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Conceptos de microbiologia aplicada
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Bacterias aerobias y facultativas’

Bacterias anaerobias estrictas

Cocos "Neisserias”
gramnegativos Neisseria: N. sicca, efc.

“Neisserias anaerobias”
Veillonella: V. parvula

"Estreptococos”
Streptococcus; S. pyogenes
(Grupo A

“Enterococos”
Enterococcus: E. faecalis,

Cocos ;
E. faecium y ofras

grampositivos
“Estafilococos”

Staphylococcus:
S. aureus (coagulasa positival
Grupo coagulasa negativa:
S. epidermidis y ofras

"Estreptococos anaerobios”
Peptostreptococcus:
P. anaerobius y ofras

Finegoldia: F. magna
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“Enterobacterias”

Enterobacteriaceae
Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,

"Bacteroides™

Bacteroides

Grupo fragilis (bilis resistente) *:
Bacteroides fragilis,

B. distasonis,

B. thefaiotaomicron y ofras
Bacteroides bilis sensible
Prevotella: P. melaninogenica,
P. infermedia y ofras
Porphyromonas: P. gingivalis,

P. asaccharolytica y ofras
Sutterella: S. wadsworthensis y otras
Fusobacterium: F. nucleatum.

F. necrophorum y oiras
Bilophila: B. wadsworthia

Enterobacter cloacae, Serratia

marcescens,

Citrobacter freundii, Proteus mirabilis
Bacilos y ofras

gramnegativos “Bacilos gramnegativos no
fermentadores"?
Pseudomonas: P. aeruginosa, P.
fluorescens y ofras
Acinefobacter: A. baumannii y otras
Stenotrophomonas: S. maltophilia y
otras
Burkholderia: B. cepacia y ofras
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"Closfridios”
Clostridium?: C.
"Bacilus” perfringens, C.
Esporulados  Bacillus: B. cereus Esporulados  clostridioforme, C.

y ofras innocuum,

Bacilos
grampositivos

C. ramosum y

ofras
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Bacterias aerobias
y facultativas'

Bacterias anaerobias estrictas

“Corinebacterias
anaerobias”
Propionibacterium:
"Corinebacterias” P. acnes y ofras
Bacilos No Corynebacterium: ~ No Bifidobacterium:
grampositivos  esporulados  C. minutissimum,  esporulados  B. dentium y otras
C. jeikeium y ofras Lactobacillus
Eubacterium: E. lenfum
Mobiluncus: M. curfisii,
M. mulieris
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Las tinciones basicas en el [aboratorio pe 10-13
de microbiologia

Luis Esati Lopez-Jacome,* Melissa Hernandez-Duran,* Claudia Adriana Colin-Castro,*
Silvestre Ortega-Peiia,* Guillermo Cerén-Gonzalez,* Rafael Franco-Cendejas*

* Laboratorio de Infectologfa,
Centro Nacional de Inves- Resumen
tigacidn y Atencion a Que-
mados (CENIAQ), Instituto Las tinciones en microbiologia son las primeras herramientas que se ulilizan en el laboralorio
Macional de Rehabilitacion. para el diagnostico de las enfermedades infecciosas. Desde hace mas de un siglo han ayudado
a resolver problemas de eliologia microbiana. Hay una gran variedad de tinciones, que se han
Direccidn para corresponcencia: ido desarrollando para la deteccion de los diferentes agentes infecciosos —en los que se incluyen
E‘:L"Lﬂ;ﬁx&{:lﬂ:Jk: Wi, 289 bacterias, pardsitos y h_opgcrs-. La tincion ng Gram se consi.tler_a bédsica en la valoracidn inicial
Col. Arenal de Guadalupe, 14389 de muestras para andlisis bacterioldgico, mientras gue la lincidn de Wright se ocupa para el
Del. Thalpan, Ciudad de México, DF diagndstico de enfermedades muy particulares en el rubro de la parasilologia. Hay técnicas
Ted: +52 (55) 59991000, ext. 14801 tintoriales especificas de gran utilidad, como la tincidn de Ziehl-Neelsen, que se utiliza para
E-mail: ralranco@inr gob.msx el diagndstico de enfermedades crdnicas como la tuberculosis o la actinomicosis, o la tincidn
Recibido: 3 de juriio de 2013, de L-u_ljll de Iaclql'e:‘*l_:ul, fjue preserva e '|t_|f:r1!i_liCd a qu:: componentes esir_u_{_'lurales de los hongos.
Aceplado: 4 de setubre de 2013, Las diferentes tinciones en el laboratorio microbiolagico lienen una utilidad fundamental para
el diagndstico y ratamiento oportuno de maltiples patologias de eliologia infecciosa.
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Permiten hacer visibles a los objetos microscépicos y transparentes.
Revelan su forma y tamafio.
Muestran la presencia de estructuras internas y externas.

