y es característico de estos microorganismos poseer dos membranas lipídicas y una pared delgada de peptidoglicano.


			Dentro de estas bacterias podemos encontrar la siguiente morfología la cual es característica de algunos microorganismos de interés en la práctica clínica:


			1.	Bacilos Gram negativos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp, Shigella spp, Acinetobacter spp, Proteus spp.


			2.	Cocobacilos Gram negativos: Haemophilus spp.


			3.	Diplococos Gram negativos: Moraxella spp, Neiseria spp


			Existen numerosas bacterias que se podrían agrupar en la clasificación anterior, pero las que nombramos son las más importantes en el diario vivir del laboratorio y son las predominantemente aisladas en las unidades de cuidado intensivo, la anterior clasificación es más clara y específica al momento de dar información verbal al personal médico. Hay que tener la mente abierta y no todo se ciñe a una serie de reglas, pues todas las bacterias en su periodo de multiplicación y crecimiento tienen una fase cocobacilar lo cual no indica que sean estrictamente Haemophilus spp; una Escherichia coli en un extendido se podría visualizar como un cocobacilo, lo cual puede confundir la orientación del tratamiento empírico a partir de una coloración de Gram.


			El gran secreto es poder correlacionar lo observado en la coloración de Gram, con el tipo de muestra, el diagnóstico presuntivo y la prevalencia que describe la literatura de los microorganismos aislados. Por ejemplo: si se reporta en una muestra de esputo cocobacilos Gram negativos en un paciente cuyo diagnóstico presuntivo es NAC, lo primero que debe pensar el médico es: “podría tratarse de un haemophilus spp”, a diferencia de si se reporta en una muestra de orina cocobacilos Gram negativos pues sería muy inusual pensar en una infección urinaria por Haemophilus spp.


			La familia Enterobacteriaceae es un grupo grande y heterogéneo, sus integrantes están ampliamente distribuidos en la naturaleza, superficies y son colonizadores de los pacientes sanos y de los que se encuentran en las unidades de cuidado intensivo. Debemos tener en cuenta que aproximadamente 80% de los aislamientos de un laboratorio son bacilos Gram negativos de esta familia que a su vez son los microorganismos causantes de neumonía, meningitis, infecciones urinarias y septicemia en las unidades de cuidado intensivo.


			Estos microorganismos se pueden dividir en dos grandes grupos:


			

					Bacilos Gram negativos fermentadores: las bacterias pertenecientes a este grupo se pueden diferenciar en el laboratorio por crecer en el agar MacConkey de color rosado, característico de las colonias que nos indica que la bacteria que se encuentra creciendo en el agar es fermentadora y en el caso específico de este medio de cultivo, decimos que es un bacilo Gram negativo fermentador.
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			Figura 1. Bacteria fermentadora de lactosa.






			

					Bacilos Gram negativos no fermentadores: las bacterias pertenecientes a este grupo las podemos diferenciar en el laboratorio por el crecimiento en el agar MacConkey incoloro; el hecho de que las bacterias no cambien de color nos indica que no son capaces de fermentar la lactosa que hay en el medio de cultivo por lo cual las llamamos bacilos Gram negativos no fermentadores.
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Figura 2. Bacteria no fermentadora de lactosa.






			Este tipo de bacterias poseen mecanismos que alteran la inmunidad del hospedero y a su vez sirven como factores de virulencia que ayudan a su multiplicación, algunos de ellos son:


			1.	Antígeno O: confiere la caracterización por serotipos de las especies de un género de bacterias.


			2.	Lipopolisacáridos de la pared celular y el lípido A: causantes del choque séptico y la muerte, si no se actúa oportunamente en la contención de la infección.


			3.	Cápsula: mecanismo que no permite que el proceso de la fagocitosis se lleve a cabo, hace que las bacterias puedan evadir la respuesta inmune del huésped.


			4.	Toxinas: las bacterias Gram negativas poseen cuatro tipos de toxinas, dentro de las cuales se encuentran:


			

					Endotoxinas


					Exotoxinas


					Neurotoxinas


					Hemolisinas.


			


			El papel más importante de todas las toxinas que poseen los microorganismos Gram negativos es poder generar un desequilibrio electrolítico, neurológico y hemodinámico que permite la multiplicación y la diseminación de las bacterias por todo el organismo del huésped.


			Otro tipo de factores de virulencia que poseen las bacterias son los relacionados con la genética y la diseminación de la resistencia a los antibióticos, y quizá una de las armas más poderosas de estos microorganismos son los plásmidos, los cuales permiten la transmisión de información vital de bacteria a bacteria, para evadir los mecanismos de los antibióticos.


			Adicional a los plásmidos, las bacterias Gram negativas generan biofilms o biopelículas, que protegen a las bacterias de la acción de los antibióticos y del sistema inmunológico; los biofilms son similares a una gelatina impenetrable, y permiten que las bacterias se adhieran a los dispositivos médicos. Aproximadamente 60% de las infecciones crónicas que se presentan en las unidades de cuidado intensivo se deben a la formación de biofilms, por lo que es importante, en la medida que sea posible, retirar los dispositivos que llevan tiempo prolongado en los pacientes que tengan signos de SIRS.


			En el laboratorio clínico, cuando llega una muestra, después de sembrada se espera crecimiento en el medio sólido durante 18-24 horas, y si existe crecimiento en el agar MacConkey se inicia el algoritmo para la identificación del microrganismo.
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			Figura 3. Algoritmo para la identificación del microrganismo.






			De acuerdo al crecimiento en los medios y a las características de las colonias, el profesional de bacteriología puede saber de primera mano y a las 18 horas de incubación el germen causante de la infección; esto se puede hacer en la mayoría de los casos y en especial con las bacterias nombradas en el flujograma, con los demás bacilos Gram negativos es muy complicado poder dar un preliminar por la morfología; igualmente, las identificaciones y los antibiogramas de todas las bacterias son montados en los equipos automatizados para la confirmación de la visualización macroscópica. 


			Existen algunos bacilos Gram negativos que no son aislados comúnmente en el laboratorio, y solo la experticia del bacteriólogo puede orientar al clínico antes de que el reporte sea emitido por los equipos automatizados, con lo anterior me refiero a bacilos Gram negativos que no crecen fácilmente en el agar MacConkey, estos son Stenotrophomonas spp y Burkholderia spp; las características más importante de estos dos bacilos son: 


			1.	Su fácil crecimiento en agar chocolate y sangre 


			2.	Su lento crecimiento en el agar selectivo para bacilos Gram negativos MacConkey.


			Cuando existe un cultivo en el que la coloración de Gram muestra bacilos Gram negativos y no existe crecimiento a las 18 horas en el agar MacConkey (el crecimiento aparece después de 2 ó 3 días) pero, el crecimiento en el agar sangre y en el agar chocolate corresponde a un bacilo Gram negativo se debe pensar en una Stenotrophomonas spp o una Burkholderia spp.






			Escherichia coli


			Se trata de una bacteria con diversas variantes. Normalmente vive en el intestino del hombre y de los animales y no suele causar ningún tipo de problema, es más, es necesaria para el funcionamiento correcto del proceso digestivo. Sin embargo, algunas cepas, por intercambio de material genético, han adquirido la capacidad de causar infecciones, dependiendo del estado inmunológico del huésped y de los dispositivos intravasculares que tenga.


			La colonia de esta bacteria es característica por tener un “ombligo”, es fermentadora y comúnmente es aislada en orina y en hemocultivos, siempre hay que tener en cuenta la enfermedad de base del paciente para poder pensar en que en algún cultivo se le pueda aislar Escherichia coli  (figura 4).
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			Figura 4. Colonias de Escherichia coli.






			Klebsiella pneumoniae


			Estos bacilos Gram negativos causan enfermedades infecciosas oportunistas, son los principales causantes de infecciones nosocomiales, se aíslan con frecuencia en pacientes que se encuentran hospitalizados en UCI y que su enfermedad de base sea EPOC, diabetes mellitus; en aquellos que tienen un daño en el parénquima pulmonar esta bacteria es causante de abscesos pulmonares y neumonía grave que requiere ingreso a UCI y soporte ventilatorio.


			La colonia de esta bacteria es fermentadora, su característica principal es tener una consistencia gelatinosa, al poner la bacteria en contacto con el asa bacteriológica la colonia se estira a tal punto que pareciera formar un hilo entre el asa y el agar.
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			Figura 5. Colonias de Klebsiella pneumoniae.






			Pseudomonas aeruginosa


			Bacilo Gram negativo que se caracteriza por tener un brillo metálico en el agar sangre y el agar chocolate y en MacConkey no fermenta la lactosa. Causante de múltiples procesos infecciosos en los pacientes que tienen una larga estancia en las unidades de cuidado intensivo.


			Los aislamientos de este tipo de bacterias se encuentran ligados a zonas húmedas, pues uno de los factores que ayudan a su propagación y multiplicación es la humedad, la temperatura corporal y el estado de inmunosupresión del huésped. 
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			Figura 6. P. aeruginosa en agar sangre.
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			Figura 7. P. aeruginosa en agar MH.






			Proteus mirabilis


			Este microrganismo, muchas veces es considerado contaminante, por lo cual la correlación clínica al liberar un resultado debe ser minuciosa, tener en cuenta el estado inmunológico del paciente y los signos clínicos de SIRS.


			Los Proteus spp poseen una característica única en la forma en la que crecen en el agar sangre y en agar chocolate, es el fenómeno de olas (swarming), el cual es inhibido en el agar MacConkey.






			[image: ]






			Figura 8. Cultivo de Proteus mirabilis: fenómeno de Swarming.






			Cuando el aislamiento no corresponde a la morfología típica la cual puede ser identificada macroscópicamente por el profesional de la bacteriología existen pruebas que pueden conducir a una identificación parcial del microorganismo mientras lo hacen los equipos automatizados; estas pruebas son:


			1.	Oxidasa: por medio de esta prueba se pone en contacto una colonia de la bacteria y el reactivo de oxidasa, si la bacteria es capaz de reaccionar químicamente con el reactivo de oxidasa se producirá un cambio de color, catalogándolo así como reacción de oxidasa positivo. Las bacterias que tienen esta característica son: Pseudomonas spp y Neisseria spp. En el caso de Proteus spp es negativa.


			2.	Indol: es una reacción bioquímica utilizada la mayoría de veces para diferenciación entre especies de bacterias dentro de un mismo género. En algunas ocasiones los equipos automatizados arrojan resultados de identificación de microorganismos con bajo poder de discriminación, lo que sugiere la realización de pruebas adicionales para poder discernir entre una especie u otra del mismo género. Ejemplo de esto se da en el género Klebsiella spp. K. pneumoniae es indol positivo y la K. oxytoca es indol negativo, pero en el caso de Proteus el género es positivo. 


			Algunas de las pautas que se siguen en el laboratorio de microbiología para la búsqueda del germen causal de la infección son:


			Si en la coloración de Gram se reportan cocobacilos Gram negativos, cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, y la muestra que se analizó para esta coloración es un esputo, el paciente proviene de urgencias y el diagnóstico presuntivo es NAC. En el momento de interpretar el cultivo debemos saber cuál es la epidemiología de este tipo de enfermedad y de acuerdo a lo reportado en la coloración de Gram se esperaría encontrar en el cultivo:


			

					Cocobacilos gram negativos: Haemophilus spp



					Cocos gram positivos: Staphylococcus aureus



					Bacilos gram negativos: Klebsiella pneumoniae.



			


			Hay que tener en cuenta que lo anterior no es una regla de oro. Sin embargo, usualmente son los microorganismos que se aíslan en pacientes con NAC. También hay que tener en cuenta que no todo lo que se informa en una coloración de Gram puede ser recuperado en un medio de cultivo, porque en la coloración visualizamos los microorganismos en una lámina y no se puede asegurar que se encuentran aptos para la multiplicación celular y poder crecer en el agar.


			Se reporta en la coloración de Gram de muestra de orina tomada por sonda, de un paciente pediátrico que lleva internado en la UCI neonatal 23 días y cuyo diagnóstico es sepsis de origen a determinar.


			

					Bacilos Gram negativos: 8 a 10 por campo


					Cocos Gram positivos: 4 a 6 por campo.


			


			En el momento de interpretar el cultivo y de acuerdo a lo reportado en la coloración de Gram se esperaría encontrar, según la epidemiología de la institución en la que nos encontremos y la ecología de la UCI neonatal: Escherichia coli, Enterococcus faecalis.


			La mente abierta en el área de microbiología, esperando cualquier cambio no usual, permite que la interpretación de los resultados de microbiología se lleven a cabo con la calidad y oportunidad necesaria para que el esfuerzo y trabajo de todos los profesionales sea valedero para la pronta recuperación de los pacientes.
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			En este capítulo se hará una breve descripción de términos obligados al hablar de antibióticos y resistencia así como de los diversos mecanismos involucrados en la misma sin profundizar en los aspectos genéticos y bioquímicos que en otros capítulos son abordados; buscamos dar una explicación clara, concisa y de fácil consulta.


			Es indispensable tener claras las familias de los antibióticos. Se realizará una breve descripción de la clasificación general de los antibióticos y de los mecanismos de resistencia:


			1.	Penicilinas


			

					Ampicilina


					Penicilina G


			


			2.	Inhibidores de betalactamasas


			

					Sulbactam


					Tazobactam


					Ácido clavulónico


			


			3.	Cefalosporinas


			

					Primera generación: cefazolina


					Segunda generación: cefuroxime


					Tercera generación: ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima


					Cuarta generación: cefepime


			


			4.	Tetraciclinas:


			

					Tetraciclina


					Tigeciclina


			


			5.	Quinolonas


			

					Ciprofloxacina


					Levofloxacina


					Ácido nalidíxico


			


			6.	Carbapenémicos


			

					Meropenem


					Imipenem


					Doripenem


					Ertapenem


			


			7.	Sulfas


			

					Trimetropim sulfametoxazole


			


			8.	Aminoglucósidos


			

					Gentamicina


					Amikacina


					Tobramicina


			


			9.	Macrólidos


			

					Eritromicina


			


			10.	Lincosamidas


			

					Clindamicina


			


			11.	Glicopéptidos


			

					Vancomicina


					Teicoplanina.


			


			En el listado anterior no se encuentran todos los representantes de cada familia de antibiótico, pero sí los más usuales y los necesarios para poder realizar una interpretación del antibiograma y por lo tanto emitir una terapia antibiótica segura al paciente.


			Luego de mencionar algunos antibióticos, se debe seguir por definir ¿qué significa resistencia? Y diremos que es la capacidad que tienen las bacterias para evitar la acción de los antibióticos; en términos más clínicos se dice que una bacteria es sensible a un antibiótico cuando la concentración de este último en el lugar de la infección es 4 veces mayor a la concentración inhibitoria mínima (CIM) y por ende una concentración inferior la hará resistente. 


			Ya con esta definición, nos damos cuenta de que son varios los elementos que intervienen en este fenómeno: localización de la infección, dosis del antibiótico y vías de administración, sin dejar de lado los propios del paciente, como el estado nutricional, la tolerancia o no a un grupo de antibióticos, las enfermedades concomitantes, etc. Por esto solo nos dedicaremos a los inherentes a la bacteria.


			Entonces, debemos decir que existen dos tipos de resistencia: intrínseca o natural, y adquirida. La natural hace referencia a la resistencia propia de la bacteria, significa que todas las bacterias de la misma especie son resistentes a un determinado grupo de antibióticos lo que definitivamente les da una ventaja evolutiva.