Producen reacciones quimicas especificas
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Figura 1. Esquema de las diferencias estructurales entre bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Investigacidn en Discapacidad
La pared celular de las bacterias Gram negativas estd constituida por una capa fina de

peptidoglicano y una membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram positivas

poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano
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Figura 2.

Fotomicrografia don-
de se observan bac-

terias Gram negativas
en cultivo directo
(izquierda) y Gram
positivas en hemo-
cultivo (derecha) (au-
mento 100x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid

Dr. Victor Correa
Medico Cirujano UC

Cirugia General y Laparoscépica / Cirugia Pediatrica y del Adolescente UCV

Esat Lopez-Jacome, L., Hernandez-Duran, M., Colin-Castro, C. A., Ortega-Peia, S., Cerén-Gonzalez, G., Franco-Cendejas, R., MS.c Bioética UCV  Ped;atra
Cendejas, R. F., & México-Xochimilco, C. (s/f). Las tinciones bdsicas en el laboratorio de microbiologia. Medigraphic.com. tuciruai diatri
Recuperado el 22 de septiembre de 2023, de https://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2014/ir141b.pdf ucirugiapediatrica.com




Desarrollada por el patélogo James Homer
Wright en 1902 a partir de la modificacion de la
ya existente tincion de Romanowsky, utilizada

para diferenciar elementos formes de la sangre.

Esta tincidn tiene diversos usos en
microbiologia; en la parasitologia, se le emplea
en la busqueda de hematozoarios como
Plasmodium spp.

Figura 3. Fotomicrografia detrofozoitos jévenes de Plas-
modium vivax observados mediante la tincién de Wright
(aumento 100x).

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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La tincion de Ziehl-Neelsen es la técnica
comunmente usada en el diagndstico

rutinario de tuberculosis

2
Tl

Figura 5. Fotomicrografia de una muestra de expectora-
cion donde se observan los bacilos de color rojo fucsia
(Mycobacterium spp)laumento 100x).

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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Figura 6.

Preparacion de

Cryptococcus neo-
formans en tinta chi-

na que revela la lla-
mativa cdpsula que
circunda a las leva-
duras de gemacion
(aumento 40x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid
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Preparacién de la impronta 3.4

Cinta adhesiva

. Colocar el material necesario en la campana de i
seguridad tipo 2A. 5
. Seleccionar las colonias para realizar las improntas. :
ES

. Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente
aproximadamente de 1 cm?.
. Pegar los segmentos de cinta en un asa micologica.
. Poner una gota de azul de algodon en el portacbjetos.
. Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte
superior de hongo.
. Colocar la cinta sobre |la gota de azul de algodon y
poner otra gﬂta de azul de algﬂd{fll'l, Figura 7. Representacion esquemitica de la prepara-
_Poner un CUbrEUbjetDS sobre la prepﬁraﬂién. cion de la impronta para la observacion de hongos fila-

mentosos (paso 3 a 9).
. Observar en 40x.
Dr. Victor Correa
Medico Cirujano UC -

Ver Fiqura 7.
Cirugia General y Laparoscépica / Cirugia Pediatrica y del Adolescente UCV

Esat Lopez-Jacome, L., Hernandez-Duran, M., Colin-Castro, C. A., Ortega-Peia, S., Cerén-Gonzalez, G., Franco-Cendejas, R., MS.c Bioética UCV Ped;atra
Cendejas, R. F., & México-Xochimilco, C. (s/f). Las tinciones bdsicas en el laboratorio de microbiologia. Medigraphic.com. tuciruai diatri
Recuperado el 22 de septiembre de 2023, de https://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2014/ir141b.pdf ucirugiapediatrica.com




Figura 8.