			La adquirida es cuando una bacteria se hace resistente a un antibiótico que antes era efectivo en su tratamiento. Se presenta por mutaciones en el ADN bacteriano o por incorporación de elementos genéticos de otras bacterias. En el primer caso se transmite de una célula a una célula hija y así de generación en generación (transmisión vertical). En el segundo caso, la transferencia de material genético se hace de una célula a otra a través de elementos móviles como plásmidos, integrones, trasposones, etc. (trasmisión horizontal) y aquí las bacterias ni siquiera deben ser de la misma especie pero evidentemente la pueden transmitir a sus descendientes.


			Existen diferentes mecanismos de resistencia, trataremos de agruparlos de manera general de acuerdo a las características generales que comparten:


			Sistemas de expulsión activa: naturalmente existentes en las bacterias como una especie de bomba que saca al exterior de la célula sustancias residuales o tóxicas para su metabolismo y que utiliza también en el caso de los antibióticos, se trata de proteínas de membrana especializadas que disminuyen la entrada y al mismo tiempo promueve la extracción del antibiótico; este mecanismo ha sido demostrado para quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas, macrólidos y betalactámicos, presentes en S. epidermidis y enterobacterias, entre otros. En este sistema se mencionan varias familias de sistemas de transporte codificadas por genes como mef, msr, erp (macrólidos), norA (quinolonas), mex y opr (betalactámicos y carbapenémicos).


			Disminución de la permeabilidad de la pared bacteriana, por pérdida o modificación de los canales de entrada o porinas: las porinas son proteínas o canales de difusión presentes en la membrana externa de la bacteria que al ser modificadas (menor afinidad) o eliminadas por mecanismos de mutación hace que se disminuya el paso del antibiótico, algunos antibióticos afectados por este mecanismo son los carbapenémicos y aminoglúcosidos (modificación del sistema de transporte). Cabe mencionar que la: 


			

					Modificación de proteínas fijadoras de penicilina: ha sido documentada en S. aureus, S. pneumoniae, Haemophilus influenzae y Neisseria. Y recientemente en Proteus (imipenem).


					Impermeabilidad de la pared: dada por modificación de las porinas en la membrana externa: E. coli, P. aeruginosa, S. marcescens (betalactámicos, imipenem, quinolonas).


			


			Producción de enzimas inactivantes: existen varios tipos de enzimas inactivantes y generalmente reciben el nombre del grupo de antibióticos a los cuales afectan: Betalactamasas: los antibióticos betalactámicos inhiben a la enzima D-alanil D-alanin carboxipeptidasa que es la encargada de la síntesis de la pared celular. Las bacterias producen betalactamasas que hidrolizan el enlace amida del anillo penicilánico o cefalosporínico produciendo un derivado inactivo, que no le hace ningún daño a la bacteria. Este es, tal vez, el mecanismo más eficiente de resistencia, se han descrito decenas de betalactamasas que han generado varias clasificaciones de acuerdo a sus características moleculares, sustrato sobre el que actúan, si son inhibidas o no por determinada sustancia, etc. La tabla 1 resume la clasificación más ampliamente utilizada. 


			Enzimas modificadoras de aminoglucósidos: acetil transferasa (ACC), fosfatidil transferasa (APH), adenil transferasa (ANT o ADD), dicha modificación inactiva al aminoglucósido el cual no se une a la subunidad 3Os ribosomal y por lo tanto no inhibe la síntesis de proteínas.


			Producción de eritromicina esterasas: que cataliza la hidrólisis del anillo de lactona del antibiótico, es el mismo mecanismo de lincosamidas y estreptograminas (codificada por genes inu,vat, vgb).


			 


			Modificación del cloranfenicol: la enzima intracelular cloranfenicol acetil transferasa (CAT) acetila los dos grupos hidroxilo evitando la unión del cloranfenicol al ribosoma 50s y no se produce la inhibición de la síntesis proteica.


			Modificación de la diana o sitio blanco: las bacterias pueden modificar sitios específicos de su estructura celular (pared celular, subunidades ribosomales, vías metabólicas, etc.), para evitar que el antibiótico actúe:


			

					Modificación por mutación de los genes GyrA y GyrB que codifican la topoisomerasa II y parC y parE que codifica a la topoisomerasa IV: confiere resistencia a quinolonas.


					Modificación de la subunidad 13 de la RNA polimerasa: ya que al modificar un aminoácido el antibiótico no se une y no puede evitar la extensión del RNA durante su síntesis: rifampicina.


					Metilación del RNA ribosomal de la subunidad 50s: tetraciclinas, cloranfenicol y macrólidos.


					Mutación del péptido S12 de la subunidad 30s: gentamicina, tobramicina y amikacina.


			


			



Tabla 1. Clasificación de las betalactamasas. 






			

				

					

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							Grupo Bush-Jacoby (2009)


						

							

							Clase molecular (subclase)


						

							

							Substratos preferidos


						

							

							Inhibidos por:


						

							

							Principales características


						

							

							Enzimas representativas


						

					


					

							

							AC1


						

							

							EDTA


						

					


					

							

							1


						

							

							C


						

							

							Cefalosporinas


						

							

							No


						

							

							No


						

							

							Mejor hidrólisis de cefalosporinas que de benzilpenicilina


						

							

							AmpC, P99, ACT-1, CYM-2, FOX-1, MIR-1


						

					


					

							

							1e


						

							

							C


						

							

							Cefalosporinas


						

							

							No


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada hacia cefatazidima y otros oximino-beta-lactámicos


						

							

							GC1, CMY-37


						

					


					

							

							2a


						

							

							A


						

							

							Penicilinas


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Mejor hidrólisis de benzilpenicilina que de cefalosporinas


						

							

							PC1


						

					


					

							

							2b


						

							

							A


						

							

							Penicilinas, cefalosporinas


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis similar de bencilpenicilinas y de cefalosporinas


						

							

							TEM-1, TEM-2, SHV-1


						

					


					

							

							2be


						

							

							A


						

							

							Cefalosporinas de espectro extendido y monobactámicos


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada hacia cefatazidima y otros oximino-beta-lactámicos (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime)


						

							

							TEM-3, SHV-2, CTX-M-15, PER-1, VEB-1


						

					


					

							

							2br


						

							

							A


						

							

							Penicilinas


						

							

							No


						

							

							No


						

							

							Resistencia a ácido clavulánico, sulfabactam y tazobactam


						

							

							TEM-30, SHV-10


						

					


					

							

							2ber


						

							

							A


						

							

							Cefalosporinas de espectro extendido y monobactámicos


						

							

							No


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada hacia oximino-beta-lactámicos combinados con resistencia a AC, sulfabactam y tazobactam


						

							

							TEM-50


						

					


					

							

							2c


						

							

							A


						

							

							Carbenicilinas


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada de la carbenicilina


						

							

							PSE-1, CARB-3


						

					


					

							

							2ce


						

							

							A


						

							

							Carbenicilinas, cefepime


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada de la carbenicilina, cefepime y cefpirome


						

							

							RTG-4


						

					


					

							

							Grupo Bush-Jacoby (2009)


						

							

							Clase molecular (subclase)


						

							

							Substratos preferidos


						

							

							Inhibidos por:


						

							

							Principales características


						

							

							Enzimas representativas


						

					


					

							

							AC1


						

							

							EDTA


						

					


					

							

							2d


						

							

							D


						

							

							Cloxacilina


						

							

							Variable


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada de la cloxaxilina o de la oxacilina


						

							

							OXA-1, OXA-10


						

					


					

							

							2de


						

							

							D


						

							

							Cefalosporinas de espectro extendido


						

							

							Variable


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis de cloxacilina o oxacilina y oximino-beta-lactámicos


						

							

							OXA-11, OXA-15


						

					


					

							

							2df


						

							

							D


						

							

							Carbapems


						

							

							Variable


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis de cloxacilina o oxacilina y carbapenems


						

							

							OXA-23, OXA-48


						

					


					

							

							2e


						

							

							A


						

							

							Cefalosporinas de espectro extendido


						

							

							Sí


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis de cefalosporinas. Inhibido por ácido clavulánico pero no por aztreonam


						

							

							CepA


						

					


					

							

							2f


						

							

							A


						

							

							Carbapems


						

							

							Variable


						

							

							No


						

							

							Hidrólisis incrementada de carbapenems, oximino-beta-lactámicos, cefamicinas


						

							

							KPC-2, IMI-1, SME-1


						

					


					

							

							3a


						

							

							B (B1)


						

							

							Carbapems


						

							

							No


						

							

							Sí


						

							

							Hidrólisis de espectro extendido incluyendo carbapenems pero no monobactams


						

							

							IMP-1, VIM-1, CrA, IND-1


						

					


					

							

							

							B (B3)


						

							

							

							

							

							

							L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1


						

					


					

							

							3b


						

							

							B (B2)


						

							

							Carbapems


						

							

							No


						

							

							Sí


						

							

							Hidrólisis preferente de carbapenems


						

							

							CphA, Sfh-1


						

					


				

			


			



Adaptado de: Bush y Jacoby, 2010. 1 AC: ácido clavulánico.






			

					Producción de proteínas (Tet) de protección ribosomal: bloquea la unión de la tetraciclina a la subunidad 30s.


					Modificación de ARNr 23S: por acción de metilasas codificadas por los genes erm



					Mutación en la estructura del lipopolisacárido (LPS): Eel anillo peptídico policatiónico de la polimixina interactúa con el lipopolisacárido de la membrana externa de la bacteria produciendo permeabilidad y por ende muerte celular; al presentarse una variedad de LPS no se produce dicha interacción.


					Modificación de la sintetasa de hidropteorato y dihidrofolato reductasa: evitando que se inhiba la síntesis de purinas y por ende de ADN para la reproducción bacteriana: sulfonamidas y trimetropin.


			


			Cuando en una muestra determinamos que se encuentra un microorganismo posiblemente responsable de un cuadro infeccioso, el siguiente paso en el laboratorio de microbiología es evaluar el perfil de susceptibilidad buscando ofrecer al paciente la mejor opción terapéutica individual y monitorear su evolución hasta su erradicación, y al mismo tiempo tener una idea de los microorganismos y susceptibilidad que circulan en el hospital. Existen principalmente dos metodologías fenotípicas para evaluar in vitro el grado de susceptibilidad a los antibióticos como son la difusión y la dilución, las cuales brindan resultados cualitativos o cuantitativos respectivamente. En ambos se enfrenta un inóculo estandarizado o suspensión bacteriana a una o varias concentraciones de antibiótico o antibióticos.


			Cuando se realiza el método de difusión los resultados se reportan en términos de diámetro de inhibición de crecimiento de la bacteria a causa del antibiótico y cuando se realizan los métodos de dilución como concentración mínima inhibitoria (CIM), el resultado se da en términos de ug/ml, en ambos casos se acompaña la interpretación en términos de sensible, intermedio o resistente de acuerdo a los puntos de corte con los que el laboratorio trabaje; estos puntos de corte están dados por organizaciones dedicadas a la vigilancia de la resistencia y a evaluar el comportamiento de las bacterias frente a los antimicrobianos de acuerdo a sus características microbiológicas, farmacocinéticas y farmacodinámicas; dentro de estas organizaciones se encuentran Clinical and Laboratory Standards Institute (EE.UU.), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (U.E.), Mesa Española de la Normalización de la Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos, entre otros.


			En la técnica de difusión se utilizan agares con concentraciones de electrolitos y minerales que permiten que los antibióticos impregnados en discos difundan e inhiban el crecimiento de la bacteria que previamente se inoculó, si esta es sensible al mismo. Luego de 18-24 horas de incubación se hace la lectura del diámetro:
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			Figura 1. Halos de inhibición en el método Kirby Bauer.






			Una modificación de esta técnica es el E-test, en el que se utiliza una tira de plástico impregnada de antibiótico en concentraciones decrecientes, después de la incubación la lectura realizada arroja un dato en términos de CIM, que corresponde al punto en donde la elipse que se forma se corta con el crecimiento bacteriano: 
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			Figura 2. Elipse de inhibición en E-test.






			En la técnica de dilución se utiliza un medio líquido (dilución en caldo) o un medio sólido (dilución en agar), en el que se encuentra el antibiótico diluido en diferentes concentraciones, el resultado que se informa es la MIC más baja en la que no se presenta crecimiento bacteriano. Los sistemas automatizados en su mayoría utilizan la dilución en caldo como micrométodo en paneles de pocillos o en tarjetas.
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			Figura 3. Tarjeta de sensibilidad: cada pozo tiene un antibiótico en diferentes concentraciones.
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			Figura 4. Tarjeta ya procesada: los pozos claros (sin crecimiento) indican sensibilidad. Los pozos turbios (con crecimiento) indican resistencia.






			Se debe tener en cuenta que el resultado expresado en un diámetro o en una CIM más baja no significa que un microorganismo sea más o menos sensible o resistente a un antibiótico, ya que estos valores son específicos para cada microorganismo o grupo de microorganismos frente a un antibiótico.
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			Entre los diversos factores que han contribuido al incremento significativo de la expectativa de vida durante el siglo pasado, se encuentra sin lugar a dudas, el control de numerosas enfermedades infecciosas gracias a intervenciones como vacunas y antibióticos específicamente. El desarrollo de los antibióticos generó grandes expectativas en la lucha contra las infecciones bacterianas, sin embargo, a pesar de los grandes avances terapéuticos hoy en día nos encontramos con una realidad aterradora “los antibióticos pueden dejar de curar” y esto se debe fundamentalmente al fenómeno de la resistencia bacteriana reconocido como un problema de salud pública.


			Desde el principio de la era antibiótica los fenómenos de resistencia a estas sustancias han sido descritos. Un ejemplo clásico lo constituyen las cepas de Staphylococcus aureus capaces de degradar la penicilina y que en un periodo de tiempo corto evolucionaron adquiriendo resistencia a la meticilina (1). Han aparecido nuevas moléculas de antibióticos (aminoglucósidos, macrólidos, glicopéptidos, entre otras) para contrarrestar a este tipo de bacterias, pero no ha sido suficiente y cada vez aparecen nuevos mecanismos de resistencia que son difíciles de controlar por estos medicamentos. Se ha encontrado que la prevalencia de organismos patógenos humanos resistentes a los antibióticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibióticos que controlen estos es mucho más lento (2).


			Esta situación puede ser explicada por múltiples razones, entre las que se destacan el costo de la síntesis de la molécula antimicrobiana y luego el mercadeo de la misma, las cifras en EE.UU. pueden alcanzar entre 100 y 350 millones de US$ (3). Por otra parte, la falta de nuevos sitios blanco para la actividad de los antibióticos ha dificultado la creación de moléculas antimicrobianas novedosas que no sean afectadas por los mecanismos de resistencia bacteriana ya existentes (2). La resistencia bacteriana es un fenómeno creciente con implicaciones sociales y económicas enormes generadas por el incremento de morbilidad y mortalidad, aumento de los costos de tratamiento y de las estadías hospitalarias prolongadas (3). 


			La infección por un microorganismo multirresistente cuando se compara con uno que es sensible incrementa los costos entre 5.000 y 25.000 € (4). En EE.UU se ha cuantificado el costo anual entre 4.000 y 5.000 millones de dólares y la mortalidad directa alrededor de las 19.000 muertes anuales (5). Adicionalmente, existen otros gastos que no se cuantifican de manera adecuada y que se derivan de un aumento de trabajo de los laboratorios de microbiología, adquisición de nuevas herramientas de detección de mecanismos de resistencia bacteriana, el costo que representan los programas educativos y por supuesto el retraso que conlleva la incorporación del paciente a su vida laboral (6). Ahora bien, el costo que representa este problema de salud pública en los países de Latinoamérica debe ser de una magnitud similar o mayor tomando en cuenta que la problemática de la resistencia bacteriana en nuestros países es más contundente que en los EE.UU. 