Fotomicrografia de
hongos filamentosos
con el método de
azul algodén de lac-
totenol. Exserohilum
sp. (izquierda); Mu-
cor spp. (derecha)
(aumento 40x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid
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Escherichia
coli

Bacteroides Porphyromonas Fusobacterium Fusobacterium

L A ; Prevotella
Iragins gingivalis necrophorum  nucleatum

Cépsula + + - - +

Lipo |:m| isacdrido + + ¥

Proteasas

Lipasas

Hemolisina + - +

Leucotoxina - - - - +

Se muestran algunos factores de virulencio de ciertas especies de bacilos gramnegatives anaerobios
comparados con los de E. cali.

Lo presencia de estos factores varia segin la cepa dentro de una misma especie, dando por fanto diferente
perfil de patogenicidad o diferentes clonas de un mismo microorganismo.

la cdpsula inhibe la fagocitosis. El lipopolisacarido es lo endotoxing que desencadenn el shock séptico.
las enzimas como las proteasas, lipasas y hemolisings, necrosan los tejidos y actian como leucotoxinas
que destruyen los levcocitos.
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Figura 1.1. Peritonitis. Tincién de Gram y cultivo. A) Tincién de Gram del exudado de una
peritonitis en un paciente con una dehiscencio anastomdtica después de cirugia por neoplasia
de colon. Se observa una flora polimicrobiona abundante formado por bacierias anaerobias
facultativas [probables enterobacterias) y anaerobias estrictas [probables bacteroides).
B| El cultivo de la muestra anterior en un medio selectivo para bacterias anaerobias lagar
sangre con amikacina) da lugar a abundantes colonias de la Hora anaerobia [Bacteroides,
Prevotella, Porphyromonas v Fusobacterium) fras incubacion en anaercbiosis durante 3 dias.
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La tincién de Gram,
al diferenciar la infeccién
monomicrobiana de la
polimicrobiana y permitir
sospechar la presencia de
una flora mixta aevobia vy
anaerobia, puede ser de

Figura 1.1. Peritonitis. Tincion de Gram y cultiva. Al Tincicn de Gram del exudado de una gran walor en la orienta-
peritonitis en un paciente con una dehiscencia anastomatica después de cirugia por necplasia cién diagndstica y la pla-

de colon. Se observa una flora polimicrobiona abundante formada por bacterias anaerobias nificacién del tratamien-

faculativas (probables enterobacterias| v anoerobias estrictas [probables bacteroides].

to antibidtico empirico.

B) El cultivo de lo muestra anterior en un medio selective para bocterios anaerobias (agar
| 7 J- 7 I z F PR, g - 3

sangre con amikacina) da lugar a abundantes colonias de la flora anaerobia (Bactercides,

Prevotella, Porphyromonas v Fusobacterium| fras incubacion en anaerobiasis durante 3 dias.
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. Incubacién . . _
Media A ; Microarganismos deteciados
Aimésfera [liempo) £

Permite una evaluacién global de la flora aerobia
Aerabia y facultativa como enterobacterias (E. coli y oiras),
[24-48 horas)  bacilos gramnegativos no fermentadores
[ cervginosa y ofras), enterococos, levaduras, efe.

Agar sangre

Anaerobia Permite una evaluacién global de la Hlora

A asngre (4-5 dias) facultativa y anaerobia estricta.

Permite una evaluacidn global de la flora
anaerobia estricta [la amicacina inhibe la gran
mayoria de la flora faculiatival.

Agar sangre Anaerobia
amikacina'? [4-5 dias)

Agar Aerobia E. coliy otras enterobacterias; pseudomonas y
MacConkey [24-48 horas)  ofres bacilos gramnegativos no fermentadores.

Agar Aerobia

Shapmaid (24-48 horas) Estafilococos [S. aureus, S. epidermidis y otras).

Esireptococo del grupo A; enterococos [E. feecalis,
E. faecium]. En este medio crecen bien las
levaduras, como candida y ofras.