			Otras de las repercusiones no evaluadas de manera óptima tienen que ver con la contribución de los microorganismos multirresistentes a la escasez de antibióticos activos frente a los principales agentes etiológicos, a la diseminación de los mismos al ambiente comunitario, complicándose de esta manera más el problema de salud pública; por otra parte, también se ejerce una influencia sobre la credibilidad del sistema sanitario debido a la presión mediática o al incremento de denuncias judiciales por la adquisición de infecciones nosocomiales (6). 


			Varios son los factores que han contribuido a la aparición de la resistencia bacteriana (7, 8):


			

					La presión selectiva ejercida al prescribir formal o libremente medicamentos para uso terapéutico en humanos o animales.


					La utilización generalizada de antimicrobianos en pacientes inmunocomprometidos y en la unidad de cuidados intensivos.


					El uso de dosis o duración inadecuada de la terapia antimicrobiana.


					El desconocimiento de los perfiles de sensibilidad de los diferentes gérmenes teniendo en cuenta la flora local de cada institución o comunidad.


					Factores propios de las bacterias.


			


			



Resistencia bacteriana


			El fenómeno de la resistencia bacteriana tiene un componente genético intrínseco o adquirido que se expresa fenotípicamente por mecanismos bioquímicos (7, 9). Las bacterias pueden presentar resistencia a diferentes antibióticos, sin haber tenido nunca una exposición previa a los mismos, es decir, las bacterias presentan resistencia natural o intrínseca, la aparición es anterior al uso de los antibióticos, por lo tanto todas las bacterias de la misma especie presentarán resistencia a los antimicrobianos determinados y esto le generará ventajas competitivas con respecto a otras cepas. Por ejemplo, todas las bacterias Gram positivas son resistentes de manera natural al aztreonam, las Pseudomonas aeruginosa presentan resistencia natural a las bencilpenicilinas.


			Además de la resistencia natural que pueden portar las bacterias, también pueden adquirir nuevos mecanismos de resistencia bacteriana (10). Esta adquisición puede generarse por mutaciones o por la adquisición de genes de resistencia a través de elementos genéticos móviles como los plásmidos, trasposones e integrones (10). Las mutaciones a nivel de los genes que codifican girasas y topoisomerasas de ADN constituyen un ejemplo cotidiano de adquisición de resistencia por cambios mutacionales. En el segundo caso podemos mencionar la transferencia mediante conjugación de genes plasmídicos codificantes para enzimas modificadoras de aminoglucósidos. 


			Otro ejemplo que podemos destacar es el origen de las B-lactamasas de espectro expandido, algunos tipos de BLEE han evolucionado a partir de mutaciones en los genes codificantes de betalactamasas de espectro ampliado (BLEA) (11), estas mutaciones permitieron la modificación bioquímica del sitio activo de las BLEA, enzimas que solo hidrolizan bencilpenicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generación, transformándolas en enzimas (BLEE) capaces de hidrolizar a los oxymino-B-lactámicos (cefalosporinas de tercera, cuarta generación y al aztreonam) (12). Estas mutaciones se generaron en los genes de BLEA tipo SHV y TEM que normalmente se encuentra localizados en plámidos, por lo tanto los nuevos genes que codifican a las BLEE también están ubicados en material plasmídico, hecho que permite la transferencia horizontal de la resistencia mediante eventos de conjugación (12). En este ejemplo podemos evidenciar que el origen o evolución de un mecanismo de resistencia como el de algunos tipos de BLEE es producto de la adquisición de un cambio mutacional, pero la posterior adquisición de dicha resistencia por otras bacterias es producto de la transferencia de genes localizados en plásmidos de forma horizontal (11). 


			Desde el punto de vista de epidemiológico, el impacto que genera la adquisición de estos mecanismos de resistencia es diferente. Generalmente, la adquisición de mecanismos de resistencia a través de mutaciones conlleva a una transferencia vertical, pudiendo generar una diseminación de la resistencia de tipo clonal. Mientras que mediante la transferencia de genes de resistencia de forma horizontal, los mecanismos de resistencia pasan a otras clonas, otros géneros y especies bacterianas, el impacto epidemiológico de este tipo de esparcimiento de la resistencia es mayor. 






			Mecanismos de resistencia bacteriana


			Los mecanismos de resistencia bacteriana desde el punto de vista bioquímico y molecular son básicamente tres: inactivación del antibiótico, alteración del sitio blanco y barreras de permeabilidad (8). Cada uno de ellos puede operar de forma individual afectando a sustratos específicos pero también podemos observar en una misma bacteria actividad combinada de estos mecanismos expandiendo de esta forma el perfil sustratos a los cuales puede generar resistencia (8). 






			Inactivación del antibiótico


			La inactivación del antibiótico puede generarse bien sea por enzimas que hidrolizan o modifican la estructura molecular del antibiótico. La destrucción del antibiótico se puede generar por enzimas como las B-lactamasas, estas enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo penicilánico o cefalosporínico de los B-lactámicos (penicilinas, cefalosporinas) resultando un derivado ácido inactivo (12). Los genes que las codifican pueden ser de origen cromosómico o plasmídico, de la misma manera la expresión de las mismas puede ser constitutiva o inducible. Este mecanismo es el más importante en las bacterias Gram negativas, existen diferentes sistemas de clasificación de estas enzimas, pero los dos más aceptados son la clasificación molecular de Ambler y la funcional de Bush (13). 


			El perfil de hidrólisis de las B-lactamasas ha evolucionado cuantiosamente, en la década de los cuarenta se reconocen las primeras B-lactamasas con capacidad de hidrolizar a la penicilina y ampicilina (13), entre los años sesenta y setenta hay una diseminación masiva de B-lactamasas de espectro ampliado tipo SHV-1 y TEM-1 y 2, mientras que en los años 80 surgen las B-lactamasas de espectro expandido capaces de hidrolizar los oxymino-B-lactámicos (cefalosporinas de tercera, cuarta generación y monobactámicos) (13), en la actualidad nos enfrentamos al reto de enzimas B-lactamasas capaces de hidrolizar a los carbapenémicos conocidos como carbapenemasas. 


			Las enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMAs) constituyen otro mecanismo de resistencia en el cual se inactiva al antibiótico, en este caso los aminoglucósidos sufren modificaciones producto de la acetilación, fosforilación o adenilación en sitios específicos de la estructura química (9). Los genes que codifican estas enzimas se encuentran localizados en plásmidos. Entre las principales enzimas responsables de catalizar la modificación están la acetil transferasa (AAC), fosfatidil transferasa (APH) y adenil transferasa (ANT). Cuando un aminoglucósido es inactivado ya no puede unirse a la subunidad 30s ribosomal y por lo tanto no puede interferir en la síntesis de proteínas (9). 






			Impermeabilidad


			La llegada del antibiótico hasta su sitio blanco de actividad se puede ver dificultada por dos mecanismos principales, uno es la entrada disminuida de la droga por alteración de la permeabilidad y el otro la expulsión del antibiótico mediante bombas de eflujo (8). 


			La entrada disminuida del antibiótico se puede observar de manera natural en las bacterias, por ejemplo, en los Gram negativos la membrana externa lipídica constituye una estructura de barrera para algunos antibióticos, lo mismo ocurre con el peptidoglicano extenso que poseen los Gram positivos. Si analizamos la membrana citoplasmática, podemos observar que si existe una modificación energética que comprometa al transportador aniónico que lleva el antibiótico hacia el interior de la célula, este no llegará a su sitio blanco. La propia constitución lipídica de la membrana constituye un mecanismo de resistencia para medicamentos hidrófilos (3). 


			Aparte de la propia constitución lipídica de la membrana como barrera de entrada para ciertos antibióticos, las porinas también contribuyen con la resistencia a ciertos antibióticos. La porinas son canales de difusión presentes en la membrana externa de la bacteria. Si los genes que codifican estos canales sufren mutaciones que conlleven a modificación de la apertura del canal y este se haga más estrecho, o si mediante deleciones se disminuye el número de porinas en la membrana externa, se verán afectados aquellos antibióticos que usan a estos canales para entrar a la célula bacteriana. La resistencia al imipenem debida a la modificación o pérdida de la porina OprD en P. aeruginosa es un ejemplo característico de resistencia por disminución de la entrada del antibiótico. Lo mismo ocurre cuando se afecta el ertapenem en E. coli o K. pneumoniae producto de una combinación de mecanismos de resistencia, por un lado la expresión de una BLEE y en segundo lugar la pérdida o cierre de las porinas tipo OmpC (14). 