Agar sangre Aerobia
colistina* |24-48 horas)

[ Agar Aerobia
Sabouraud? (48-72 horas)

levaduras, como céndida y ofras.
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Tante por ciento de cepas resistenles
PEN AMP OMA' IMP ERY (U INZI GEN FG* VAN
Staphylococeus aureus 93 25 25 31 12 0 8 405
5. aureus [SASM| ¢ 0 14 10 0 4 7
5. aureus [SARM) 100 100 100 100 57 15 0 14 91

Estakilococo conguiasa negativo 5 NR 65 65 63 41 1 40 54
Enferacoccus fascalis 0 MNR O & R O R 4&
Enterococcus foscium R 94 MNE 94 99 R 0 R 90

Daspuss da pressnior los defos globales paro 5. qureus, debajo sa muestran por ssparade los datos de 5. aureus 545M
¥ SARM pare destocar que o mullirresislencia se procice mayoritariomente en of sequnde grupo.

ey resistencia da fodos los bealocidmicos, incliyende of imipenam, se deduce de o resisiancia a axaciling

“En estofilococos, los dotos aportados cormesponden a ciproflaxocine, pero paro esfreplococos y enferococos o
lovefloxaeing, dado que esta dllima es mds acfive in vive,

lo sensibilided ol imipanem puede deducirse de la ampiciling; aungue se han enconfrado dofos anecddlicas
discordanfes (Wainsiein MPF).

AMP ampicifing; CiP. ciprofloxacing; CU, clindamicing; ERY. ertromicina; GEN, genfamicing; IMP imipanem; [NZ,
linezalid: MR, no es recomendable al estudic de sensibilidad: OXA, oxociling; PEN, peniciling; B, resistencia matural;
SARM, 5. awreus resishente o meticiling: SASM, 5. owreus sensible o meliciling; SXT, colrimaxazal: VAN, vancomicing.
Fuends: Dalos parsanales.
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Factores de la respuesta inflamatoria
e inmunologica del paciente
quirargico
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Enfermedad
inflamatoria
Intastinal

Figura 2.1. [a respuesio inflomaioria prede observarse en procesos Infecciosos y en me-

canismos eliopatogeénicos dislintos como el shock hipovolémico, los raumalismos y

inflamaciones inespecificas. Entidades como el cancer, la artitis reumafoide o lo enferme-

dad inflamatoria intestingl pueden producir respuesta inflamatoria sistémica de forma mas
' cia gel 5IRS, predominan cambios metabalicos

& fnmunes.
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Rl inmediata | Respuesta innata Respuesta adaptada

12 fase 22 fase

PAM Fagocitosis Citocinas || Activacion de
Complemento Degranulacion Quimiocinas || células inmunes
Perforinas NET {de novo) por citocinas y
AC inespecificos || ROS quimiocinas
Opsoninas Pro-citocinas

¥

Constitutiva Post-traslacional || Transcripcional/Translacional || Antigeno-especifica (LT-LB)

0 min g0min 120 min 24 h Dias-semanas

) F ] ] ] + +
Figura 2.b. Foses de la respuesia inflamatoria e inmunsa.
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Puntos criticos

— Lo adaptacién correcta al estrés consiste en que los mecanismos de alerta y
produccién se acliven pero se desactiven al cese del estimulo.

— El déficit de expresién de alguna variable de la puntuacién del SIRS puede
indicar una inadecuada adaptacién al estrés.

Controversias y lineas de investigacion
— Lla investigacién de los biomarcadores y respuesta inflamatoria en la

adecuacién. de la cirugia del paciente mayor y el pronéstico de los pacientes
quirdrgicos con comorbilidad.
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Utilizacion de indices de gravedad
en la sepsis
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Conjunto de situaciones clinicas en las que se encuentran microorganismos

Seplicemia s : .
en la sangre. Este ¥rmino es ambiguo y se recomienda su eliminacion.

Respuesta sistémica a la infeccion. Sus manifestaciones y criterios diagnésticos
son los mismos del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica [SIRS), pero
se encuentran siempre asociados a un proceso infeccioso. Cuando el SIRS es
secundario a infeccién, es sindnimo de sepsis.