			El otro mecanismo de resistencia que impide la llegada del antibiótico a su sitio blanco es el eflujo activo, que se debe a la presencia de proteínas que funcionan como bombas de eflujo localizadas en la membrana, que se encargan de captar antibióticos por su estructura química y los expulsan de manera activa al exterior, disminuyendo de esta manera su concentración (3). Entre las bacterias de importancia clínica, las P. aeruginosa están dotadas de una gran variedad de sistemas de eflujo que le permiten generar resistencia a diferentes antibióticos como tetraciclinas, quinolonas, B-lactámicos (9). Los sistemas de eflujo o bombas de expulsión constituyen un mecanismo de resistencia de amplio rango de actividad, ya que generalmente estos sistemas expulsan diversos sustratos que comparten características químicas como por ejemplo la hidrofobicidad; de esta manera, cuando estas bombas de eflujo presentan sobreexpresión logran expulsar diferentes familias de antibióticos, constituyendo un mecanismo de resistencia de alto impacto clínico.






			Alteración del sitio blanco


			Como su nombre lo indica, en este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios de la estructura celular bacteriana, como pueden ser las subunidades ribosomales, las girasas, las proteínas fijadoras de penicilinas, que se encargan de la síntesis de la pared celular, etc. 


			La resistencia a las quinolonas en la mayoría de bacterias de importancia clínica se debe a la modificación por mutación de los genes cromosómicos GyrA y Gyr B que codifican para las topoisomerasas II y IV (3). Un mecanismo similar se presenta para sulfonamidas y trimetoprim donde se presentan modificaciones de la sintetasa de hidropteorato y dihidrofolato reductasa (9). 


			Las mutaciones en los genes que codifican para las diferentes subunidades ribosomales, modifican la estructura de los mismos, afectando incluso de forma cruzada a los antibióticos que tienen como sitio blanco a las diferentes subunidades ribosomales (30S, 50S) como son los: aminoglucósidos, lincosamidas, macrólidos y tetraciclinas (9). La resistencia cruzada a macrólidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B se debe a la actividad de las metilasas, que logran metilar a la subunidad ribosomal 30S impidiendo de esta forma la unión de estos antibióticos a su sitio blanco (15). De manera parecida podemos observar en S. pneumoniae la resistencia a B-lactámicos, en estos casos se forman genes mosaicos producto de la recombinación de diferentes genes que codifican para proteínas fijadoras de pencilina (PBPs), y se generan PBPs modificadas que tienen pobre afinidad por los B-lactámicos y por lo tanto pueden seguir sintetizando peptidoglicano y la bacteria se mantiene viable (15). 






			Infecciones en la UCI


			Las infecciones constituyen uno de los principales problemas en el paciente crítico. Un porcentaje considerable, alrededor de 20% de los pacientes que ingresan a la unidad de cuidados intensivos (UCI) son portadores de una infección, mientras que 30% desarrolla procesos infecciosos durante la estadía hospitalaria en dichas unidades (16). 


			En su mayoría, los pacientes que ingresan a las UCI, bien sea por un proceso infeccioso previo o por la adquisición de una infección durante la estadía, reciben tratamientos antimicrobianos muy potentes y de amplio espectro de actividad que selecciona una microbiota generalmente multirresistente en estas unidades y como consecuencia en las infecciones surgidas en estas (17). Estudios realizados en España señalan que entre 33 y 53% de pacientes críticos reciben algún antimicrobiano (18), otros estudios reflejan porcentajes aún mayores. 


			En el paciente crítico, el cuadro infeccioso que se observa con mayor frecuencia es la infección respiratoria. Al momento del ingreso de los pacientes a la UCI la infección respiratoria puede alcanzar 41,7% mientras que la bacteriemia con 11% se ubica en el segundo lugar. Igualmente se observa este comportamiento desde el punto de vista de la infección adquirida aunque en porcentajes más elevados. El otro tipo de infección que se observa con frecuencia en las UCI es la infección urinaria vinculada al catéter (16, 18). 


			Desde el punto de vista de la etiología, de forma global P. aeruginosa, E. coli y S. aureus son los microorganismos más frecuentes en la infección del paciente crítico. La prevalencia de ellos varía dependiendo de la localización de la infección, así tenemos que en los casos de neumonías asociadas a ventilación mecánica la P. aeruginosa y el S. aureus causan alrededor de 20%. A nivel urinario, predominan las infecciones asociadas al catéter y allí el predominio es de E. coli (25-30%). Otros microorganismos que se aíslan en menor proporción en estas infecciones urinarias son C. albicans, E. faecalis y P. aeruginosa (17). En los casos de bacteriemias en la UCI, bien sea primaria o la asociada al catéter, predominan claramente los estafilococos no productores de coagulasa, que originan 35-45%, siendo el S. epidermidis el que se aísla con mayor frecuencia entre ellos. Adicionalmente, en un porcentaje entre 5-10% se aíslan P. aeruginosa, S. aureus y E. faecalis y A. baumannii en 4% (17, 19). 


			Si analizamos la incidencia de estabas bacterias a nivel mundial nos encontraremos con resultados similares, así tenemos, que bajo información de los sistemas de vigilancia de la resistencia bacteriana en España y EE.UU., como el ENVIN, EPINE y NHSN, evidencian que los principales microorganismos aislados son P. aeruginosa, S. aureus, SCN, E. coli, A. baumannii y enterococos (6). 


			A nivel de Suramérica, recientemente en Colombia se analizaron entre enero 2007 y diciembre 2009 un total de 79 Centros de salud (19 públicos y 60 privados), localizados en 14 ciudades. En las UCI el microrganismo de mayor incidencia en los tres años fue la E. coli, en el segundo lugar hubo un ligero cambio, en el año 2007 fue ocupado por el S. aureus pero en los dos siguientes años hubo mayor incidencia de K. pneumoniae. Por debajo de ellos se encontró al SCN y otros Gram negativos como P. aeruginosa, A. baumannii y especies de enterobacter (20). 


			En Venezuela, específicamente en la ciudad de Mérida, se realizó un estudio descriptivo en la Unidad de Cuidados Intensivos del Instituto Autónomo Hospital Universitario de Los Andes, durante un periodo de tres años (junio ٢٠٠٠-junio 2003). Los principales microorganismos aislados fueron: P. aeruginosa representó 26,92%; S. aureus 17,95%; E. coli 13,08%; A. baumanii 12,31%; E. aerogenes 10,26%; K. pneumoniae 9,74% (21). En una investigación realizada entro los años 2004-2006 en la UCI del Hospital Guillermo Almenara I de Perú, se encontraron en orden de frecuencia los siguientes microorganismos S. aureus, P. aeruginosa, A. baumannii, S. epidermidis, K. pneumoniae, E. coli, seguidos de Enterococcus faecium y E. faecalis (22). 


			En el contexto de las infecciones en la UCI diversos factores contribuyen a su peor pronóstico y su mayor mortalidad. Sin embargo, un factor decisivo dentro de este grupo es el alto nivel de resistencia a los antimicrobianos observado en muchos de los patógenos que se aíslan con mayor frecuencia en las infecciones adquiridas en UCI (6).


			Los pacientes atendidos en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) son especialmente vulnerables a ser colonizados o infectados por microorganismos multirresistentes (23). Esta resistencia antibiótica es un factor que repercute en la evolución del paciente crítico y en el consumo de recursos dentro de las unidades (6).