Sepsis

Sepsis asocioda con disfuncién orgdnica (definida como presencia de
atectacion de érganos no implicados en el proceso primario, la cual requiere
intervencién terapéutica para mantener la homeostasis), hipoperfusion

Sepsis grave  |definida como presencia, entre ofros signos, de acidosis léctica, oliguria o
alteracién del estado mental) o hipotensién (definida como tensidn arterial
sistdlica < 90 mmHg, o bien un descenso de > 40 mmHg de los valores
basales, en ausencia de ofras causas de hipotensidn).
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Subgrupo de pacientes con sepsis grave. En general, estos pacientes
fienen peor prondstico que los de las categorias previas y manifiestan
una hipotensién refractaria a la fluidoterapia. En este cuadro aparecen
signos de hipoperfusion y/o de disfuncién organica.

Shock séptico

Este término engloba el conjunto de manifestaciones secundarias a una
respuesta inflamatoria sistémica, la cual puede deberse a multitud de
causas, incluyendo infeccién. Por definicién, un paciente presenta SIRS
cuando cumple dos o mas de los siguientes criterios:

1. Temperatura > 38 "C o < 36 °C

Frecuencia cardiaca > 90 Ipm

Frecuencia respiratoria > 20 rpm, o bien PaCO, < 32 mmHg
Recuento leucocitario > 12.000 céls./mm?, < 4.000 céls./mm?, o
bien > 10 % de formas inmaduras

Sindrome

de respuesta

inflamatoria 2'

sistemica 7
4.
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Escala SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment)

0

1

4

Respiracidn”
Pa0./FI0; [mm Hg) o
SEI G’; .'rF I D:

<400
221-301

<300
142-220

<10
<57

Coagulacidn
. 3 3
Plaguetas 10°/mm

<150

<100

<50

<20

Higado
Bilirubina (mg,/dL}

<12

1,2-19

2,0-59

6,0-119

»12.0

b
Cardiovascular
Tensidn arterial

PAM 270 mmHg

PAM <70mm Hg

Dopamina a<5a
dobutamina a
cualquier dosis

Dopamina a dosis de
5,1-150
Epinefrinaa<0,10
Morepinefrinaa=0.1

Dopamina a dosis de
>150
Epinefrina>0,10
Morepinefrina a > 0,1

Sistema Nervioso Central
Escala de Glasgow

13-14

10-12

&-3

<B

Renal
Creatinina {mg/dL)
o flujo urinario (mL/d)

12-19

2,0-3.4

3,5-4,9
<500

=3l

<200

Pa0,: presion arterial de oxigeno; FIO,: fraccidn de oxigeno Inspirade; 5a0,, Saturacion arterial de oxigeno periférico; PAM, presidn arterial
media; "Pa0,/FI0, es relacidn utilizada preferentemente, pero sl no esta disponible usaremos la Sa0,/FI0,; "Medicamentos vasoactivos
administrados durante al menos 1 hora (dopamina y norepinefrina como ug/kg/min) para mantener la PAM por encima de 65 mmHg.
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(Cadigo 0-4; una escala alta denota mas desviacién del valor normal)

- Temperatura

— Presién arferial media
— Frecuencia cardioca

— Frecuencia respiratoria
- Oxigenacion

- pH arterial

- Sodio en suero

- Potasio en suero

- Creatinina en suero

- Hematocrita

- leucocitos

— Escala del coma de Glasgow

Variables
fisiologicas

Edad |por ejemple, > 75 = 6 puntos)

Enfermedad - Insuficiencia orgénica grave
crénica - Inmunidad comprometida
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Infeccion de sitio quirurgico:
definicion, clasificacion y factores
de riesgo
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Infeccidn incisional superficial del sitio quirdrgico

Infeccion que afecta la piel y el plane subcutaneo (durante los primeros 30 dias) Y,

|al menos uno de los siguientes eriterios):

- Descarga de pus por la incisién superficial

- Aislamiento de organismos en un cullive de fluido o tejido tomado de forma aséptica de lo
incisién superficial o del subeutdnen.