			Las infecciones en la UCI por microorganismos multirresistentes se asocian con retraso en el inicio de la terapia adecuada y con fracaso terapéutico, de la misma manera traen como consecuencia incremento de la estancia hospitalaria, aumento de los costos y de la mortalidad. Mientras la multirresistencia sea mayor, la tasa mortalidad también se incrementará ya que la elección de la terapia empírica puede ser errónea o puede demorarse la instauración de esta (6). 


			En la mayoría de los casos, la presencia de microorganismos multirresistentes conlleva un aislamiento de contacto de los pacientes, incluso cuando solo están colonizados, con el fin de evitar brotes epidémicos o situaciones de endemia debidas a transmisión cruzada. Estas situaciones generan elevadas tasas de ocupación de las UCI, asimismo conllevan a realizar tratamientos empíricos con antibióticos de amplio espectro que pueden contribuir a seleccionar aislados con mayor multirresistencia asociada y por lo tanto se incrementan los costos (24, 25). 






			Multirresistencia en la UCI


			Las UCI desempeñan un papel clave en el desarrollo y transmisión de la multirresistencia. Entre los servicios de hospitalización de un Centro de Salud, la UCI representa el lugar donde hay mayor población de pacientes, sanitarios, equipos y microorganismos cuando se relaciona con el espacio del servicio. De la misma manera es el lugar donde más se consume antibióticos, es por ello que el control de la multirresistencia a los antimicrobianos pasa necesariamente por el control de la misma en la UCI (17). 


			Cuando nos referimos a multirresistencia debemos hacer referencia al menos a dos condiciones: que exista resistencia a más de una familia o grupo de antimicrobianos de uso habitual y que además esa resistencia tenga relevancia clínica (que pueda generar dificultad para el tratamiento) y epidemiológica (posibilidad de brotes epidémicos, transmisión del mecanismo de resistencia, etc.) (6). 


			Bajo estos criterios, el termino multirresistente se utiliza para bacterias clásicamente hospitalarias que han desarrollado resistencia a múltiples antimicrobianos, y que son capaces de ocasionar brotes, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), Enterococcus spp resistente a vancomicina (ERV), enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y bacilos gramnegativos (BGN) no fermentadores como Acinetobacter baumannii o Pseudomonas aeruginosa resistentes a distintos grupos de antimicrobianos (6). 


			También se califican bajo el término de microorganismos multirresistentes a bacterias que presentan resistencia intrínseca o natural a múltiples antimicrobianos, como Stenotrophomonas maltophilia o Clostridium difficile (26). 


			Como podemos observar, la mayoría de microorganismos que entran en esta categoría de multirresistentes, tomando en cuenta el impacto clínico y epidemiológico, son aquellos referidos como bacterias del grupo ESKAPE (28) o ESCAPE (29). Sin lugar a dudas, estos son los microorganismos que más preocupación generan a nivel mundial desde el punto de vista de la multirresistencia asociada que portan y por la tasa de morbilidad y mortalidad elevada que tienen los pacientes que sufren infecciones por los mismos. Algunas de estas bacterias han pasado la barrera de los ambiente hospitalarios y comienzan a generar alarma en la comunidad; dos ejemplos llamativos en la actualidad los encontramos en el incremento continuo de infecciones ambulatorias por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina de adquisición comunitaria y los aislados de enterobacterias productoras de BLEE y resistentes a fluoroquinolonas asociados a pacientes de la comunidad.


			De la misma manera en que la incidencia de bacterias aisladas en las UCI es variable a nivel mundial, lo mismo podemos observar en cuanto a los mecanismos de resistencia que circulan en dichos aislamientos. Ahora bien, independientemente de los mecanismos de resistencia encontrados, existe una realidad global y es que año tras año se observan mayores niveles de multirresistencia en los aislados de las UCI de los diferentes centros de salud. 


			Entre los Cocos Gram positivos que se aíslan en las UCI los principales problemas de resistencia lo constituyen las cepas de Staphylococcus aureus y S. epidermidis resistentes a meticilina. En algunas regiones como Norteamérica la incidencia de Enterococcus faecium resistente a glicopéptidos constituye un real problema, en Latinoamérica hemos visto un incremento llamativo de la incidencia de esta bacteria en múltiples países, en Colombia por ejemplo, en un estudio multicéntrico nacional se pudo observar una incidencia de 5,9% para el año 2007 mientras que en el 2009 alcanzó 37,9% (20). 


			Entre los bacilos Gram negativos el mayor problema de multirresistencia lo presenta Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, ambos presentan resistencia a B-lactámicos, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y un marcado incremento a carbapenémicos. 


			En las enterobacterias, en la actualidad nos encontramos con dos problemas fundamentales, por un lado la expresión de B-lactamasas de espectro expandido (BLEE) y la resistencia a fluoroquinolonas se observa con mucha frecuencia en las UCI y sobre todo a expensas de K. pneumoniae. La incidencia de otras enterobacterias productoras de BLEE es menor, casos como E. coli y P. mirabilis productores de BLEE se advierten en infecciones de pacientes no hospitalizados. Por otra parte, nos encontramos en Suramérica con un problema incipiente pero que genera mucha preocupación, constituido por la presencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas del tipo KPC; este tipo de aislados se han reportado prácticamente en toda la región y existe documentación de casos de brotes en las UCI, sería realmente catastrófico que las UCI presentaran una prevalencia elevada de este tipo de aislados ya que las opciones terapéuticas son muy restringidas. 






			Cocos Gram positivos






			Staphylocococcus aureus resistente a meticilina (SARM)


			Es bien conocido que el S. aureus es uno de los principales microorganismos aislados de infecciones en la UCI, junto a P. aeruginosa constituyen los principales agentes etiológicos responsables de las neumonías vinculadas a ventilación mecánica, alcanzando hasta 20% de prevalencia. El otro tipo de infección, con una prevalencia entre 5-10% son las bacteremias (17). 


			La resistencia a meticilina y por ende a todos los B-lactámicos (excepto las nuevas cefalosporinas ceftobiprole y ceftarolidina), se debe a la presencia de una PBP2a, codificada por el gen mecA (15). Esta proteína tiene pobre afinidad por todos los B-lactámicos de tal manera que no sufre inhibición de su actividad y mantiene la síntesis del peptidoglicano (15). 


			En múltiples estudios se evidencia un incremento de la resistencia a meticilina en los aislados de S. aureus de las UCI; en el año 2009 Reyes y cols, analizaron 1.570 aislados de S. aureus de cuatro países de la región andina (Colombia, Perú, Ecuador y Venezuela) encontrándose una media de 41% de prevalencia de resistencia a meticilina, la mayor tasa se observó en Perú con 61% y la más baja en Venezuela con 26% (29). Más recientemente, en el año 2011, se obtuvieron tasas de resistencia a meticilina en UCI de Colombia que van desde 40,0% en el año 2007, 37,1% en el 2008 y disminuyen hasta 28,1% en el año 2009 (20). Los datos en España evidencian valores de prevalencia de 46,2% mientras que en EE.UU. se acercan a 50% (6). 


			Los clones de SARM que se aíslan con mayor frecuencia en los servicios de hospitalización incluyendo las UCI son aislados multirresistentes; en el estudio de Reyes del 2009 se encontraron múltiples resistencias asociadas a estos SARM, niveles elevados a opciones terapéuticas como eritromicina 75%, clindamicina 72%, ciprofloxacina 72%, gentamicina 69%, mientras que para los antibióticos rifampicina y la combinación SXT se encontró un 5% de resistencia (29). 


			En cuanto al comportamiento de los SARM frente al glicopéptido vancomicina, es importante señalar que en la región, la mayoría de los aislados presentan valores de MIC a vancomicina de 1 ug/ml, incluso existe evidencia de cepas con valores de MIC de 2 ug/ml (15). Estos valores de MIC de la mayoría de los SARM que circulan en los ambientes hospitalario generan un problema terapéutico con vancomicina, recordemos que la tasa de éxito terapéutico con vancomicina en infecciones como sepsis y neumonía disminuye drásticamente a medida que se incrementa los valores de MIC, en el rango de 1 y 2 mg/ml; el rango de éxito en la terapia está por debajo de 40% con 1 mg/ml y menos de 20% en el rango de 2,0 mg/ml (15). En Latinoamérica no hay evidencias de resistencia de alto nivel a los glicopéptidos en S. aureus y la casuística de aislados VISA y hVISA debe encontrarse infravalorada por los problemas que plantea su detección en el laboratorio. 


			El análisis genético de los clones circulantes de SARM asociados al hospital en Suramérica demuestra la presencia de dos clones principales, el clon brasileño secuencia tipo ST 239 y cassette SCC mec III (MRSA-ST239-III) y el clon chileno (MRSA-ST5-I), este último ha desplazado en los últimos años en prevalencia al clon brasileño (29). Muy probablemente el hecho de observar un nivel de resistencia bajo al SXT y a la rifampicina nos indica que efectivamente hay un mayor predominio del clon chileno que mantiene sensibilidad a dichos antibióticos. En Brasil se mantiene el predominio del clon brasileño y por ello se observa resistencia al SXT sobre 80%. 


			Adicionalmente, hay que destacar que existe una invasión de las cepas de SARM de adquisición comunitaria (SCC mec IV-V) en los ambientes hospitalarios; se ha, logrado aislar cepas de SARM-AC en infecciones respiratorias, bacteriemias, de partes blandas en las unidades de cuidados intensivos. Este clon comunitario es más susceptible que los clones hospitalarios, sin embargo, al exponerse a la presión selectiva de antibióticos en las UCI le permiten adquirir resistencias a los antibióticos que habitualmente ya la presentan a los clones hospitalarios (30). 


			A pesar de la multirresistencia observada en S. aureus existen excelentes opciones terapéuticas a ser empleadas en las infecciones de los pacientes de la UCI. Una de estas opciones la constituye la oxazolidinona Linezolid, es una droga activa contra los Gram positivos que inactiva la síntesis proteica producto de la unión con los ribosomas; este antibiótico está aprobado para el tratamiento de la neumonía nosocomial, la adquirida en la comunidad e infecciones de piel y partes blandas, alcanza elevadas concentraciones en tejidos incluyendo el pulmón. Diferentes trabajos han demostrado la eficacia de esta droga en el tratamiento de la neumonía por MRSA y por ello se considera que es la opción a emplear en dichos casos (31, 32). Se puede modificar el tratamiento empleando vancomicina siempre y cuando la MIC sea ≤ 0,5 mg/ml (33). 


			En los casos de infecciones de piel y partes blandas sucede lo mismo. Linezolid ha demostrado resultados de eficacia clínica superiores a vancomicina, aunque en estos casos existen opciones terapéuticas adicionales como es el lipopéptido daptomicina y la glicilciclina tigeciclina. La daptomicina también ha demostrado eficacia en los casos de bacteremia no así lo tigeciclina cuya concentración en suero desaparece rápidamente (34).


			A pesar de la eficacia demostrada de estas últimas drogas en aquellas infecciones en las cuales están aprobadas, es importante señalar que existen varias comunicaciones y publicaciones en las cuales se evidencia la presencia de aislados de S. aureus y S. epidermidis resistente a Linezolid (35). Estos hallazgos se han relacionado con un mayor consumo de Linezolid y una diseminación clonal posterior. De la misma manera, pero en menor proporción, se ha observado en algunos reportes disminución de la sensibilidad a daptomicina en casos de bacteriemias por MRSA (34). 


			Con respecto al S. epidermidis y otros estafilococos coagulasa negativo, estos tienen importancia en la UCI fundamentalmente en casos de bacteriemias asociadas a focos intravasculares, en las cuales pueden tener una prevalencia entre 35-45% (17). La resistencia a meticilina en estos estafilococos puede duplicar fácilmente a la resistencia del S. aureus; en el análisis multicéntrico realizado en Centros de salud públicos y privados de Colombia, entre los años 2007 y 2009 se evidenció una prevalencia promedio de 80% de resistencia a meticilina en S. epidermidis a nivel de infecciones en las UCI. Con respecto a la resistencia asociada y posibles opciones terapéuticas de estos aislados el comportamiento es similar al del S. aureus (17). 






			 


			Enterococcus faecium resistente a vancomicina (ERV)


			El género enterococos se caracteriza por presentar resistencias naturales o intrínsecas a un número importante de antibióticos; las opciones terapéuticas se restringen a algunos B-lactámicos, glicopéptidos, linezolid, daptomicina y tigeciclina, en infecciones graves se requiere la combinación de algún antibiótico con actividad frente a la pared celular (B-lactámico ó glicopéptido) con un aminoglucósido a altas concentraciones para lograr obtener sinergia (15). 


			El Enterococcus faecium naturalmente presenta resistencia a los B-lactámicos por la sobreexpresión de la PBP5, la cual se encarga de sintetizar peptidoglicano y tiene una afinidad pobre por los B-lactámicos activos contra enterococos (15). Adicionalmente, el E. faecium puede adquirir resistencia a los glicopéptidos mediante la adquisición de varios operones que pueden estar codificados en plásmidos, el más importante de estos es el operón vanA que confiere resistencia de alto nivel a la vancomicina y teicoplanina. El operón vanA está constituido por varios genes que en conjunto logran modificar el sitio blanco de los glicopéptidos compuesto por el residuo D-ala-D-ala transformándolo en D-ala-Ser o D-ala-Lac, de esta forma no se da la inhibición de la síntesis de la pared celular y se genera la resistencia (15). 


			Bajo estas circunstancias, el E. faecium resistente tanto a B-lactámicos como a glicopéptidos no puede ser tratado de forma combinada con aminoglucósidos para buscar sinergia, convirtiéndose en un microorganismo con muy pocas opciones para ser tratado. 


			Clínicamente, en las UCI, este microorganismo se ve vinculado principalmente a infecciones urinarias ligadas al catéter, comparte con Candidad albicans y P. aeruginosa niveles de incidencia entre 10-15%, claramente en menor proporción cuando se compara con el principal responsable de estas infecciones, la E. coli con aislamientos sobre el 30% (17). Adicionalmente, se puede encontrar vinculado a bacteriemias y endocarditis asociadas catéteres o dispositivos valvulares.


			El ERV constituye un problema serio en EE.UU. debido a su tendencia al alza, para el año 2003 presentaba una frecuencia de 28,5% (36), mientras que en los últimos años mantiene tasas que oscilan entre 45 y 85% en diferentes estados (37). Los datos de la NHSN indican un porcentaje de aislamiento en infecciones nosocomiales de Enterococcus faecium de un 5,6% mientras que para el E. faecalis es de 3,5%. La resistencia de este último a la ampicilina y vancomicina se encuentra alrededor de 4%; por el contrario, el E. faecium presenta 71% de resistencia a la ampicilina y un alarmante 56,5 de resistencia a la vancomicina, principalmente atribuido al genotipo vanA (6).


			En las UCI de Europa, la frecuencia de ERV es muy baja, alcanza 1% aunque se han documentado algunos brotes. En España se ha descrito que las poblaciones de enterococos resistentes a la ampicilina pertenecen principalmente a complejos clonales que ya han estado implicados en otras zonas en brotes epidémicos de ERV (38). Ello sugiere que estos complejos clonales son susceptibles de adquirir genes van, por lo tanto es factible la generación de brotes de ERV y que pueda aumentar la frecuencia de estos en el tiempo. 


			En Suramérica hemos observado un aumento paulatino de los asilamientos de ERV en infecciones nosocomiales; en el estudio de Villalobos Rodríguez y cols, se observa que en el año 2007 la incidencia de ERV en las UCI era de 10,2% mientras que para el 2009 se incrementó drásticamente a 26,2% (20). Es importante señalar que no existe evidencia publicada en Colombia sobre brotes por ERV en ambientes hospitalarios, y los aislamientos de ERV no están generalizados en todo el país. De la misma manera en Venezuela, entre los años 2007 y 2009 se observaron brotes de infecciones por ERV en varios centros de salud de Caracas.
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