— Apertura deliberada de la incision por el cirvjano®, excepto si el cultiva de la incision es
negativo,

Y, dl menos uno de los siguientes signos o sintomas de infeccidn: dolor espontdnes o deler a la

presién, edema localizado, erilema o calor.

- Diagnéstico de ISQ por el cirujano®.

Hay dos tipos de 15Q superficial:
- Primaria: en la incisién principal de un paciente con varias incisiones.
~ Secundaria: en la incisidn secundaria de un paciente con varias incisiones.

No se consideran 15Q:

— Una celulitis [rubor, calor, edemal sin ofros criterios acompafiantes.

- los abscesos aislados de los puntos (inflamacién y supuracién minimas confinadas a los punios o
grapas de sulura).

- la infeccién localizada del erificio de un drenaje. i
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Vigilancia de 30 dias Vigilancia de 90 dias

Reparacion de aneurisma de aorfa Cirugia de mama
Amputacién de exiremidad Herniorrafia
Apendicectomia Implantacion de marcapasos
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Vigilancia de 30 dias Vigilancia de 90 dias

Cirugia hepato-bilio-pancredtica Cirugia vascular periférica
Colecistectomia Prétesis de cadera y rodilla
Cirugia de colon y recto Fusién espinal

Cirugia gdstrica Craneotomia

Cirugia de intestino delgado Reduccién abierta de fractura
Cirugia de cuello, firoides y paratiroides

Esplenectomia

Laparotomia exploradora

Cirugia de ovario

Histerectomia abdeminal o vaginal

Cesdrea

Transplante de rifidn, higado y corazén

Cirugia tordcica

Las ISQ superficiales son seguidas solo durante 30 dias en cualquier tipo de cirugia
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Cirugia limpia

Operacion en la que no se encuentra inflamacién aguda, sin entrada en fractos respiratorio, gastroin-
testinal, genital, biliar, urinario no contaminado, con sutura primaria y drenadas (si es necesario) con
drenaje cerrado.

Cirugia limpia-contaminada

Operacién con enirada confrolada en tractos respiratorio, gastrointestinal, genital, biliar, urinario no
contaminado, sin contaminacion inusual.

Cirugia contaminada

Heridas recientes accidentales. Operacién con violacién importante de la técnica estéril o vertido
importante de contenido gastrointestinal. Hallazgo de inflamacién aguda no purulenta o fejido ne-
crético no purulento.

Cirugia sucia o infectada

Heridas fraumdticas no recientes con tejido desvitalizado. Hallazgo de infeccién o viscera perforada.
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Factores endégenas [individuales del paciente| Evidencia

Edad avanzada

Existencia de comorbilidad
Diabetes mellitus
Obesidad
Inmunosupresién
Corficosternides
Tabaquismo

Desnulricidn

MNeoplasia

Factores exdgenos [generales en todo pacients|

Estancia preoperaloria
Duracién de la intervencidn

Laparescopia
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Puntos criticos

— La infeccién del sitio quirirgico sigue siendo la principal complicacién del
paciente quirdrgico.

— El conocimiento de la fisiopatogenia y los factores de riesgo de la infeccién
operatoria ayudan a disminuir la incidencia de ISQ.

— La aparicién de 1ISQ depende del equilibrio entre el microorganismo y su
virulencia, las defensas del paciente vy el cirujano.

— El cirvjano puede modular del riesgo de infeccién por su capacidad de
modificar algunos factores de riesgo: estado previo del paciente, técnica
quirirgica, duracidn de la intervencién y el uso (o abuso) de antibiéticos
profilacticos y terapéuticos.

— Los principales factores de riesgo de ISQ tienen que ver con el tipo y
duracién de la cirugia, el estado fisico del paciente (comorbilidad, edad,
dependencia), la obesidad y la estancia preoperatoria.

— El indice NNIS y el ASA son los mejores predictores de incidencia de ISQ.

Controversias y lineas de investigacion

~ Se precisan mas estudios que aclaren la contribucién individual a la 1ISQ de
factores como la neoplasia, la inmunosupresién, el tratamiento previo con
radioterapia, quimioterapia o corticoides, la anemia o la hipoalbuminemia.
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